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RESUMEN

La pudricidn carbonosa (PC) es una enfermedad causada por el hongo necrotréfico
Macrophomina phaseolina, un fitopatdgeno que se transmite por el suelo o rastrojos y
afecta a varios cultivos de interés comercial entre ellas la soja (Glycine max) que
constituye el principal cultivo agricola de importancia econémica de nuestro pais. Sin
embargo, el estudio acerca del mecanismo de defensa de este cultivo frente al hongo M.
phaseolina es escaso. Debido a que las defensinas, pequefios péptidos ricos en cisteina,
presentan actividad antifungica, en el presente trabajo se realizé una busqueda de estos
en el genoma de la soja y se estudid su rol en la defensa contra M. phaseolina. Se
encontraron nueve genes codificantes de defensinas en el genoma de la soja. La mayoria
de estas defensinas fueron inducidas durante la infeccién con M. phaseolina en la
variedad tolerante DT974290 pero no en la susceptible A4910. Sin embargo, el nivel de
expresion de las defensinas en la variedad tolerante infectada no fue superior al de Ia
variedad susceptible infectada. Por lo que la tolerancia de la variedad DT974290 con
respecto a la variedad A4910 no puede ser explicada por la diferencia en la expresion de
estas defensinas. La diferencia en la induccidon de los genes codificante de defensinas
entre las variedades indica que existe una activacién diferencial de alguna via de

sefializacion que contribuye a la tolerancia de DT974290.
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ABSTRACT

Charcoal rot is a disease caused by the necrotrophic fungus Macrophomina phaseolina.
This phytopathogen is transmitted by soil or stubble and affects several crops of
commercial interest including soybean (Glycine max) which is the main agricultural crop
of economic importance of our country. However, the mechanism of defense against M.
phaseolina in soybean is not known. Because plant defensins, small cysteine-rich
peptides, have antifungal activity, a search of these genes on soybean genome was
performed in this study, and their role on defense against M. phaseolina was studied.
Nine defensing-coding genes were found on soybean genome. Many of them were up-
regulated during infection with M. phaseolina in the tolerant variety DT974290 but not in
the susceptible variety A4910. However, expression levels of these defensin genes were
not higher in infected DT974290 compared to A4910. Therefore, the tolerance of
DT974290 respect to A4910 cannot be explained by the difference in the expression level
of the defensins. The up-regulation of defensin genes in DT974290, but not in A4910,
indicates that a differential activation of some signaling pathway contributes in the

tolerance of this variety.

Key words: Macrophomina phaseolina, Glycine max, defensins



1. INTRODUCCION

1.1 Soja (Glycine max)

1.1.1 Caracteristicas

La soja (Glycine max L. Merr.), es un vegetal originaria del continente asiatico
(China), una especie de las leguminosas (Febaceae) (1), pertenece a una planta anual, en
el cual su ciclo vegetativo se estima entre tres a cuatro meses con 40 a 100 cm de
envergadura. En cuanto a su morfologia caracteristica se puede apreciar en el tallo, hojas

y vainas una especie de pilosidad o pubescencia (2).

El cultivo de esta planta exige temperaturas entre 20-302C siendo las
temperaturas de 302C dptima para su desarrollo, sin embargo, para la siembra se
recomienda temperaturas entre 15-182C y para la floraciéon una temperatura de 25°C.
Este vegetal es sensible a la duracion del dia pudiendo traducirse esto a una planta de
dias cortos, en el cual su desarrollo y reproduccion estan determinadas por las horas de

luz y oscuridad durante su cultivo (3).

Hojas trifoliadas
Parte —
aérea
Foliolos
Sistema |
radicular

Figura 1.1 Planta de soja con sus estructuras de crecimiento. A: planta de soja de la variedad DT974290. B:
planta de soja de la variedad A 4910 RG.



Posee dos estados: vegetativos y reproductivos; en el cual el estado vegetativo de
la planta comienza desde el momento en que la planta emerge del suelo, comienza con
nudos unifoliados, para luego dar lugar partiendo del segundo nudo en adelante a las
hojas trifoliadas y nudos laterales (Fig. 1.1); y el estado reproductivo constituye la

floracion, formacién de vainas y semillas, y posterior madurez de la planta (4).

1.1.2 Impacto econémico

El sector denominado Complejo Sojero, refleja que la soja constituye el principal
cultivo del sector agricola de importancia econdmica en nuestro pais (5), siendo el cuarto
exportador de soja y con el quinto lugar como productor a nivel mundial, teniendo el

impacto agroindustrial mds importante (6).

Esta oleaginosa es caracterizada como principal fuente de aceite comestible y por el
alto contenido en proteinas, permite ser utilizada como alimento nutritivo, ya sea del

grano o sub productos fabricados para humanos o animales (7).

No obstante, este cultivo es afectado por numerosos patégenos y enfermedades que
contribuyen a la disminucion de productividad de soja en Paraguay, en las cuales se
pueden citar enfermedades fungicas. El suelo es uno de los medios de transmisién de
estos patdgenos, en las cuales sobreviven de forma indefinida por poseer estructuras de
resistencia. Y entre ellas se encuentra Macrophomina phaseolina, que causa la
enfermedad podredumbre carbonosa de la soja (PCS), y es uno de los hongos con mayor

predominancia (8).

1.2 Macrophomina phaseolina

1.2.1 Caracteristicas

Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. pertenece a la familia Botryosphaeriaceae,
clase Dothideomycetes y phyllum Ascomyceta (9). Es un hongo fitopatégeno necrotréfico,
gue utiliza como fuente primaria de indculo el suelo, rastrojos y diseminacién por
semillas. Se encuentra ampliamente distribuido en areas cdlidas e infectan tejidos
inmaduros o dafiados, principalmente cuando las condiciones favorecen la infeccién con

climas calidas y secas (10).



