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IDENTIFICACION DE VIAS DE SENALIZACION Y METABOLISMO
SECUNDARIO IMPLICADOS EN LA DEFENSA DE LA SOJA (Glycine max)
CONTRA EL HONGO Macrophomina phaseolina

Autor: Amelia Adriana Orrego Durafiona
Orientador: Dr. Julio César Masaru lehisa Ouchi
RESUMEN

Macrophomina phaseolina es un hongo fitopatégeno necrotrofico transmitido por
el suelo que causa la enfermedad de la pudricion carbonosa en varias especies
vegetales; entre ellas la soja (Glycine max), cultivo econGmicamente importante
para varios paises, incluyendo a Paraguay. Actualmente, poco se sabe sobre el
mecanismo molecular asociado a la resistencia a este patogeno. Para ello,
primeramente se evalud el proceso de infeccion utilizando dos métodos de
inoculacion: en sustrato estéril y por cut-stem. En el método de inoculacion por
cut-stem se pudo reproducir el fenotipo resistente/susceptible observado en el
campo de las dos variedades estudiadas de soja, por lo que fue utilizado para
andlisis posteriores. Se analizo el perfil de expresidn de genes implicados en vias
de sefializacion de fitohormonas y metabolitos secundarios en los tallos de soja de
las variedades DT974290 y A4910, resistente y susceptible a M. phaseolina
respectivamente en dos tiempos posterior a la inoculacion. Los resultados
revelaron que en la variedad susceptible A4910, la via del &cido salicilico se
encontré activa en la fase temprana de la infeccion, se indujeron genes de
enzimas del metabolismo secundario principalmente en la fase temprana y una
induccidn del represor de la via de auxinas tanto en la fase temprana como tardia.
Mientras que en la variedad resistente DT974290, la sefializacién del &cido
jasmonico/etileno podria estar activada en la fase tardia y asociarse a este
fenotipo. Por lo tanto, la seleccién de lineas o genotipos de soja con mayor
expresion de genes de respuesta a acido jasmonico/etileno durante la fase tardia
de infeccion por el método de cut-stem podria ayudar a la obtencion de
variedades con mayor resistencia a M. phaseolina.

Palabras clave: Macrophomina phaseolina, soja, fitohormonas
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IDENTIFICATION OF SIGNALING PATHWAYS AND SECONDARY
METABOLISM BIOSYNTHETIC PATHWAYS INVOLVED IN THE
DEFENSE OF SOYBEAN (Glycine max) AGAINST Macrophomina phaseolina

Author: Amelia Adriana Orrego Durafiona
Advisor: Dr. Julio César Masaru lehisa Ouchi
SUMMARY

The fungus Macrophomina phaseolina is a soil-borne necrotrophic plant pathogen
that causes charcoal rot in several plant species such as soybean (Glycine max) which
is an economically important crop worldwide, including Paraguay. The molecular
mechanism associated with tolerance to this pathogen is still unknown. For this
purpose, the infection process was first evaluated using the cut-stem and sterile
substrate inoculation methods. The resistant/susceptible phenotype of the two
soybean varieties observed in field conditions was also reproduced with cut-stem
inoculation method, but not with the other method. Therefore, the former was used
for subsequent analyses. The expression profile of genes involved in phytohormone
signaling pathways and secondary metabolites biosynthesis in soybean stems of
varieties DT974290 and A4910, resistant and susceptible to M. phaseolina
respectively, was analyzed at two points after inoculation. The results revealed that
in the susceptible A4910 variety, salicylic acid pathway was activated at the early
stage of infection, genes involved in secondary metabolism were induced mainly at
the early stage and a repressor of the auxin pathway was induced both in the early
and late phase. While in the resistant DT974290 variety, jasmonic acid/ethylene
signaling is probably active at the late phase of infection and could be associated
with tolerance. Therefore, selection of soybean lines or genotypes with higher
expression of jasmonic acid/ethylene-responsive genes during the late phase of
infection with cut-stem method could help the obtention of new varieties with higher
resistance to M. phaseolina.

Keywords: Macrophomina phaseolina, soybean, phytohormone
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1 MARCO TEORICO

1.1 Soja: Caracteristicas agronémicas y produccion en Paraguay

La soja (Glycine max (L.) Merr) es una leguminosa (familia Fabaceae)
originaria de Asia cuyo desarrollo se favorece en climas tropicales y subtropicales,
con una temperatura 6ptima de crecimiento entre 20 a 35°C. Es una planta herbécea
anual, con un ciclo vegetativo de tres a siete meses y de 40 a 100 cm de envergadura
con hojas, tallos y vainas pubescentes. Posterior a su emergencia, su morfologia
exhibe dos cotiledones, hojas alternas; donde las primarias son hojas unifoliadas, y
las demaés son trifoliadas en los nudos posteriores y foliolos primarios en la base de
las ramas laterales, ademas de un sistema radicular nodulado, una raiz principal de la
cual emerge un sistema radicular lateral (Figura 1A). Luego de un estadio vegetativo
(Figura 1B); que comprende desde la emergencia del suelo hasta el desarrollo de las
hojas trifoliadas a partir del segundo nudo, las plantas de soja entran en etapas
reproductivas (Figura 1C) caracterizada por la floracion, formacién de vainas y
posterior maduracion (Chung & Singh, 2008).



Hoja trifoliada

Figura 1. Fases del desarrollo del cultivo soja. A) Estado V1 de planta de soja, con
sus estructuras de crecimiento. Adaptado de Valladares (2010). Estadios del cultivo
de soja B) vegetativos; comprendidos entre VE (emergencia de la plantula) a V3 (tres
hojas trifoliadas) y C) reproductivos, entre R1 (inicio de la floracion) a R6 (semilla
completamente desarrollada). Adaptado de Manitoba Pulse & Soybean Growers
(2018).



La importancia en la agricultura del cultivo de soja radica principalmente por
sus propiedades alimenticias e industriales. Las semillas presentan un contenido
medio de aceite y alto de proteinas, la soja procesada es la fuente mas grande del
mundo de alimento para proteinas animales y la segunda fuente mas grande de aceite
(USDA, 2020a).

A nivel nacional, segun los datos de la zafra 2019/2020 el cultivo de soja
ocupa el primer lugar en términos de superficie total de siembra (3.631.000
hectéreas) y produccion (11.024.460 toneladas) (DCEA-MAG, 2020). Actualmente
Paraguay se encuentra entre los cinco mayores paises productores y el cuarto
exportador de soja del mundo (USDA, 2020b), por lo tanto constituye el principal

cultivo de importancia agricola y uno de los puntales de la economia del pais.
1.2 Macrophomina phaseolina (Tassi) Goidanich

Existen factores que limitan el rendimiento y la calidad del cultivo de soja,
entre los cuales se encuentran las enfermedades causadas por numerosos
fitopatdgenos. La capacidad de ciertos patdgenos de formar estructuras de
resistencias han hecho que los mismos puedan sobrevivir en el suelo; incluso en
condiciones desfavorables, constituyéndose en uno de los medios de transmision
(Koike et al., 2003). Entre éstos, se cita a M. phaseolina, agente causal de la

Pudricion Carbonosa (PC).
1.2.1 Caracteristicas bioldgicas y ciclo de infeccion

M. phaseolina es un hongo fitopatégeno necrotréfico; es decir, aquellos que
invaden y matan el tejido de la planta rapidamente y luego viven saprotréficamente
en los restos muertos (Lewis, 1973), y causa la enfermedad de la Pudricion
Carbonosa (PC) en un amplio rango de hospederos que abarca mas de 500 especies
vegetales (Mihail & Taylor, 2008). Pertenece al grupo de hongos ascomicetos
anamorficos de la familia Botryosphaeriaceae (Crous et al. 2011). La fuente principal
de indculo de M. phaseolina son las estructuras de resistencias formadas por el
acumulo de hifas denominadas microesclerocios (Figura 2) y pueden persistir en el
suelo incluso por afos, generalmente distribuidos en grupos en la superficie del suelo



pudiendo sobrevivir en condiciones ambientales adversas, como niveles bajos de
nutrientes y temperaturas superiores a 30°C, los cuales son caracteristicos de paises
tropicales y subtropicales. ElI rango de temperatura para la germinacion de

microesclerocios es de 28 — 35°C.

Figura 2. Microesclerocios de M. phaseolina (flechas rojas) en: A) Tallo de soja
(flechas rojas) B) Inmersos en medio de cultivo. Adaptado de Velazquez (2017) y
Trakunsukharat & Songsang (2011).