Este hongo es denominado polifago, capaz de afectar a mas de 500 hospedadores
de importancia econdmica, se hospeda en el suelo y sobrevive tras la produccién de
estructuras de resistencia denominados microesclerocios, de color negro o gris

produciendo lesiones en la plantula que conducen a la muerte de la misma (11) (Fig.1.2).

S,

Figura 1.2. Microesclerocios: Tallo infectado con Macrophomina phaseolina.

1.2.2 Impacto y control en el cultivo

M. phaseolina posee una amplia variabilidad morfolégica (12), fisioldgica,
patogénica y genética (13). Debido a que la soja es uno de los cultivos mas importantes
del Paraguay, la disminucién del rendimiento debido a la PCS puede impactar a la
economia nacional. Actualmente las medidas de control consisten en practicas culturales
(14): el uso de semillas de alta sanidad, rotacidn con cultivos menos susceptibles (15), uso
de fungicidas (16) y la irrigacién para el mantenimiento de la humedad del suelo (17),
ademas de la utilizacion de biocontroles (18). Sin embargo, el desarrollo de la resistencia
genética de la planta huésped podria resultar en un control mas eficiente de esta

enfermedad (19).



1.2.3 Ciclo de infeccion

Este patdgeno sobrevive en el suelo en forma de microesclerocios de forma libre o
como rastrojos. Infecta la raiz en crecimiento de una planta susceptible, estos dejan su
estado inactivo y germinan cuando las condiciones climaticas son favorecidas (Fig. 1.3)
(20). Posteriormente el hongo crece sobre la superficie de la raiz del vegetal y penetra por
las células epidérmicas en la corteza de la raiz colonizando por dentro llegando asi hasta

la raiz principal.

Los sintomas que provocan a la pldntula se observan por un retardo en el
crecimiento, clorosis foliar y finalmente la muerte cuando este haya provocado la
destruccion radicular del vegetal. Los microesclerocios pueden ser observados en el
interior de las raices y la parte inferior del tallo, caracterizados como pequefios y negros.
Es asi como la planta infectada y luego muertas libera microesclerocios, los cuales
sobreviven en el suelo y este es capaz de infectar como un inoculo a la préoxima cosecha

(21).

Infeccion por el contacto
de microesclerocios con

el sistema radicular Germinan y penetran la raiz,

donde se desarrollan en forma de
hifas y nuevos microesclerocios,
obstruyendo el tejido vascular

Numerosos microesclerocios
en tejido inferior y raiz
principal, aspecto similar al
carboén, fuente de inéculo
para cosechas futuras

Microesclerocios en
suelo o rastrojos

Figura 1.3. Ciclo de infeccion de M. phaseolina. Adaptado de Smith et al (22).



1.3 Mecanismo de defensa del vegetal

Los vegetales se encuentran expuestos de manera constante a patégenos e
insectos y éstos a su vez producen respuesta defensiva natural que pueden ser fisicos y
qguimicos de forma constitutiva o inducida, los cuales desarrollan mecanismo de defensa
complejos para su proteccion (23). Algunos de estos mecanismos de resistencia se
encuentran mediadas por fitohormonas: acido salicilico (SA), acido jasmodnico (JA) y
etileno (ET), de los cuales a su vez son activados mediante el reconocimiento de los

diferentes atacantes a la planta huésped (24).

Se han reportado estudios acerca de la interaccion de patdgenos necrotréficos
(25,26) con plantas modelo como Arabidopsis thaliana (27) donde la actividad de
patdgenos necrotréficos como Alternaria brassicicola (28,29), Botrytis cinerea (29) entre
otros se encuentra disuadida por la vias de jasmonato principalmente asi como la de
etileno (24). Por otro lado, el SA que actua en forma antagdnica a JA/ET, media en las
plantas la resistencia sistémica adquirida (RSA), un mecanismo de defensa contra un

amplio espectro de patédgenos de hongos y bacterias (30,31).

Entre las proteinas relacionadas a la defensa vegetal se encuentran las defensinas
gue poseen bajo peso molecular y forman parte de los denominados péptidos
antimicrobianos (32). Se han reportado que la expresidn de las defensinas es inducida con

jasmonato pero no con acido salicilico. (28,33,34)

1.4 Defensinas

Las defensinas son moléculas bdsicas catidnicas, péptidos pequenos ricos en
cisteina (6-8 residuos) que comprenden 45 a 54 aminodcidos, presentan un motivo alfa-
helicoidal y ldmina beta antiparalela (CSaB) formado por puente disulfuro a partir de
cisteina, el cual le confiere estabilidad termodinamica y estructural a la molécula. Fueron
clasificados primeramente como y-thioninas, por similitudes de tamafio y peso molecular,
pero diferencias estructurales las determinaron como una familia aparte (32,35,36). A
pesar del patron conservado que presentan, el nivel de identidad entre defensinas de

plantas es bajo.



Se presume que comparten un ancestro procariota, que durante eventos de
ganancia o pérdida de genes durante la evolucién, fueron transferidos al reino eucariota y
estas defensinas de plantas se encuentran estrechamente relacionadas con hongos e

invertebrados (37).

Abundan en las semillas, pero también estan presentes en otros tejidos como
flores, tallo, tubérculos, vainas y hojas en la que participan directamente en el proceso de
germinacién y desarrollo del vegetal (38), debido a que se encuentran localizadas donde
potencialmente se produce la entrada del patdégeno, como en capas celulares periféricas,

estomaticas y cavidad subestomatica (39).

Se han reportado que la sobre-expresién de defensinas en plantas como arroz,

trigo, entre otros, confieren resistencia a patdgenos flungicos (40,41).

Cabe resaltar que, solamente se han identificado dos defensinas de la soja: SE60
(42) que ha demostrado actividad antimicrobiana (43) y por otro lado la dehidrina 8
(Dhn8) (44), que no ha sido caracterizada en cuanto a la funcidon que desempeiia en la

planta.

1.4.1 Actividad Bioldgica

La expresidn de las defensinas en plantas puede ser constitutiva encontrandose en
los tejidos mencionados, o bien inducido por factores abidticos (condiciones fisicas o
quimicas extremas) (45), asi como factores bidticos (hongos o bacterias) (46), ademas, en
algunos casos, la expresién es especifica de cada tejido con variacidon en los niveles de

produccién (47).

Poseen varias actividades bioldgicas, desde la inhibicién de proteasas y amilasas
(48), bloqueo de canales idnicos e inhibicién de la sintesis de proteinas (49) para llegar a

la accidén insecticida, antibacteriana y principalmente antifungica (50,51).



1.4.2 Mecanismo de accién: Actividad antifliingica

La informacién acerca del mecanismo de accién es escasa, dado que existen
estudios de defensinas de diferentes plantas, existen hipdtesis que intentan explicar esta

actividad.

Existen dos mecanismos propuestos; modelo de barril-bastédn y modelo alfombra-
poro. Donde ambos modelos consideran la interacciéon de defensinas con moléculas con
carga negativa del patdégeno, que provoca el aumento del potencial y posterior
permeabilizacién de membrana, teniendo en cuenta lo anterior el primer modelo
propone; que los péptidos antimicrobianos interaccionen con la bicapa fosfolipidica de la
membrana (regién hidrofébica) y puede dar lugar al interior de la formacién del poro

(regiones hidrofilicas).

Mientras que el segundo modelo propone que los péptidos antimicrobianos
gueden sobre la membrana celular, donde son atraidos electrostaticamente en
numerosos sitios dando lugar a multiples poros, en el que a altas concentraciones del
péptido pueda permeabilizar la membrana, formando estructuras como micelios,

actuando como un detergente.

Sin embargo; no hay certeza del dafo celular causado por defensinas para explicar

su actividad (52).

Otros estudios indican, que mientras se encuentre el motivo alfa-helicoidal y beta
hoja antiparalela (CSapB) a pesar de tolerar mutaciones, son capaces de no perder la

actividad antifungica (53).

1.4.3 Clasificacion

De acuerdo a la principal actividad antifingica, la inhibicién del crecimiento de
hongos por diferentes mecanismos genera alteraciones sobre las hifas, se ha visto que
seglin el efecto que produce sobre otros tipos de hongos, pueden clasificarse en
morfogénicas; en el que reducen el alargamiento de hifas y produce distorsiones
morfoldgicas significativas, y por otro lado en no morfogénicas; donde también se reduce

el alargamiento de hifas sin efecto significativo en el patrén de crecimiento (54).



Una segunda clasificacidon a partir de la estructura del precursor codificante, las
defensinas vegetales pueden ser de dos tipos; la mayoria poseen el dominio maduro con
el N-terminal y péptido seial que dirige al reticulo endoplasmatico en el espacio
extracelular, y por otra parte algunas defensinas poseen un prodominio adicional en el

extremo C-terminal (55), y puede verse principalmente en defensinas florales (56).

Teniendo en cuenta estas informaciones, en el presente trabajo se planted
determinar el nivel de expresion de las defensinas en tallo de soja infectada con M.
phaseolina. Mediante la comparacién del nivel de expresidn de las defensinas entre una
variedad susceptible y otra tolerante a dicho patégeno, se estudié el rol de las defensinas

durante la infeccidn con M. phaseolina.



2. OBIETIVOS

2.1 Objetivo General

Buscar genes codificantes de defensinas en soja (Glycine max) y comparar el nivel
de expresidon entre variedad tolerante y susceptible infectadas con Macrophomina

phaseolina.
2.2 Objetivos especificos

— Buscar genes codificantes de defensinas en el genoma de soja.
— Analizar dominios presentes en las defensinas de la soja y la homologia entre ellas.
— Determinar la expresion de las defensinas en las variedades tolerante vy

susceptible durante la infeccidn con M. phaseolina.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Busqueda de los genes de defensinas en el genoma de soja

Para obtener las secuencias de los genes de defensina en el genoma de la soja se
realizdé una busqueda por homologia mediante el programa Basic Local Aligment Search
Tool (BLAST) utilizando las secuencias de defensinas de Medicago truncatula (cédigo de
acceso: KEH35660.1), Nicotiana alata (6B55_A) y Raphanus sativus (XP_018444508.1). El
proteoma de la soja fue descargado de Phytozome v12 (57). Las secuencias obtenidas
fueron alineadas para construir un arbol filogenético y luego fueron seleccionadas una
secuencia de cada grupo del arbol para realizar una segunda busqueda BLASTp, para
obtener mds secuencias de probables defensinas en el genoma de la soja. Posteriormente
el analisis de dominios conservados presentes en las secuencias obtenidas se realizd
utilizando el programa InterProScan5 (58). EI dominio conservado de las defensinas

fueron alineadas mediante el algoritmo CLUSTALW de Geneious 7.1.3 (59).