El ciclo de infeccion inicia cuando un apresorio formado por los tubos
germinales penetra directamente a través de la epidermis del huésped mediante la
secrecion de enzimas que degradan la pared celular o de forma indirecta a través de
lesiones en el tejido del huésped (Figura 3). Los micelios forman ramificaciones y
colonizan el tejido vascular a través de la corteza y luego pasan a los vasos del
xilema. Una vez dentro de los tejidos vasculares, el hongo se propaga a través de la
raiz del apresorio obstruyendo los vasos, lo cual produce un corte en el suministro de
nutrientes en el vegetal produciendo el marchitamiento de este y por consecuencia la
muerte de este. A su vez, la produccion de toxinas y la degradacion enzimatica

tambien pueden dar lugar a este fenomeno (Kaur et al., 2012).



Figura 3. Ciclo de infeccion de M. phaseolina. A) Los microesclerocios sobreviven
en el suelo o en los residuos de vegetales. B) La infeccion ocurre cuando el sistema
radicular crece cerca o se encuentra en contacto con los microesclerocios, que luego
germina y forma estructuras que penetraran en el tejido de la raiz. C) Crecimiento del
hongo y obstruccién del tejido vascular a medida que se forman hifas y nuevos
microesclerocios. D) Numerosos microesclerocios le dan al tallo inferior y al tejido
principal una apariencia similar al carb6n y proporcionan indculo para propagacion.
Adaptado de Smith et al. (2014).

1.2.2 Impacto de la Pudricion Carbonosa en Soja (PCS) y métodos de control

La PCS ha causado pérdidas importantes tanto en la calidad como en el
rendimiento del cultivo en paises los principales paises productores y exportadores
como Brasil, Argentina y EEUU; asi como en Paraguay (Wrather et al. 2010). Las
condiciones favorables de temperatura y humedad en nuestro pais para el desarrollo
de este patdégeno han permitido su diseminacion en los principales departamentos

productores de soja (Orrego-Fuente 2009).

La limitada efectividad de los métodos tradicionales de control integrado
utilizando rotacién de cultivos, fertilizacién adecuada, sistemas controlados de riego

(Gupta et al., 2012) y otras estrategias como el control biologico y quimico sugieren



que la resistencia genética del huésped se constituiria estrategia clave para el manejo
de esta enfermedad (Mengistu et al., 2007).

Actualmente se cuentan con pocos genotipos de soja descritos que exhiben
resistencia frente a la infeccion por M. phaseolina (Coser et al., 2017; Paris et al.,
2006; Pawlowski & Hill, 2015), sin embargo no son atribuidos con buenos rasgos

agrondmicos.

Un estudio de asociacion de genoma completo (Genome-wide association
study, GWAS por sus siglas en inglés) para 463 accesiones de soja ha identificado
cuatro loci asociados con la resistencia a este patdgeno derivadas de pruebas de
campo y ocho loci asociados con la resistencia determinada en el invernadero, pero
ningun locus fue comun entre los dos ambientes ensayados (Coser et al., 2017). A
pesar de la identificacion de los posibles genes asociados a la resistencia, no se ha

estudiado el rol de los mismos en la defensa contra el hongo.
1.3 Mecanismos de defensa vegetal

La naturaleza sésil de las plantas hace que éstas se encuentren en constante
exposicién a diversas condiciones de estrés bidtico y abidtico a lo largo de su ciclo
vital. En respuesta a estas adversidades ambientales, los vegetales han desarrollado
una amplia gama de mecanismos de defensa preformadas e inducibles de alta
complejidad, las cuales actian de acuerdo con la naturaleza y estilo de vida del

patdgeno (Jones & Dangl, 2006).

Las respuestas de defensa a ataques de hongos fitopatdgenos comprenden
mecanismos de defensa local y sistémicos; entre la cuales se incluyen a una muerte
celular localizada por especies reactivas de oxigeno (ROS) conocida como respuesta
hipersensible (HR) en el sitio de infeccidn; ademas la de una o varias sefiales moviles
gue estan involucradas en la activacion de los mecanismos de resistencia en tejidos
no infectados denominado resistencia sistémica adquirida (RSA), produccion vy
acumulacién de metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana y de diversas
familias de proteinas relacionadas con la patogénesis (PRs) (Ahuja et al., 2012;
Glazebrook, 2005).



1.3.1 Fitohormonas y metabolismo secundario en la defensa vegetal

Los mecanismos citados en el apartado anterior son resultado de una
compleja red de interacciones en donde las fitohormonas actian como mensajeros
quimicos en varios procesos fisiologicos del vegetal entre los cuales se incluye la
regulacion de vias de sefializacion implicadas en la defensa (Schenk et al., 2000),
entre ellas se citan al &cido jasmoénico (JA), etileno (ET), acido salicilico (SA),

auxinas (AUX), &cido abscisico (ABA) entre otras.

La biosintesis de novo de fitohormonas o la conversiéon a la forma activa
(estado con actividad bioldgica) de éstas se induce en el vegetal como respuesta al
estrés; ya sea de naturaleza bidtica y/o abiotica. A continuacion, las fitohormonas son
reconocidas por sus receptores lo cual conlleva a la liberacion de la represion o
inhibicién de la via de sefalizacion o bien el reclutamiento de factores de
transcripcion activadores de la expresion de los genes de respuesta (Miyakawa
&Tanokura, 2017) (Figura 4). Las complejas interacciones entre la sefializacion
mediada por fitohormonas, asi como las sefiales externas y endogenas que las regulan

dificultan realizar generalizaciones sobre la intervencion de una via especifica.

Las sefializacion mediada por JA, ET y SA constituye un componente
integral de la defensa vegetal contra patégenos fungicos; y la activacion diferencial
de las mismas depende del estilo de vida del hongo, pudiendo éste manipular el
sistema para la colonizacién exitosa (Kazan & Lyons, 2014). Las fitohormonas JA y
ET funcionan sinérgicamente en defensa contra los necrotroficos en antagonismo
directo a las defensas mediadas por SA (Glazebrook, 2005), sin embargo el SA es
capaz de mediar la resistencia local contra necrotréficos (Ferrari et al., 2003) ademas
de la RSA, un mecanismo que brinda defensa contra un amplio espectro de

patogenos fungicos y bacterianos (Delaney et al., 1994; Wally et al., 2009).

Las AUX se encuentran implicadas principalmente en el desarrollo de las
plantas, siendo la auxina natural mas importante el &cido indol-3-acético (IAA). Sin
embargo, la evidencia sefiala su participacion también en la regulacion de la defensa.
Al igual que el antagonismo entre las vias de SA y JA/ET en la activacion de

respuestas de defensa segun el estilo de vida del patégeno al cual se enfrenta el



vegetal (Glazebrook, 2005), se ha sugerido un antagonismo entre las vias de SA 'y
AUX, mientras sefializacion de AUX y JA comparten muchos puntos en comun
durante la defensa de la planta (Naseem et al., 2015). Ademas de manera indirecta,
las AUX también afectan el progreso de la enfermedad a través de los efectos sobre
el desarrollo (Kazan & Manners, 2009).

Por otra parte, ABA es una fitohormona que regula la adaptacion a
condiciones de estrés de tipo abiético como sequia, la baja temperatura y la salinidad
(Shinozaki et al., 2003); sin embargo, la evidencia sugiere la interconexion entre las
redes que controlan la resistencia al estrés abidtico y biético, dentro de la cual se

encuentra la sefializacién mediada por ABA (Mauch-Mani & Mauch, 2005).

Para protegerse frente a microorganismos patdgenos las plantan sintetizan una
gran diversidad de metabolitos secundarios que actian contra éstos de acuerdo a su
naturaleza (bacteriano, fungico) y/o estilo de vida (biotrofico hemibiotrofico o
necrotréfico) (Schafer & Wink, 2009), encontrandose implicados en funciones que
varian desde barreras fisicas o quimicas preformadas e inducibles y como moléculas
sefial involucradas en la induccion de genes de defensa (Dixon et al., 2002) y en
otros procesos como la interaccion de las plantas organismos no patégenos y la
respuesta vegetal frente al estrés abidtico (Schéafer & Wink, 2009). Los metabolitos
secundarios pueden estar presentes constitutivamente, producto de componentes
preexistentes (fitoanticipinas) o ser sintetizados de novo en respuesta al ataque
patdgeno (fitoalexinas) (VanEtten et al., 1994). Los derivados de compuestos
indolicos, glucosinolatos, fenilpropanoides, acidos grasos y flavanoides se han

implicado en la defensa contra los necrotréficos (Laluk & Mengiste, 2010).



BIOSINTESIS DE FITOHORMONAS
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Figura 4. Esquema de mecanismo de activacion de genes de respuesta a
fitohormonas. Luego de sintesis o conversion a la forma activa de la fitohormona
inducida por el ataque del patégeno (u otro tipo de estrés) ésta se une a su receptor,
lo cual provoca la liberacion de la represion o inhibicion de la via de sefializacion
(JA, ET, ABA y AUX) (Chang & Stadler, 2001; Katsir et al., 2008; Miyakawa &
Tanokura, 2017) o bien el reclutamiento de factores de transcripcion activadores de
la expresion de los genes de respuesta (SA) (Wu et al., 2012). A parte de la
regulacion de la transcripcion, la activacion de las vias de sefalizacion de
fitohormonas puede participar otros mecanismos de transduccién de la sefial como
fosforilacion de proteinas, modificacion de la concentracion celular de calcio,
cambio en el estado redox de la célula, degradacion de proteinas, entre otros.

1.4 Respuestas de defensa vegetal frente a M. phaseolina

Los primeros estudios a nivel molecular de la interaccion planta — M.
phaseolina han sido llevados a cabo en un modelo de infeccion con Medicago
truncatula, en el cual se observo una alteracion de la expresion de genes implicados
en las vias de sefializacion de las fitohormonas como el ET, JA y AUX (Mah et al.,
2012). Como se ha mencionado, la sefializacion de JA/ET juegan un rol importante
en la defensa contra patogenos necrotroficos pudiéndose observar aumento de la

resistencia luego del tratamiento con metil-jasmonato y ET (Gaige et al., 2010) y que
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la supresion de la respuesta a AUX; a través de la induccion de factores represores de
la via IAA20 e IAA30 frente a la infeccion, podria contribuir a la susceptibilidad
hacia este patdgeno observandose resistencia inducida luego del tratamiento con
AUX (Mah et al., 2012). Ademas, para este sistema patogénico, como respuesta a la
infeccion se verifico un aumento de la expresion de genes que codifican a enzimas
implicadas en los primeros pasos del metabolismo fenilpropanoide (Gaige et al.,
2010). Sin embargo, estos hallazgos se han basado en el analisis de una sola variedad

con susceptibilidad desconocida o no caracterizada a M. phaseolina.

Experimentos recientes han revelado que la resistencia a este patdgeno no
solo resulta de la activacion de las vias de sefializacion de fitohormonas y
metabolismo secundario, sino que mas importante es que esta respuesta fue mas
rapida en una variedad de sésamo (Sesamum indicum) resistente que en la susceptible
(Chowdhury et al., 2017), lo cual indica que las respuestas en el huésped resistente se
activan con mayor eficiencia, por mecanismos desconocidos, que finalmente influye
en la gravedad de la enfermedad. Ademas, se ha propuesto que M. phaseolina es
capaz de cambiar su estilo de vida, pasando por un corto periodo biotréfo antes de
pasar a la etapa necrotréfica, para evadir los sistemas de defensa vegetal; por lo cual
la resistencia a su vez depende de la capacidad del huésped de adaptarse al

comportamiento del hongo (Chowdhury et al., 2017).

En el caso de la soja, los resultados preliminares del perfil transcriptomico de
la interaccion con M. phaseolina de una sola variedad muestran la implicancia de
mecanismos generales de defensa como la induccion de la expresion de genes que
codifican proteinas relacionadas a la patogénesis (PRs), proteinas de resistencia a
enfermedades, factores de transcripcion y genes relacionados con el metabolismo
secundario, asi como aquellos que codifican componentes de las vias de sefializacién
de SA, JA, ET, AUX y ABA (Marquez et al., 2018). Ademas, se ha demostrado que
la supresion de la via de sintesis de flavonoides en una variedad de soja aumentaba la
susceptibilidad hacia M. phaseolina lo cual se encontraba asociado a la disminucién
de gliceolina; fitoalexina de soja implicada en la defensa a multiples patogenos (Hill
et al., 2010). Por lo tanto, la gliceolina podria actuar como un componente

importante en la defensa contra este patdgeno (Lygin et al., 2013).
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Un estudio reciente del transcriptoma de A. thaliana silvestre, asi como
mutantes comprometidos en la sefializacion de ET, JA y SA; los cuales exhibian
mayor susceptibilidad a M. phaseolina, revel6 la cooperacion de multiples respuestas
mediadas por fitohormonas en la resistencia del huésped contra este patégeno
(Schroeder et al., 2019). El analisis comparativo del perfil transcriptomico de raices
infectadas en el huésped del tipo silvestre y el doble mutante deficiente en la
sefializacion de JA/ET,; el cual exhibié el mayor grado de susceptibilidad frente a M.
phaseolina, identificd cientos de genes implicados en la biosintesis, regulacion y
respuesta a JA, ET y SA que potencialmente contribuyeron a la defensa frente M.
phaseolina coordinadas por una compleja de red de interaccion entre las vias de
fitohormonas (Schroeder et al., 2019).

Por otra parte, se han propuesto modelos vegetales con resistencia mejorada
hacia M. phaseolina mediante la sobreexpresion de genes de proteinas relacionadas a
la patogénesis, que responden a fitohormonas. La sobreexpresion del gen TLP
(Thaumatine like protein, PR5) de la planta del té (Camellia sinensis) CSTLP en papa
(Solanum tuberosum) demostr6 el papel potencial de la proteina CsTLP en la
resistencia a M phaseolina (Acharya et al., 2013). Se ha demostrado la induccion del
gen PR-10a en respuesta a SA, metil-JA y frente a la infeccion con M. phaseolina en
Jatropha curca, que a su vez exhibio actividad antifungica contra este patdgeno
(Agarwal et al., 2013). Esta observacion sento las bases para el desarrollo de plantas
de tabaco (Nicotiana tabacum) que sobreexpresan este gen y como consecuencia
mostraron resistencia mejorada hacia M. phaseolina (Dabi et al., 2016). Se ha
informado que tras la infeccion por M. phaseolina en dos variedades de sorgo
(Sorghum bicolor); resistente y susceptible, los niveles de expresion de quitinasa en
el cultivar resistente fueron significativamente mas altos y de expresion mas
temprana (Sharma et al., 2014). Este hecho sent6 las bases para el desarrollo de
plantas de yute transgénico resistentes a M. phaseolina mediante la introduccién del
gen chitinasell (Datta et al., 2018). Por lo tanto, la busqueda de variedades con
mayor acumulacion de las proteinas PRs podria ser una alternativa para aumentar en

parte la resistencia al patdgeno.
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1.5 Genes considerados para el anélisis en el presente trabajo

De acuerdo con lo anteriormente mencionado, la sefializacion mediada por
fitohormonas y la accion de metabolitos secundarios constituyen mecanismos claves
para la defensa del vegetal hacia M. phaseolina; sin embargo, ain queda por
dilucidar cuales son las vias implicadas para lograr la resistencia hacia este patdgeno.
Por lo tanto, en el presente trabajo se analizo el proceso de infeccion y la expresion
de los genes componentes de la sefializacion de fitohormonas asociadas a la defensa
frente a M. phaseolina y de enzimas implicadas en la sintesis de metabolitos
secundarios en dos puntos luego de la infeccion en dos variedades de soja, resistente
y susceptible a este patdgeno. La via del JA fue analizada mediante la expresion de
genes implicados en la biosintesis (AOS), regulacién (JAZ1, represor de la via de JA)
y respuesta (VSP2 y PR3) (Figura 5, medio). Como se ha mencionado, la defensa
frente a necrotrofos es mediada en gran parte por el sinergismo entre el JA'y ET; por
lo cual se ha determinado el nivel de expresion del gen de biosintesis de ET
(ACO2/ACCO?2); asi como dos componentes de la sefializacion (EIN2 y ERF1)
(Figura 5, derecha). La activacion de ERF1 a su vez es mediada por JA, y como
consecuencia se activan genes de respuesta a JA/ET como PR3. La implicancia del
SA en la defensa de la soja frente a M. phaseolina fue investigada mediante el
analisis de expresion de NPR1 que codifica al receptor del SA, asi como los genes
PR1y PR5 (respuesta a SA) (Figura 5, izquierda). Asi mismo, se determinaron los
niveles de expresion del gen EDS1 que media la defensa basal y regula de manera

positiva la acumulacion de SA para inducir una respuesta sistémica.
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Figura 5. Componentes de vias de sefializacion de SA, JA y ET estudiados en
soja frente a la infeccién por M. phaseolina. Sefalizacion de SA (izquierda), la
unién de SA a su receptor (NPR1) activa una cascada de sefializacién que evoca la
activacion de genes de respuesta (PR1 y PR5) ademéas, EDS1 componente de la
defensa local es capaz inducir la acumulacion de SA. Sefializacién de JA (medio), un
aumento de la concentracion de JA (AOS) provoca la liberacion de la represion de la
via (JAZ1) lo cual permite la activacion de genes de repuesta a JA (VSP2).
Sefializacion de ET (derecha), la regulacion positiva de la biosintesis de ET (ACO2)
y la union a su receptor activa la sefializacion a través de EIN2, ademaés se requiere
de la participacion de JA para activar ERF1 y dar lugar a la respuesta mediada por
JA/ET (PR3).