3.2 Construccion de arbol filogenético de las defensinas de soja.

El arbol filogenético de las defensinas de soja fue construida mediante el método
de mdaxima verosimilitud empleando el modelo de sustitucién de aminoacidos de Dayhoff
con distribuciéon gamma utilizando el software MEGA (Molecular Evolucionary Genetics
Analysis) (60).Para evaluar el soporte del arbol se utilizé el método de bootstrap con 500

repeticiones.

3.3 Diseiio de los cebadores

Para cada gen seleccionado de defensina presente en la soja, y su posterior
analisis de expresidn génica, se disefid pares de cebadores mediante el uso del programa
Primer3Plus (61) en el cual se tuvieron en cuenta ajustes en los parametros como: el
tamanfio del producto de amplificacién entre 100 a 150 pares de base (pb), la temperatura

de desnaturalizacion entre 57-602C (Tabla 3.1).
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6B55_A?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=8&RID=5X681YBS01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_018444508.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=5X65VJ4401R

Tabla 3.1: Cebadores de los genes seleccionados para la amplificacion.

Tamaifiodel Temperatura de

Gen Secuencias en orientacién 5~ 3’ amplicén Hibridacién (2C)

F: ACGATTTGGGCTTTTCTTCA 132 pb 59,7

Glyma.04G205200 R: TCAAGATGGCTAACCGAAGC 60,4
onmasscisono | - ASCCOmGIICCTOA o |
el wow |
et | £ SETOMOCCCe wom |88
enmssconn | EISCTISCorrcCcre N
onmasrssmo | ELSCECOICCACTEAC w8
onmassczsn _|ESSCEIGCOGG e —
onmancassnor | ESTICHSSSScHiorns i
o sy ECIeCeTrecT i w28
el wom |2
omascornin | ESICCGcscos wow |22

3.4 Infeccion de la soja con M. phaseolina

Se utilizaron semillas de la variedad susceptible A4910 y tolerante DT974290 a M.
phaseolina proveidas por la Cdmara Paraguaya de Exportadores y Comercializadores de
Cereales y Oleaginosas (CAPECO) en el marco del proyecto CONACYT PINV15-315. Las
semillas de estas variedades fueron sembradas en vasos de plastico de 500 mL
conteniendo sustrato para planta CAROLINA SOIL (Carolina Soil do Brasil, Rio Grande do
Sul, Brasil) y fueron cultivadas en una sala a 22-242C, en condiciones de dias largos (16 h
luz/8 h oscuridad) por dos semanas, para luego continuar por dos semanas en una sala de
cultivo a 26-282C. Las plantas fueron seleccionadas para el corte al tallo “cut stem” (62),
con una altura de 2,5 cm por encima de la primera hoja verdadera. Los tallos recién
cortados fueron inoculados con discos de medio papa dextrosa agar (PDA) colonizado con
M. phaseolina. Estos discos fueron mantenidos en el tallo utilizando una punta de pipeta
de 200 pl (Fig. 2.1). Con el fin de mantener la virulencia del hongo, éste fue re-aislado de
la raiz de soja y cultivados en oscuridad durante 4-5 dias en medio PDA. Para el grupo
control se utilizé el medio PDA sin el hongo (63). Las plantas inoculadas como no
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inoculadas se mantuvieron a 26-282C con el mismo fotoperiodo. Se obtuvieron al menos
tres réplicas bioldgicas para el andlisis de expresion y la colecta de muestras se realizo al

tercer dia post-inoculacién, donde se observé la lesién necrética del tallo.

o &
Figura 2.1 Método del tallo cortado “cut stem”. Plantulas con cuatro semanas de crecimiento.

3.5 Extraccion de acido nucleico

3.5.1 Extraccion de acido ribonucleico (ARN)

La extraccién del ARN total se realizd a partir de tallo principal de plantulas
infectadas como no infectadas con el hongo M. phaseolina de la variedad DT974290

(tolerante) y A4910 (susceptible).

Para la colecta de los tallos infectados, se consideré el doble de la longitud de la
lesidon, mientras que para el grupo control se calculd el promedio de la longitud de la
lesion del grupo infectado. La extraccion de realiz6 macerando las muestras con
nitrégeno liquido y utilizando el reactivo TRIzol® (Thermo Fisher Scientific, E.E.U.U.) en

base al método desarrollado por Chomczynski y Sacchi (64).
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3.5.2 Cuantificacion de los acidos nucleicos y determinacion de pureza

La cuantificacion del ARN total extraido se realizé utilizando el equipo Multiskan
Go (Thermo Fisher Scientific E.E.U.U.), mediante la lectura de absorbancia de 220 a 330
nm. Durante la medicion de las muestras se obtuvieron datos como: concentracion del
acido nucleico total en ng/ul y valores de la relacidon de absorbancia a 260nm/280nm y
260nm/230nm que brinda informacién acerca del valor de la pureza del acido nucleico

extraido, y de esta manera realizar un control de calidad del mismo.
3.6 Sintesis de Acido dexorribonucleico complementario (ADNc)