Por otra parte, se llevd a cabo el analisis de expresion de dos genes que
codifican a factores represores de la sefializacion de AUX; 1AA10 e IAA30 (Figura 6,
izquierda). La implicancia de ABA en la defensa frente a M. phaseolina fue
evaluada mediante la determinacion de los niveles de expresion del factor de
respuesta a ABA (ABF2) y los genes de respuesta; ADH1 y DHDN (Figura 6,

derecha).

Por altimo, se analizaron los genes CHI, PAL1 y FS, que codifican a enzimas

biosintéticas de metabolitos secundarios derivados de la ruta fenilpropanoide.
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Figura 6. Componentes de la sefializacion de AUX y ABA estudiados en soja
frente a la infeccién por M. phaseolina. Sefalizacion de AUX (izquierda), la union
de AUX a su receptor provoca la liberacién de la represion por parte de factores
como IAA10 e IAA30, dando lugar a la respuesta a esta fitohormona. Sefializacion
ABA (derecha), la activacion de la respuesta a ABA se encuentra mediada por
factores como ABF2 que se unen al promotor y se induce la transcripcién de genes
de respuesta (ADH1 y DHDN).



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo General

Identificar las vias de sefializacion y metabolismo secundario implicadas en la

defensa de la soja frente a la infeccion por el hongo Macrophomina phaseolina
2.2 Objetivos especificos

e Evaluar el proceso de infeccion de las variedades de soja DT974290 y A4910
infectadas con aislado proveniente de Naranjal de M. phaseolina.

e Determinar la biomasa fingica relativa de los sistemas patogénicos en estudio
mediante la amplificacién y cuantificacion de los genes de soja de las
variedades propuestas en este estudio y M. phaseolina.

e Analizar la expresion de genes implicados en las vias de sefializacion de

fitohormonas y metabolismo secundario asociado a la defensa vegetal.



3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Material vegetal y fungico

Semillas de soja de variedades susceptible (A4910) y resistente (DT974290) a
M. phaseolina, asi como el aislado proveniente del distrito de Naranjal
(departamento de Alto Parand) de M. phaseolina (aislado Naranjal) de rastrojos de
soja proveidos por la Camara Paraguaya de Exportadores y Comercializadores de
Cereales y Oleaginosas (CAPECO) en el marco del proyecto CONACYT PINV15-
315 fueron utilizados en el presente estudio. El fenotipo resistente y susceptible de
estas variedades fueron descritas en trabajos anteriores (Casttagnaro, 2010; Paris et
al., 2006).

3.2 Infeccidn en sustrato estéril

3.2.1 Germinacion de semillas de soja

La desinfeccion de las semillas de ambas variedades se llevo a cabo por
inmersion en solucion de etanol al 70 % durante un minuto y 30 segundos en
solucidn de hipoclorito de sodio (5 % de cloro activo), seguidos de 4-5 lavados de un
minuto con agua destilada esterilizada a 121 °C por 20 minutos. A continuacion,
fueron puestas a germinar 5-6 semillas de soja en frascos de vidrio de 400 mL de
capacidad que contenian la mitad de su capacidad con sustrato CAROLINA SOIL
(Carolina Soil do Brasil, Rio Grande do Sul, Brasil) dos veces esterilizado a 121°C

por 20 minutos, previo agregado de 30-50 mL de agua destilada y posterior
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riego con agua destilada esterilizada 121°C por 20 minutos. El sistema fue sellado a
fin de mantener la esterilidad y posteriormente fue puesto bajo condiciones de dias
largos (fotoperiodo de 16 h luz/8h de oscuridad) a temperatura de 22 £ 2°C (Figura
7).

Figura 7. Germinacién de ejemplares de soja para el sistema de infeccién en
sustrato estéril.

3.2.2 Preparacion del inéculo de arroz

La preparacion del in6culo de arroz fue llevada a cabo segun la metodologia
descrita por Claudino (2013) (Claudino, 2013) con ciertas modificaciones. En un
erlenmeyer de 200 mL fueron esterilizados a 121°C por 20 minutos 100 g de arroz
parbolizado con 100 mL de agua destilada (proporcion 1:1). Posterior enfriamiento
se colocaron cinco discos de 6 mm de didmetro de micelio de aislado Naranjal de M.
phaseolina crecido en Papa Dextrosa Agar (PDA) cortados con la boquilla de una
punta de pipeta de 200 pL en cada erlenmeyer y puesto en estufa a 28°C y oscuridad.
A fin de garantizar una colonizacion uniforme, se agitaron diariamente en forma
manual los erlenmeyers. Luego de la completa colonizacion verificado por el color
negro de los granos de arroz debido a la formacion de microesclerocios, el indculo
fue fraccionado en porciones de 0,2 g en microtubos de 1,5 mL en condiciones

estériles y mantenidos a 4°C hasta su uso.
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3.2.3 Inoculacion

Una vez que las plantas alcanzaron 2-3 cm de tallo posterior emergencia
fueron trasplantados a frascos de vidrio (15 c¢cm de altura, 7 cm de didmetro)
conteniendo 90 g sustrato CAROLINA SOIL (Carolina Soil do Brasil, Rio Grande
do Sul, Brasil) (dos esterilizaciones de 121°C por 20 minutos, previo agregado de 50
mL de agua destilada) con 0,2 g de arroz parbolizado colonizado con aislado
Naranjal de M. phaseolina y un riego de 75 mL agua destilada estéril (121°C por 20

minutos).

Posteriormente, fueron puestas a fotoperiodo de 16 h luz/ 8 h de oscuridad a
una temperatura de 28 + 2°C para la progresion de la infeccion. Para los controles se
utilizé la misma cantidad de arroz parbolizado estéril segiin descrito en el apartado
anterior sin colonizar, utilizando discos de PDA sin micelio para su preparacion.
Como minimo se obtuvieron tres réplicas bioldgicas con 2-3 ejemplares en cada una
(Figura 8).

Para asegurar la esterilidad del sistema patogénico los pasos de desinfeccion
de semillas hasta el sellado del sistema de germinacion, la preparacion del indculo y

la inoculacion fueron llevados a cabo bajo campana de flujo laminar.

Figura 8. Montaje del sistema de infeccidn en sustrato estéril. Se observa una
réplica bioldgica con tres ejemplares de soja de variedad DT974290 (resistente a M.
phaseolina) luego del pasaje al sustrato con 0,2 g de arroz colonizado con M.
phaseolina.
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3.2.4 Evaluacion de la infeccion y preparacion de la muestra

Parametros de crecimiento y desarrollo como longitud de la raiz principal,
longitud del tallo y nimero de raices secundarias fueron medidos para la evaluacion
de la infeccion y posterior comparacion entre condiciones control e infectados de
ambas variedades a los cuatro dias post inoculacion. Posteriormente, se procedio a la

maceracion de las raices con nitrogeno liquido para la extraccion de acidos nucleicos.

Ademas, como parte del proceso de evaluacién de la infeccion se determin6
la cantidad relativa de ADN fungico en raices infectadas con M. phaseolina de
ambas variedades a los cuatro dias luego de la inoculacion, descrito mas adelante en:

Determinacion de biomasa fungica relativa.
3.3 Infeccidn por corte al tallo “Cut-stem”

Fueron sembradas semillas de soja de las variedades A4910 (susceptible a M.
phaseolina) y DT974290 (resistente a M. phaseolina) en macetas de 0,5 L de
capacidad conteniendo sustrato para planta CAROLINA SOIL (Carolina Soil do
Brasil, Rio Grande do Sul, Brasil) y puestas para crecimiento durante dos semanas en
una sala a 22-24°C bajo condiciones de dias largos (fotoperiodo controlado de 16 h
luz/8 h oscuridad) y posteriormente dos semanas a una temperatura de 28 + 2°C bajo
el mismo fotoperiodo. A continuacion, fueron seleccionadas para la inoculacién por
corte al tallo “cut-stem” (Twizeyimana et al., 2012). A fin de evitar la pérdida de
virulencia del hongo debido a repiques consecutivos en medio de cultivo, para la
infeccion se utilizo el primer repique de hongo aislado de raices de soja infectadas
por el método descrito por Bressano et al. (2010). Los discos de micelio crecidos en
PDA fueron obtenidos insertando la boquilla de una punta de micropipeta de 200 pL
en los margenes de la colonia del, posteriormente fueron colocados en tallos recién
cortados con tijera a 25 mm por encima del nodo unifoliar. Para las plantas controles
se colocaron discos de medio PDA sin el hongo. Tanto las plantas inoculadas y
controles se mantuvieron en una sala de cultivo a 28 + 2°C bajo el mismo
fotoperiodo. Se obtuvieron al menos tres replicas biologicas de cada variedad
(Figura 9).
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Figura 9. Método de infeccion por corte de tallo “cut-stem”. Inoculacion de una
planta de soja de cuatro semanas de crecimiento.

3.3.1 Evaluacion de la infeccion y preparacion de la muestra

Luego de tres dias de inoculacion se retiraron las puntas de pipeta y se
procedio a la evaluacién del proceso de infeccién. La longitud en mm de la necrosis
lineal fue registrada cada dos dias durante 15 dias para posterior comparacién entre
variedades. La formacion de microesclerocios fue evaluada mediante la observacion
bajo microscopio estereoscopico Leica EZ4 D (Leica Microsystems, Alemania) de

cortes longitudinales de tallos infectados.

A partir de los resultados de la evaluacion del proceso de infeccion se
tomaron como tiempos de colecta de muestras para la extraccion de acidos nucleicos
el tercer y sexto dia post inoculacién (3dpi y 6dpi). EI motivo de la eleccién de estos
tiempos se encuentra descrito en el apartado 4.2. Las muestras consistieron en el tallo
principal de plantas infectadas y controles de ambas variedades considerando el
doble de la longitud de la lesion en los infectados y el promedio de la lesion de los
infectados para los controles. Posteriormente las muestras fueron maceradas con

nitrégeno liquido.
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Asi mismo, se determind la cantidad relativa de ADN flngico en los tallos
infectados con M. phaseolina de ambas variedades a los tres dias luego de la

inoculacion, descrito mas adelante en: Determinacion de biomasa fangica relativa.
3.4 Extraccion de &cidos nucleicos

En ambos métodos de infeccion, luego de la maceracion de las muestras con
nitrogeno liquido, el pulverizado fue fraccionado en dos partes para la extraccion de
ADN y ARN, respectivamente. La extraccion de ADN gendmico se llevo a cabo por
el método de Bromuro de hexadecil trimetilamonio (CTAB) (Murray & Thompson,
1980) y la extraccion de ARN total utilizando el reactivo TRIzol® (Thermo Fisher
Scientific, E.E.U.U.) basado en el método descrito por Chomczynski & Sacchi
(1987). La cuantificacion de los acidos nucleicos se realiz6 mediante la lectura de la
absorbancia a 260 nm y para el control de calidad se realizd un barrido espectral de
220 a 330 nm utilizando el equipo Multiskan Go (Thermo Fisher Scientific). Las
relaciones de absorbancia 260 nm/280 nm y 260 nm/230 nm aportan informacion
acerca de la pureza del &cido nucleico extraido.

3.5 Sintesis de ADN complementario (ADNCc)

A partir de 1 pg de ARN total se procedié a la sintesis de ADN
complementario (ADNc) utilizando la Transcriptasa Reversa M-MuLV (New

England Biolabs, E.E.U.U.) siguiendo las instrucciones del fabricante.
3.6  Seleccién de genes y cebadores utilizados

Para la determinacion de la carga fungica relativa se utilizaron cebadores que
amplifiquen genes especificos de especie. EI FACTOR DE ELONGACION 1 ALFA
(GmEF1la) para el caso de la soja (Forward GmEFla
5GCTCTTCTTGCTTTCACCCTT 3 y Reverse GmEFla-R
5TTCCTTCACAATTTCATCATACC 3°) y una region amplificada caracterizada
por secuencia (SCAR) para M. phaseolina utilizado para deteccion y cuantificacion
del mismo (Forward Mpk-F: 5° CCGCCAGAGGACTATCAAAC 3" y Reverse
MpK-R 5" CGTCCGAAGCGAGGTGTATT 3") (Babu et al., 2011).
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La seleccion de genes para el analisis de expresion se llevd a cabo mediante
busqueda de genes de soja homdlogos (busqueda BLAST) a genes de Arabidopsis
thaliana implicados en vias de sefializacion de las fitohormonas JA, ET, SAy ABA
y metabolismo secundario mediante BlastP de las secuencias de A. thaliana contra la
base de datos de proteinas de soja en  Phytozome @ v12.1

(https://phytozome.jgi.doe.gov). Los genes de la via de AUX evaluados se

seleccionaron en base al trabajo realizado por Mah et al. (2012), homaologos de soja a
Medicago truncatula. Se utiliz6 como normalizador para el analisis de expresion al
gen GmEF1a en muestras de infeccion de sustrato estéril y al gen del FACTOR DE
ELONGACION 1 BETA (GmEF1b, Forward GmEF1b-F
5 TGGTGATGAGACAGAGGAGGAY3’ y Reverse GmEF1b-R
5" AACATCGAGAAGGACAGAAGA 3") para las del cut-stem, debido a que el
primero no presentd una expresion estable en todas las muestras de tallo. El disefio
de cebadores se llevd6 a cabo utilizando el programa Primer3Plus

(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) restringiendo el

tamafio del amplicon entre 100 a 150 pares de base (pb) y la temperatura de
desnaturalizacion entre 57-60°C. La lista de cebadores de los genes seleccionados

para el analisis de expresion se describe en la Tabla 1.


https://phytozome.jgi.doe.gov/
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
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Tabla 1. Lista de cebadores utilizados para el andlisis de expresion

Locus

Glyma.04g035
000
Glyma.13G11
2000
Glyma.07g014
600
Glyma.07g264
200
Glyma.20G20
3700
Glyma.13g145
100
Glyma.09g064
700
Glyma.04g177
700
Glyma.15g062
400
Glyma.03g132
700
Glyma.16g119
200
Glyma.14g077
300
Glyma.19g182
300
Glyma.20g241
700
Glyma.05g088
100
Glyma.10g040
400
Glyma.02g007
300
Glyma.04g039
300
Glyma.06g122
600
Glyma.09g185
500

Nombre
del Gen

AOS

JAZ1

VSP2

ACO2

ERF1

EIN2

NPR1

EDS1

PR1

PR2

PR3

PR5

PAL1

CHI

FS

IAA10

IAA30

ABF2

ADH1

DHDN

Forward 5" =3

TCCCACTCTTCACACCT
TCC
TTACCCTCGGGATGAC
TTGC
TTCCCTTTGCGAATGA
AAAC
CTCAAAGATGGCCACT
GGAT
ACAACGAAGAAGGGT
GCTCC
GGCCTGTTTGTGTCAG
GTTT
CAGGGGATGATTTGCG
CATG
CGCAAAGAGATTCGAT
CGCG
TTGTGAGTCACGTTGC
CAAT
GATGCACAATCCGGGG
TA
CAGGAGGGAGATTGCT
GCTT
GTGTTCGCCGACGCTT
TATT
CAAACAAGGTGGTGCT
CTGC
CAGAGGCTGTGTTGGA
GTCA
AAGGCTTGGGCTTAGA
GAGG
AAAAAGAGATGCAAG
CCCATA
CGGAGTGCAACCAGAT
AGGT
TGTACTCGCTGACGTT
CGAC
GAATGATAGGGCCTTT
GCTG
ACGTACGTACAGTGTC
TTGTCA

Reverse 5" =3’

CACGCTTCTTCTCTGGGA
AC
GTTCCGTTGCGTGATGAT
CG
CGCAATCTTGAGGAATG
GTT
ATCACACGGTGCATCACA
CT
CGGTACTACTTTGTAGTT
TGCTGT
TCAGCACAAATGCACTCT
CcC
TGGAAACTCAGATGTGCC
ATCA
ATTGCAGCACCAGAGGA
GTG
GTGTCATCCCAAGCCAAG
TT
TGGCTAGATGCTAGGTTT
CTG
CCTGGTTGCGTTCGTTGA
TA
TCCAGAACAAGTGCAAA
TGCT

TGGTTGCAGTGTGTGGCA

AAACCCCAGGCTCTTTGA
AT
TGGTAAGGGCACTCATGT
CA
CTATACTTTTCTGTTTCG
GTTTTTCC
CGCTTTTATCACCCGAAT
GT
CGCGGTCCAGATGTTCTT
CA
TTGGACATGCGTTGAACA
AT
AGTGAACAACCCTGCTCC
AC
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3.7 Determinacion de carga fungica relativa

La determinacion de la carga fangica relativa se llevo a cabo mediante la
amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR) del gen
GmEFla y SCAR de M. phaseolina, utilizando como templado 40 ng de ADN
gendémico extraido de muestras controles e infectados de ambos métodos de
infeccion y SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix (Bio-Rad,
E.E.U.U.) que contiene SYBR Green como agente intercalante. Los componentes de
la mezcla para la reaccion se describen en la Tabla 2. Las reacciones de
amplificacion de muestras del método de infeccién en sustrato estéril se llevaron a
cabo en el termociclador LightCycler® Nano (Roche, Alemania) y para las
correspondientes al método cut-stem en el StepOnePlus™ Real-Time PCR System
(Thermo Fisher Scientific). Las condiciones de gPCR se describen en la Tabla 3.