El ARN total se utilizé para la sintesis de ADN complementario (ADNc) realizando
una primera incubacion a 709C por 5 min, en un tubo tipo Eppendorf de 0,2 mL en el
termociclador (SimpliAmp™, Thermo Fisher Scientific, E.E.U.U.); el volumen de la muestra
contiene 2 pg ARN total, 1,66 uL oligodT (100 uM) y el volumen de agua libre de
nucleasas necesario para completar 14 uL. Luego, la mezcla fue transferida de inmediato
a hielo y transcurrido un tiempo se le agregd una mezcla que contiene: 5 uL buffer 5X
transcriptasa inversa de virus de leucemia murina de Moloney (M-MLV) (Promega,
E.E.U.U.), 1,25 pL de desoxirribonucleétidos trifosfatos (dANTPs) 10 mM, 0,75 uL de enzima
M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) y 0,5 puL de RNasin® Ribonuclease Inhibitor
(Promega), en un volumen final de reaccién de 25 L. La reaccidn de transcripcion inversa
se realizé a 422C durante 60 minutos, seguido de un aumento de temperatura a 652C por

20 minutos y luego descendiendo a 102C para finalizar la reaccién.
3.7 Evaluacion de la expresion de los genes de defensinas

Con el objetivo de verificar la expresion de los genes de defensinas presentes en la
soja y confirmar la amplificacion de los cebadores disefiados se realizd la amplificacién
por la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de los genes seleccionados, en el que
fueron utilizados los ADNc previamente sintetizados. Para ello se utilizé Tag DNA
polymerase, recombinant (Invitrogen) y las reacciones fueron llevadas a cabo en el

termociclador (SimpliAmp™), con las condiciones descritas en las Tablas 3.2 y 3.3.
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Tabla 3.2: Componentes de la mezcla para la PCR.

Componentes Volumen
Buffer 10x 1,50 pL
MgCl2 50 mM 0,45 uL
dNTPs 10 mM 0,30 uL
Taq Polimerasa 1U 0,03 pL
Cebadores 10 uM (foward y reverse) 0,75 uL
Templado 1,00 pL
Agua libre de nucleasas 10,97 pL
Total 15,00 pL
Tabla 3.3: Condiciones de la PCR
Pasos Temperatura Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion Inicial 942C 3 min -
Desnaturalizacion 949eC 45 seg
Hibridacion 55¢C 30 seg 35
Extension 72°C 20 seg
Extension final 72°C 10 min -

Para la PCR de cada se incluyd un control negativo que contenia la mezcla de

reaccion y agua libre de nucleasas en vez del templado correspondiente.

Luego de obtener el producto de amplificacién, se realizé una corrida
electroforética en gel de agarosa al 2% con el agente intercalante SYBR Safe (Thermo
Fisher Scientific). Este fue revelado en el transiluminador UV, verificando la presencia de

una sola banda.

3.8 Analisis de expresion génica entre dos variedades de soja

Para el andlisis de expresidon génica fueron empleados los cebadores disefiados
especificamente para cada gen de defensina de manera a realizar la amplificacién por PCR
en tiempo real utilizando como templado cDNA sintetizado (RT-gPCR) y SsoAdvanced
Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad, E.E.U.U.) que contiene agente intercalante SYBR
Green en medio de reaccion (Tabla 3.4). Las reacciones fueron llevadas a cabo en
StepOne™ Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific) (Tabla 3.5) y se obtuvieron

datos como el valor de ciclos de cuantificacion (Cq), asi como valores de temperatura de
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desnaturalizacién de los productos de amplificacion. El gen de factor de elongacion beta
de la soja (GmEF1b) fue utilizado para la normalizacidn de los datos. Por lo tanto, el nivel
de expresion de los genes fue expresado como 2°2%9, donde ACq es el valor de Cq del gen

de interés de una muestra menos el valor de Cq del gen de referencia de la misma

muestra.
Tabla 3.4:Componentes de la mezcla para la RT-gPCR
Componentes Volumen
SSoAdvanced SYBR Green supermix 5,0 uL
Agua libre de nucleasas 3,5puL
Cebadores 10 uM (foward y reverse) 0,5 uL
Templado 1,0 pL
Total 10,0 L
Tabla 3.5: Condiciones de la RT-qPCR.
Pasos Temperatura Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacién Inicial 952C 3 min
Desnaturalizacién 95eC 15 seg 40
Hibridacion y extension 609C 30 seg

El analisis de temperatura de desnaturalizaciéon tuvo una incubacion inicial de 952C

por 15 segundos, aumentando cada 0,6 seg hasta llegar a 952C.

Para cada corrida de RT-gPCR se incluyd el control negativo que contiene agua

libre de nucleasas en vez del volumen de templado.

Para comparar el nivel de expresidn entre las variedades se aplicd la prueba t de
Student utilizando Microsoft Excel, definiendo como significativo la diferencia con un
valor de P < 0,05. Los graficos de cajas y bigotes fueron hechos utilizando el paquete

‘ggplot2’ del software estadistico R versién 3.6.2.
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3.9 Consideraciones éticas

El protocolo de trabajo fue evaluado por el Comité de Etica en la Investigacién de
la Facultad de Ciencias Quimicas en fecha 01 de noviembre de 2019 con cddigo nimero
507/19, resolviendo que el trabajo no involucra empleo de seres humanos o sus

muestras, ni reactivos bioldgicos.

Los solventes organicos utilizados fueron desechados en contenedores para
residuos liquidos. Los cultivos de hongos y frascos utilizados para la infeccidon fueron
autoclavados para la esterilizacion y su contenido fue desechado en depésitos para
desechos sdlidos. Estos contenedores fueron retirados por una empresa tercerizada

encargada del tratamiento de los residuos.
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4. RESULTADOS

4.1 Busqueda de los genes de defensinas en el genoma de la soja

Mediante la busqueda BLAST, se encontraron diecisiete genes codificantes de
defensinas en el genoma de la soja (Tabla 4.1). Mediante el uso del programa
InterProScan5 (58), se determinaron los dominios conservados que presentan, por un
lado nueve genes que presentaron los dominios Puro-tionina y/o Gamma-tionina, y por

otra parte los ocho genes restantes no presentaron un dominio en particular.