Se obtuvieron los valores de ciclos de cuantificacion (Cq), asi como los
valores de temperatura de desnaturalizacion de los productos de amplificacion (Tm).
La carga flngica relativa fue expresada como 224 donde ACq corresponde a
diferencia entre los valores de Cq para SCAR de M. phaseolina y GmEF1a de soja
(Cagmpk-Cqemer1a), de forma similar a lo descrito por Chowdhury et al. (2017) y
Schroeder et al. (2019).

3.8 Analisis de expresion de genes implicados en vias de sefializacion de

fitohormonas y metabolismo secundario

Los niveles de expresion de genes involucrados en vias de sefializacion de
fitohormonas y metabolismo secundario fueron determinados por RT-qPCR,
utilizando iguales componentes de reaccion que en el apartado anterior (Tabla 2) y
dilucion 1:3 y 1:5 de ADNCc sintetizado a partir del ARN total extraido de muestras
de infeccion en sustrato estéril y cut-stem, respectivamente. Se utilizo el
termociclador StepOnePlus™ Real-Time PCR System y las mencionadas en la
Tabla 3.
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El nivel de expresion relativa para cada gen ha sido expresado como 24¢d
donde ACq a la diferencia entre los valores de Cq del gen de interés (“X”) y el gen de

referencia para una misma muestra (Cqx-Cdemerib) (Livak and Schmittgen 2001).

Tabla 2. Componentes de reaccion para q°PCR y RT-gPCR

Componente Con(izﬁpcti;ellcmn Concentracion final Volumen
SsoAdvanced™ Universal
SYBR® Green Supermix 2X X 5.0 uL
Cebadores (forward y
reverse) 10 uM 0,5uM 0,5 pL
Agua libre de nucleasas -- - 3,5 uL
ADN (40 ng/uL) * _ B 10ul
ADNCc (dilucién 1:3y 1:5)** A
Total 10,0 uL

*Templado para determinacion de carga flngica
** Templado para determinacion del nivel de expresion

Tabla 3. Condiciones de qPCR y RT-gPCR

Pasos Tempoeratura e[z Nuamero de ciclos
(°C) (segundos)
Desnaturalizacion inicial 95 180
Desnaturalizacion 95 15 m
Hibridacion y extension 65 30

El anélisis de Tm para las corridas realizadas en LightCycler® Nano el
analisis de Tm consistié en una inicial a 65 °C por 20 segundos y una final a 95 °C
durante 20 segundos; aumentando 0,1 °C por segundo hasta llegar a 95 °C. En el
caso de StepOnePlus™ Real-Time PCR System, dicho analisis se llevd a cabo
inicialmente a 60 °C durante 1 minuto, luego 15 segundos a 95°C, aumentando 0,6°C

por segundo hasta llegar a 95 °C.

Para cada corrida de gPCR y RT-gqPCR se incluy6 un control negativo que

contiene agua libre de nucleasas en lugar del volumen de muestra.
3.9 Asuntos estadisticos

Se aplico la prueba t de Student a los resultados de cuantificacion relativa de

ADN fangico (Biomasa flngica relativa) y de mediciones de necrosis lineal del
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método de infeccion cut-stem utilizando Microsoft Excel, definiendo como

significativo la diferencia con un valor de p < 0,05.

Los resultados obtenidos de las medidas de pardmetros de desarrollo y
crecimiento de muestras de método de infeccién en sustrato estéril y los datos de
cuantificacion del nivel de expresion relativa fueron sometidos a analisis de varianza
de dos colas y prueba de Tukey (Honestly significant difference, HSD) considerando
como significativo la diferencia con un valor de p < 0,05. Ambos anélisis fueron
Ilevados a cabo utilizando el paquete “agricolae” del software estadistico R version

3.5.1. Los graficos de barra y linea fueron realizados en Microsoft Excel.

El heatmap fue llevado a cabo a partir de los valores normalizados de la
expresion relativa (valor Z) utilizando el paquete “pheatmap” software estadistico R

version 3.5.1.



4 RESULTADOS

Con el fin de estudiar la interaccion soja-M. phaseolina, se realizaron la
infeccion en sustrato estéril y la infeccion en tallo cortado, evaluando el proceso de la
infeccion, la biomasa flingica y el nivel de expresion de los genes de las vias de
sefializacion de las fitohormonas en la variedad A4910 (susceptible) y DT974290

(resistente).
4.1 Infeccidn en sustrato estéril

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos por el método de
infeccion en sustrato estéril luego de cuatro dias de inoculacion (4 dpi). En la Figura
10 se observa la fotografia de una de las réplicas bioldgicas del grupo control

(plantas sin inocular) y del grupo infectado con M. phaseolina.

Figura 10. Plantulas de soja a 4 dpi en el método de infeccién en sustrato estéril.
Se muestra la fotografia de una de las réplicas biologicas del grupo control
(izquierda) e infectado con M. phaseolina (derecha) de la variedad DT974290
(resistente), con dos ejemplares de soja cada una.
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4.1.1 Evaluacion del proceso de infeccion

4.1.1.1 Comparacion de parametros de crecimiento y desarrollo vegetal

A los 4 dpi se realizaron mediciones de la longitud del tallo y la raiz
principal, asi como el recuento del nimero de raices secundarias en los ejemplares
controles e infectados con M. phaseolina de las variedades A4910 (S) y DT974290

(R), se obtuvieron al menos tres réplicas biologicas con 2-3 ejemplares por réplica.

No se observaron diferencias significativas en ninguno de los pardmetros de

crecimiento y desarrollo analizados (Figura 11A-C).

En general, la longitud de la raiz principal fue similar entre control e
infectado de una variedad, siendo ligeramente mayor en infectados de la variedad
susceptible con respecto al control. Tanto el grupo control como infectado de la
variedad resistente presentaron una longitud ligeramente menor en comparacion con

la variedad susceptible (Figura 11A).

Tanto en A4910 (S) como en DT974290 (R) la longitud del tallo se encontro
levemente aumentada en los infectados con respecto a los controles. La longitud del
tallo de A4910 (S) no infectada y DT974290 (R) no infectada fueron similares entre
si, pudiendo decir lo mismo entre las plantas infectadas de las dos variedades
(Figura 11B).

El ndmero de raices secundarias disminuyé con la infeccion en ambas
variedades con respecto a los controles. Asi mismo, se observé similares valores en
este parametro entre ambas variedades infectadas, como también entre el grupo

control de ambas variedades (Figura 11C)
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Figura 11. Evaluacion del proceso de infeccion. Comparacion del crecimiento y
desarrollo entre plantas infectadas y controles de las variedades A4910 (susceptible) y
DT974290 (resistente) a los 4 dpi con M. phaseolina por el método de infeccidén en
sustrato estéril: A) longitud de la raiz principal, B) longitud del tallo y C) nimero de
raices secundarias. Se ensayaron al menos tres réplicas bioldgicas con 2-3 ejemplares por
réplica. Las barras representan la desviacion estandar de la media. Diferentes letras
indican diferencias significativas entre condiciones para una variedad o en una condicion
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4.1.1.2 Biomasa fangica relativa

Como una medida del grado de colonizacién se estimo la biomasa flngica
relativa presente en ambas variedades a partir del ADN genomico extraido de raices
(raiz principal y secundarias) a los 4 dpi. Para ello, se cuantificé el ADN del hongo
mediante gPCR de SCAR de M. phaseolina y se normaliz6 con respecto a la cantidad
de ADN de la soja de cada muestra (mediante la cuantificacion del gen GmEF1a).
Debido a la escasez del material de partida se obtuvieron solamente dos réplicas para
cada variedad.

En la variedad A4910 (susceptible a M. phaseolina), la réplica 1 presenté una
carga fungica relativa de 180 en comparacion a su réplica 2 que posee el menor valor
entre las réplicas de ambas variedades. El caso de la variedad DT974290 (resistente a
M. phaseolina) ambas réplicas presentaron poca diferencia en sus valores de carga
fangica relativa (valores entre 114 y 126 aproximadamente) los cuales fueron
menores que la réplica 1 de A4910; sin embargo, mayores con respecto a la réplica 2
de esta Gltima (Figura 12). Estos datos preliminares sugieren la dificultad de
establecer una asociacion entre la biomasa fungica y el fenotipo observado en el
campo. Ademas, el bajo numero de muestras dificulta la emision de conclusiones

claras.
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Figura 12. Estimacion de la biomasa fungica en las raices infectadas de soja.
Medida de colonizacion determinada mediante la cuantificacion por gPCR de una
region SCAR de M. phaseolina y posterior normalizacion con la cantidad de ADN de
soja (mediante la cuantificacion del gen GmEF1a) de cada muestra. Se utiliz6 como
templado, ADN extraido de raices de soja infectadas con M. phaseolina de las
variedades A4910 (susceptible) y DT974290 (resistente) a los cuatro dias luego de la
inoculacion por el método de infeccion en sustrato estéril. Se presentan datos
individuales de dos réplicas bioldgicas con 2-3 ejemplares en cada réplica.

4.1.2 Anélisis de expresion de genes involucrados en vias de sefializacion de

fitohormonas y metabolismo secundarios

Con el objeto de identificar las vias de sefializacién de fitohormonas y
metabolismo secundario que se encuentran activadas 0 no en respuesta a la infeccion
por M. phaseolina y su asociacion con la resistencia/susceptibilidad, se determinaron
los niveles de expresion relativa de genes implicados en la biosintesis, sefializacion y
respuesta a fitohormonas, asi como aquellos de biosintesis de metabolitos
secundarios. En la Tabla 4 se describen los genes analizados a partir de ARN
extraido de raices control e infectados de las variedades A4910 (susceptible a M.
phaseolina) y DT974290 (resistente a M. phaseolina) a los 4 dpi por la metodologia

de infeccidn en sustrato estéril.



Tabla 4. Genes analizados en raices de plantas infectadas por el método de

sustrato esteril a los 4 dpi

Via

Acido Jasmonico (JA)

Etileno (ET)

Acido Salicilico (SA)

Auxina (AUX)

Metabolismo
Secundario

*No se detectd expresion

Gen Funcioén en:
AOS* Biosintesis
VSP2 Respuesta
ACO2/ACCO2 Biosintesis
EIN2* Sefializacion

PR1
Respuesta

PR2
I1AA10 o
Sefializacion

I1AA30*
CHI o
Fg* Biosintesis
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La cuantificacion de la expresion relativa de los genes AOS y VSP2;

implicados en la biosintesis y respuesta de JA respectivamente, fue llevada a cabo.

No se detectd expresion para el gen de AOS.

No se observaron diferencias significativas en la expresion del gen VSP2

entre control e infectado para una misma variedad y entre variedades en condicion de

infeccion. Los ejemplares infectados de ambas variedades presentaron expresion

disminuida de VSP2 con respecto a los controles. Se verificO menor nivel de

expresion significativo en controles de la variedad resistente con respecto a la

susceptible en dicha condicion. Durante la infeccion, DT974290 (R) presento

también una menor expresion con respecto a A4910 (S), sin embargo, esta diferencia

no fue significativa (Figura 13).
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Figura 13. Andlisis de expresion del gen de la via de sefializacion de JA a 4 dpi.
Nivel de expresion relativa del gen VSP2 obtenido por RT-gPCR a partir de ARN de
raices de sojas controles e infectadas con M. phaseolina de las variedades A4910
(susceptible) y DT974290 (resistente) a los cuatro dias luego de la inoculacién por el
método de infeccidn en sustrato estéril. La expresion del gen fue normalizada con el
nivel del gen de factor de elongacion alfa (GmEF1a) en cada muestra. Las barras de
error indican la desviacion estandar de la media de al menos tres réplicas biologicas
con 2-3 ejemplares cada uno. Diferentes letras indican diferencias significativas entre
las condiciones y las variedades segun la prueba de Tukey (p < 0,05).

El nivel de expresion de los genes de biosintesis y sefializacion de ET,;
ACO2/ACCO2 y EIN2 respectivamente, fueron determinados. No se observaron
diferencias significativas en la expresion del gen ACO2/ACCO2 entre control e
infectado de una misma variedad ni entre variedades en ambas condiciones (Figura
14). La expresion en los infectados de ambas variedades se encontré ligeramente
disminuida en comparacion al respectivo control. Asi mismo, se observOo una
expresion ligeramente menor en la variedad resistente con respecto a la susceptible

en ambas condiciones. No se verificd expresion del gen EIN2.
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Figura 14. Analisis de expresion del gen de la via de sefializacion de ET a 4 dpi.
Nivel de expresion relativa del gen ACO2/ACCQO2 obtenido por RT-gPCR a partir de
ARN de raices de sojas controles e infectadas con M. phaseolina de las variedades
A4910 (susceptible) y DT974290 (resistente) a los cuatro dias luego de la
inoculacion por el método de infeccion en sustrato estéril. La expresion del gen fue
normalizada con el nivel de expresién del gen de factor de elongaciéon alfa
(GmEF1a) en cada muestra. Las barras de error indican la desviacion estandar de la
media de al menos tres réplicas bioldgicas con 2-3 ejemplares cada uno. Diferentes
letras indican diferencias significativas entre las condiciones y las variedades segun
la prueba de Tukey (p < 0,05).

La expresion de dos genes de respuesta SA fue evaluada. En primer lugar, se
observé una disminucion no significativa del nivel de expresion de PR1 en los
infectados con respecto al control para una misma variedad, ademas de un similar
nivel de expresion entre infectados de ambas variedades. En el caso de los controles,
la variedad resistente present6 una expresion ligeramente mayor que la susceptible;

sin embargo, esta diferencia no es significativa (Figura 15A).

El segundo gen evaluado corresponde a PR2, para el cual similar al caso de
PR1 se observo una disminucion no significativa del nivel de expresion en los
ejemplares infectados con respecto al control para una misma variedad. La expresion
entre infectados fue menor en DT974290 (R) con respecto a A4910 (S). Para los
controles, la variedad susceptible presentd mayor nivel de expresion con respecto a la
resistente. Sin embargo, las diferencias observadas no son significativas (Figura
15B).
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Figura 15. Analisis de expresion de genes de via de sefializacion de SA a 4 dpi.
Nivel de expresion relativa de los genes A) PR1 y B) PR2 obtenido por RT-qPCR a
partir de ARN de raices de sojas controles e infectadas con M. phaseolina de las
variedades A4910 (susceptible) y DT974290 (resistente) a los cuatro dias luego de la
inoculacion por el método de infeccion en sustrato estéril. La expresion de los genes
fue normalizada con el nivel de expresién del gen de factor de elongacion alfa
(GmEF1a) en cada muestra. Las barras de error indican la desviacion estandar de la
media de al menos tres réplicas biologicas con 2-3 ejemplares cada uno. Diferentes
letras indican diferencias significativas entre condiciones para una variedad o en una
condicion entre variedades segun la prueba de Tukey (p < 0,05).

La expresion de los genes codificantes de las enzimas biosintéticas de
metabolitos secundarios; CHI y FS, fueron determinados. Las diferencias observadas

en los niveles de expresion de CHI entre ejemplares controles e infectados para una

misma variedad y entre variedades a dichas condiciones no fueron significativas. Los
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ejemplares infectados de la variedad susceptible presentaron menor nivel de
expresion en comparacion a su respectivo control, mientras que la expresion en en la
variedad resistente fue similar entre los controles e infectados. En los controles se
verificd una expresion ligeramente menor en DT974290 (R) y mayor en el caso de
los infectados, con respecto a A4910 (S) (Figura 16). No se detect6 la expresion del

gen FS.
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Figura 16. Andlisis de expresion del gen implicado en la sintesis metabolitos
secundarios a 4 dpi. Nivel de expresion relativa del gen CHI obtenido por RT-gPCR
a partir de ARN de raices de sojas controles e infectadas con M. phaseolina de las
variedades A4910 (susceptible) y DT974290 (resistente) a los cuatro dias luego de la
inoculacion por el método de infeccion en sustrato estéril. La expresion del gen fue
normalizada con el nivel de expresién del gen de factor de elongacién alfa
(GmEF1a) en cada muestra. Las barras de error indican la desviacion estandar de la
media de al menos tres réplicas bioldgicas con 2-3 ejemplares cada uno. Diferentes
letras indican diferencias significativas entre condiciones para una variedad o en una
condicion entre variedades segun la prueba de Tukey (p < 0,05).