Tabla 4.1: Genes de defensina presentes en el genoma de la soja.

Gen Dominio Puro Ne¢ residuos | Longitud de la

tionina/Gamma tionina* cisteina proteina (aa)
Glyma.04G205200 v 6 69
Glyma.05G198000 v 8 75
Glyma.06G160300 v 9 77
Glyma.06G160400 v 8 74
Glyma.08G005300 v 8 85
Glyma.08G165000 - 8 96
Glyma.08G228600 - 8 75
Glyma.08G268000.2 v 8 85
Glyma.13G278000 v 9 75
Glyma.16G100400 v 8 80
Glyma.18G027700 v 11 87
Glyma.09G058200 - 18 135
Glyma.15G164400 - 18 130
Glyma.15G164300 - 19 130
Glyma.12G159500 - 10 83
Glyma.05G120900 - 18 123
Glyma.U043800 - 18 138

*El codigo del dominio puro-tionina es PR00288 y gamma-tionina PF00304 o PS00940

El numero de residuos de cisteina oscilé entre 6 y 19 y el tamafio del péptido entre
69 a 138 aminodacidos. Teniendo en cuenta que las defensinas de la planta contienen ocho
residuos de cisteinas y presentan un tamafio pequefio (tipicamente entre 45 y 54
aminodcidos, excluyendo el péptido sefial (65), y la presencia del dominio puro-
tionina/gamma-tionina, fueron seleccionados los primeros 11 genes de la Tabla 4.1 para

el analisis posterior.

La alineacion de las secuencias peptidicas de las 11 probables defensinas revelé la
alta variabilidad que presenta estos genes (Fig. 4.1). Ademas, se confirmé la presencia de
los ocho residuos de cisteina altamente conservados necesarios para formar los cuatro
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puentes de disulfuro. Sin embargo, en una de ellas (Glyma.04G205200) solamente se
observo seis residuos de cisteina donde uno de ellos se perdié mediante una delecién y el
otro mediante la sustitucion a un residuo de serina. Con el fin de averiguar si otras
leguminosas poseen esta defensina atipica con tres puentes de disulfuro, se realizé una
busqueda BLAST en Phytozome y la base de datos de NCBI para extraer los homdlogos
mas cercanos. El alineamiento de estas secuencias indica que poseen cuatro puentes

disulfuro en comparacién con el de soja (Fig. 4.2).

1 10 | 20 0 | 40 50 53
Glyma.04G205200 HLR-----5 RFK 'LSEHN HL--EGF u'——FRRR"F. SKHC
Glyma.06G160400 EGRHCE REI 'LSKHNC _HL ——E¢ G--FRRRCFCTRHC
Glyma.08G268000 2 EERTCE RFKGPCLSD TN _RT ( G--FSRRCFCTKEC
Glyma.16G100400 EARTCE REKGPCLSD TN« _RT G--FRRRCFCTKHC
Glyma.05G 198000 EAKDCL GF RCLFDRQ( _RS G--PLRKCFCSRPC
Glyma.08G005300 EGRDCS GFKGLCFSD TN _RT GG--FRRRCFCTRIC
Glyma.06G 160300 EGRVCE GFHGLCNRDHNC! “RN _KG--FRRRCFCTRIC
Glyma.13G278000 ERKTCE! )TYRGPCFTTGS CKNK _RD--DFR-CWCTE
Glyma.08G228600 EARTCE EFS--CVSN-KI “RIK _N---AIEDCICRYPC
Glyma.08G165000 ATSKCI NFLGPCTSNLV CQT _NM--TNLHCTCLKRC
Glyma.18G027700 CPGLCA TWSGWCGSSNN _RTK-EG _HGNILKRACDCYFKC

Figura 4.1: Alineacion de aminoacidos de 11 péptidos similares a defensinas presentes en soja. Se
muestra solamente la regién altamente conservada de estos péptidos. Los residuos conservados de cisteina
se indican de color amarillo y los corchetes los posibles puente disulfuro segun (65).

| o Especie
" | ] ﬂ
! 10! 2 f | 0 I 40 | | 50
Glyma.04G205200 KK GMCLSEHNCASVMHLEGETGGECT FC: G"_"
AFK47422.1 QL GLCLSHHNCASVCHLEGFT! FC Lj
XP_027338872.1 ol GMCLSNHNCRSVCHLEGFE F Ap
Medtr3g097420.1 ol (GMCMSDHNCASVCHVEGEP FC C Mt
Tp_mRNA30347 El GMCLSDHNC _HVEGFP FCKKRC Tp
Phvul.009G158101.1 Q1 (GMCLSDRUNC _HLEGF FCTRHC Pv
XP_027904930.1 QL CGMCVSHQN HVEGFE FCTRH Vu
XP_020213715.1 Qb (GMCLSDHUNC JCHVEGFE FCTKHC Cc

Figura 4.2: Alineacion de homodlogos de Glyma.04G205200 en otras leguminosas Se muestra solamente la
region altamente conservada de estos péptidos. Los residuos conservados de cisteina se indican de color
amarillo y los corchetes los posibles puente disulfuro seglin (65).Gm (Glycine max), Lj (Lotus japonicus), Ap
(Abrus precatorios), Mt (Medicago truncatula), Tp (Trifolium pratense), Pv (Phaseolus vulgaris), Vu (Vigna
unguiculata), Cc (Cajanus cajan).
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4.2 Andlisis filogenético de genes similares a defensinas de soja

El andlisis filogenético de los 11 péptidos similares a defensinas indica que estos se
pueden diferenciar en dos grandes grupos o clados (Fig. 4.3). En Medicago truncatula,
una de las leguminosas mas cercanas a la soja, se han estudiado las defensinas MtDef1/2
(MTR_2g079440/MTR_2g079430) y MtDef4 (MTR_8g070770) (66). Mediante la busqueda
BLAST, se encontré que el ortélogo de MtDefl es Glyma.13G278000 y el de MtDef4
Glyma.16G100400, ambos pertenecientes al clado mds grande del arbol filogenético. Por
lo tanto, este grupo grande serd considerados como las defensinas de la soja nombrados
GmDefl a GmDef9; mientras que los dos miembros del otro lado, péptidos similares a

defensinas GmDefL1 (Glycine max Defensin-Like 1) y GmDefL2.

Glyma.04G205200 (GmDef1) n
Glyma.06G160400 (GmDef2)
Glyma.08G268000 (GmDef3)
67 L Glyma.16G100400 (GmDef4) MtDef4
Glyma.08G005300 (GmDef5) | Defensinas
Glyma.08G 160300 (GmDef8)
Glyma.05G198000 (GmDef7) MtDefl
Glyma.13G278000 (GmDef8)
Glyma.08G228600 (GmDefg) —
Glyma.08G 165000 (GmDefL1) ‘__ Similares a
4 Glyma.18G027700 (GmDefL2)_ defensinas
—
0.20

Figura 4.3: Arbol filogenético de las defensinas y péptidos similares a defensinas de soja. El arbol fue
construido en base al alineamiento de aminodcidos de la regidén altamente conservada mediante el
método de maxima verosimilitud. Se utilizé el modelo de sustitucion de Dayhoff con distribucién gamma.
El nimero en los nudos indica el soporte del arbol (en porcentaje) evaluado mediante el analisis de
bootstrap con 500 repeticiones. Se indican los ortélogos de las defensinas MtDefl y MtDef4 de M.
truncatula.
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4.3 Analisis de expresion de genes de defensinas en las variedades DT974290 y

A4910

Para estudiar el rol de estas defensinas en la defensa de la soja contra el hongo M.
phaseolina, se determind la expresion de estos genes en la variedad A4910 (susceptible al
hongo) y DT974290 (tolerante). Para ello, el tallo de las plantulas de aproximadamente
cuatro semanas de edad fue cortadas a unos 2,5 cm por encima del nudo unifoliado y
fueron inoculados con M. phaseolina. A los tres dias de inoculacidn, se extrajo el ARN de
la zona infectada con el hongo para cuantificar el nivel de expresién de las defensinas

mediante RT-gPCR.

Se pudo observar la expresion de GmDefl, GmDef2, GmDef3, GmDef4, GmDef6 y
GmDef8 tanto como en el grupo infectado como control de ambas variedades (Fig. 4.4).
Sin embargo, no se ha detectado la expresion de los genes GmDef5, GmDef7, GmDef9,

GmDefL1y GmDefL2 en la condicion estudiada.

Con respecto a las defensinas GmDef1 al GmbDef4, el nivel de expresion fue
significativamente mayor en la variedad A4910 no infectada comparada con el de la
variedad DT974290 no infectada (Fig. 4.4A-D, panel izquierdo). En la variedad susceptible
A4910 este nivel de expresidn se mantuvo durante la infeccién con M. phaseolina. Sin
embargo, la infeccion con el hongo ha inducido la expresién de estas defensinas en la
variedad tolerante DT974290, aunque este nivel fue inferior al de la variedad susceptible.

Para comparar el grado de induccién de estos genes durante la infeccidn, se calculd el

nivel de expresion del grupo infectado
log,

(Fig. 4.4A-D, panel derecho). El grado de

nivel de expresion del grupo control

induccion fue significativamente superior en la variedad tolerante. La defensina GmDef6
también demostré un comportamiento similar, aunque no se observd una diferencia

significativa en la expresion basal de este gen (Fig. 4.4E).

Por otro lado, el nivel de expresion basal de GmDef8 fue significativamente
superior en la variedad tolerante pero el grado de induccidn durante la infeccién fue

significativamente superior en la variedad susceptible (Fig. 4.4F).
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Figura 4.4: Comparacion del nivel de expresion de los genes de defensinas de soja a los tres dias de
inoculacion. Se analizaron la expresion de: A) GmDef1, B) GmDef2, C) GmDef3, D) GmDef4, E) GmDef6 y F)
GmDef8. En el panel izquierdo, las barras de error indican la desviacidn estandar obtenida en promedio de
tres réplicas bioldgicas. La expresidon de los genes fue normalizada con el nivel de expresion del gen de
factor de elongacién beta (GmEF1b) en cada muestra. Panel derecho: diagrama de cajas y bigotes donde
dentro de las cajas se encuentran los valores del primero al tercer cuartil y la linea horizontal indica la
mediana. Los bigotes (lineas verticales) se extienden hasta los valores minimos o maximos si no existen
valores atipicos. Se aplicé la prueba t de Student de dos colas donde *p < 0,05; **p < 0,01, ***p < 0,001 y ns
= no significativo.

23



5. DISCUSION

Las defensinas forman parte del mecanismo de defensa del vegetal frente a
patégenos fungicos, sin embargo, no hay reportes sobre la participacion de las defensinas
de la soja en respuesta a patégenos. Hasta la actualidad, solamente se han registrado dos
defensinas de la soja: SE60 (42) con actividad antibacteriana (43) y la dehidrina 8 (Dhn8)
(44), sin informacion sobre el rol que cumple en la planta. En M. truncatula, se han
identificado aproximadamente 60 defensinas clasicas en su genoma (66). Por lo tanto,
primeramente, se realizé una busqueda de las defensinas en el genoma de la soja,
encontrandose diecisiete genes candidatos donde nueve de ellos se consideraron
defensinas de acuerdo a los dominios conservados, nimero de residuos de cisteinas y el
tamafio de los péptidos (Tabla 4.1). De hecho, los ortélogos de las defensinas de M.
truncatula (MtDef1/2 y MtDef4) se encuentran entre las nueve defensinas de soja (Fig.

4.3).

Se observd una gran variacion en la secuencia peptidica de las defensinas vy
péptidos similares a defensinas. De hecho, se sabe que las defensinas de plantas
presentan muy pocos sitios conservados, exceptuando los ocho residuos de cisteinas (65)

necesarias para formar los cuatro enlaces disulfuro.

Todas las defensinas de la soja poseen ocho residuos de cisteinas conservadas,
excepto GmDefl que presenta solamente seis residuos de cisteina debido a una delecién
y la sustitucién (Fig. 4.1). Se desconoce el impacto que tiene estos cambios sobre la
actividad y/o la estabilidad de las defensinas debido a que probablemente cambie el
patron de la formacion de los enlaces disulfuros comparados con las defensinas
candnicas. La comparacion de secuencias de los homdlogos de GmDefl en otras
leguminosas demostrd que existe diferencia en cuanto al nimero de cisteinas, puesto que
sus homologos presentan un total de ocho residuos a diferencia del mismo, se presume
gue esta variacidon génica ocurrio durante la diferenciacion de género o especie de la soja

(Fig.4.2).

De las defensinas reportadas de soja, SE60 corresponde a GmDef6 que fue

encontrado en las semillas de la soja (42) y Dhn8 corresponde a GmDef4 cuya expresién
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es inducida por la sequia (44). La expresién de ambas defensinas fue observada tanto en

el tallo no infectado como infectado con el hongo M. phaseolina (Fig. 4.4).

De los nueve genes de defensinas de la soja, tres de ellos (GmDef5, GmDef7 y
GmDef9) no se expresaron en las condiciones estudiadas. Algunas defensinas podrian
estar expresados en tejidos especificos como el caso de las defensinas de M. truncatula

donde algunas son especificas de nddulos (66).

La mayoria de las defensinas expresadas (GmDef1 al 4 y GmDef6) presentaron un
patrén de expresion similar en ambas variedades (expresion constante en A4910 e
induccidon durante la infeccion con M. phaseolina en DT974290) sugiriendo que son
regulados de la misma manera. Por otro lado, GmDef8 presentd un patréon opuesto
(induccién en A4910 durante la infeccidn con M. phaseolina y una expresidon casi
constante en DT974290) indicando la existencia de mecanismo de regulacién distinta al
primer grupo. Se han reportado que la expresiéon de las defensinas es inducida con
jasmonato pero no con dacido salicilico (28,33,34) Es necesario estudiar si las defensinas

de soja son reguladas por alguna fitohormona, principalmente el jasmonato.

Ninguna de las defensinas de soja estudiadas presentd una mayor expresion en la
variedad tolerante, al menos en el tercer dia después de la inoculacién. Por lo que no se
puede explicar la tolerancia de la variedad DT974290 solamente con la expresion de estas
defensinas en el tercer dia de la inoculacién. Por lo tanto, es necesario analizar la
expresiéon en otros estadios de la infeccion para conocer la contribucidn de estas
defensinas en la tolerancia a M. phaseolina. Debido a que se observo una diferencia en la
regulacién de la expresion de las defensinas, se puede pensar que existe una activacién
diferencial de las vias de sefializaciéon (probablemente mediada por fitohormonas como

jasmonato y acido salicilico) que conducen a la tolerancia o la susceptibilidad en la soja.
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6. CONCLUSIONES

En el genoma de la soja se encontraron diecisiete genes que codifican a péptidos
similares a defensinas. De acuerdo a los dominios conservados, numero de residuos de
cisteinas y el tamafio de los péptidos, se consideraron como defensinas a nueve de ellos.
Estos péptidos presentaron muy pocos sitios conservados, exceptuando los ocho residuos
cisteinas altamente conservados. Entre estas nueve defensinas, GmDefl presenté seis
residuos de cisteinas en vez de ocho debido a delecién y sustitucién de dos de ellas. Se

encontrd que esta defensina es Unica de la soja.

La expresion de GmDefl, GmDef2, GmDef3, GmDefd4d, GmDef6 y GmDef8 fue
observada tanto en el tallo no infectado como infectado con el hongo M. phaseolina en
las variedades A4910 (susceptible) y DT974290 (tolerante) a los tres dias de inoculacién.
La mayoria de estas defensinas fueron inducidas durante la infeccién con M. phaseolina
en la variedad tolerante pero no en la susceptible. Sin embargo, el nivel de expresidn de
las defensinas en la variedad tolerante infectada no fue superior al de la variedad
susceptible infectada. Por lo que la tolerancia de la variedad DT974290 con respecto a la
variedad A4910 no puede ser explicada por la diferencia en la expresién de estas
defensinas. Sin embargo, la diferencia en la inducciéon de los genes codificante de
defensinas entre las variedades indica que existe una activacién diferencial de alguna via

de sefializacidén que contribuye a la tolerancia de DT974290.
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