Se analizd la expresion de genes que codifican a dos factores de transcripcion
implicados en la regulacion de la sefializacion de AUX; IAA10 e IAA30. No se
observaron diferencias significativas en los niveles de expresion de 1AAL10 entre
control e infectado para una variedad y entre condiciones de ambas variedades. El
grupo infectado de la variedad susceptible presentd menor nivel de expresion que el
grupo control; no obstante, la expresion en la variedad resistente fue similar entre el

infectado y su respectivo control. Similares niveles de expresion se detectaron entre
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infectados de ambas variedades, y en los controles mayor expresion en A4910 (S)

(Figura 17). No se verifico expresion para el gen 1AA30.
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Figura 17. Analisis de expresion del gen de la via de sefializacion de AUX a 4
dpi. Nivel de expresion relativa del gen IAA10 obtenido por RT-qPCR a partir de
ARN de raices de sojas controles e infectadas con M. phaseolina de las variedades
A4910 (susceptible) y DT974290 (resistente) a los cuatro dias luego de la
inoculacion por el método de infeccion en sustrato estéril. La expresion del gen fue
normalizada con el nivel de expresién del gen de factor de elongaciéon alfa
(GmEF1a) en cada muestra. Las barras de error indican la desviacion estandar de la
media de al menos tres réplicas bioldgicas con 2-3 ejemplares cada uno. Diferentes
letras indican diferencias significativas entre condiciones para una variedad o en una
condicion entre variedades segun la prueba de Tukey (p < 0,05).

Si bien se observaron diferencias en los niveles de expresion de los genes
evaluados, éstas no fueron significativas y el conjunto de datos presentd una
desviacién estandar alta. Asi mismo, los resultados de mediciones de parametros de
crecimiento y desarrollo vegetal no se establecio una diferencia en el
comportamiento resistente/susceptible, asi como en los resultados parciales de
biomasa fungica relativa. Lo cual indica la dificultad de la metodologia de infeccion
en sustrato esteril en reproducir el fenotipo resistente/susceptible observado en el
campo. Por lo tanto, de manera alternativa se ensayé un segundo método de

infeccion.
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4.2 Resultados del método de infeccion por Cut-stem

Mediante el método de infeccion por corte al tallo o cut-stem primeramente,
se evaluo el progreso de la infeccion durante 15 dias y luego se realiz6 el analisis de

la biomasa fngica y el analisis de expresion de los genes a los 3 y 6 dpi.

4.2.1 Evaluacién del proceso de infeccion

4.2.1.1 Medicion de la longitud de necrosis

A fin de observar y comparar el comportamiento frente a la infeccion por M.
phaseolina en ambas variedades de estudio; A4910 (susceptible) y DT974290
(resistente), al tercer dia post inoculacion por el método cut-stem (Twizeyimana et al.
2012) se retird el indculo que estuvo en contacto con cada ejemplar y se registro la
extension de la necrosis causada por el hongo. A partir del punto de inoculacion en el
apice del tallo cortado (Figura 18), la extension de la necrosis fue registrada cada
dos dias durante quince dias. No se observo lesion necrotica en los ejemplares
controles (inoculados con disco de medio PDA sin el hongo) durante el desarrollo del

experimento.

Figura 18. Lesion necrotica (recuadro rojo) presente en un ejemplar de soja
infectado por M. phaseolina luego de quince dias de inoculacion.

A los 3 dpi, momento en que se retir6 el inoculo, ya se observé una diferencia
significativa en la longitud de necrosis entre la variedad susceptible y resistente

(Figura 19), siendo menor la extension de necrosis en la variedad DT974290 (R) con
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respecto a A4910 (S). Ademas, se registrd un ligero aumento de la extension de la
necrosis entre los 3 dpi y 5 dpi para DT974290 y entre 7 dpi y 9 dpi para A4910, a
partir de estos tiempos post inoculacidén se mantuvo constante para ambas variedades

durante el periodo del ensayo.
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Figura 19. Evaluacion del proceso de infeccion por método de Cut-stem.
Comparacion de la longitud de la necrosis (mm) a partir de 3 dpi hasta 15 dpi entre
las variedades A4910 (susceptible) y DT974290 (resistente). Se ensayaron al menos
tres réplicas bioldgicas. Las barras de error indican la desviaciéon estandar de la
media. Se aplicé la prueba t de Student de dos colas donde *p < 0,05; **p < 0,01y ns
= no significativo.

A partir de los 3 dpi se observo microesclerocios en el corte longitudinal de
tallos infectados de la variedad resistente mientras que en la variedad susceptible la
extension de la lesion necrética fue mayor no se verificd la formacion de estos en
este punto (Figura 20). A los 6 dpi, la formacidn de microesclerocios se verificd en
ambas variedades (Figura 21). En base a estas observaciones, se consideraron 3 dpi

y 6 dpi como puntos de estudio para la extraccidn acidos nucleicos.
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Figura 20. Evaluacion de la infeccion en soja por M. phaseolina a mayor
magnitud. Corte longitudinal de tallos de soja infectados con M. phaseolina a los 3
dpi observados en microscopio estereoscdpico a un aumento de 16X. Se observé la
formacion de microesclerocios (puntos negros sobre el tallo) en la variedad
DT974290 (resistente, derecha) y no en A4910 (susceptible, izquierda) en este punto.

Figura 21. Evaluacién de la infeccion en soja por M. phaseolina a mayor
magnitud. Corte longitudinal de tallos de soja infectados con M. phaseolina a los
6dpi observados en microscopio estereoscépico a un aumento de 32X. Se observo la
formacion de microesclerocios (puntos negros sobre el tallo) en ambas variedades
DT97490 (resistente, derecha) A4910 y (susceptible, izquierda)
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4.2.1.2 Biomasa fangica relativa

Como se ha mencionado anteriormente la biomasa fangica relativa puede dar
una medida de la colonizacion del hongo en el vegetal, por ello se extrajo ADN
gendmico de muestras de tallos infectados con M. phaseolina por cut-stem a los 3 dpi
de las variedades A4910 (S) y DT974290 (R).

No se observaron diferencias significativas entre la cantidad de relativa de
ADN de M. phaseolina (estimada mediante la amplificacion por gPCR de SCAR)
entre ambas variedades. Se verificd mayor acumulacion en la variedad resistente con
respecto a la susceptible, sin embargo, los valores individuales exhibieron una alta

desviacion con respecto a la media en la variedad DT974290 (R) (Figura 22).

Como se ha observado, tanto con las muestras derivadas de cut-stem asi como
las de infeccion por sustrato estéril estos resultados presentaron alta variabilidad y no
permitieron establecer una asociacién con el fenotipo resistente y susceptible, por
diversos factores que seran discutidos mas adelante. Debido a esto, no se prosiguid

con la determinacion de la biomasa fungica relativa a los 6 dpi.
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Figura 22. Estimacion de la carga fungica relativa por método de inoculacion
cut-stem a 3 dpi. Medida de colonizacién por cuantificacion relativa de biomasa
fangica por gPCR a partir de ADN extraido de tallos de soja infectadas con M.
phaseolina de las variedades A4910 (susceptible) y DT974290 (resistente) a los tres
dias luego de la inoculacién. Las barras de error indican la desviacion estandar de la
media de al menos tres réplicas bioldgicas. Se aplico prueba t de Student de dos colas
donde *p < 0,05; **p < 0,01 y ns = no significativo.

4.2.2 Andlisis de expresion de genes involucrados en vias de sefializacion de

fitohormonas y metabolismo secundarios

Al igual a lo expuesto anteriormente, el analisis de expresion de genes
implicados en vias de sefializacion de fitohormonas y metabolismo secundario tiene
como objetivo la identificacién de vias activadas o no en soja en respuesta a la

infeccion por M. phaseolina y su posible asociacion con la resistencia.

Se ha realizado el anélisis de expresion de los genes descritos en la Tabla 6
en la variedad A4910 (susceptible a M. phaseolina) y DT974290 (resistente a M.
phaseolina) de ejemplares controles e infectados. La inoculacién con M. phaseolina
en plantas de soja de cuatro semanas de edad fue llevada a cabo por el método de
cut-stem, descrito anteriormente. Se procedio a la extraccion del ARN total de las
muestras de tallos infectados y controles a los 3 y 6 dpi, considerando un tiempo mas

temprano y otro tardio luego de la inoculacién. Debido a que la expresion del gen
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GmEF1la no fue estable en todas las muestras, se utilizd al gen del factor de

elongacion beta (GmEF1b) como normalizador.

Tabla 6. Lista de genes analizados en muestras de cut-stem en respuesta a M.
phaseolina, a los 3y 6 dpi

Via

Acido Jasmonico
(JA)

Etileno (ET)

Acido Salicilico (SA)

Metabolismo
secundario

*No se detectd expresion

Gen
AOS

JAZ1

VSP2

PR3

ACO2/ACCO2

ERF1

EIN2

NPR1

EDS1

PR1

PR5*

PAL1

CHI
FS*

Codifica a:
Aleno 6xido sintasa
Proteina miembro de la
familia de Jasmonate
Zim Domain
Proteina de
almacenamiento
vegetativo 2
Proteina Relacionada a
la Patogénesis 3, con
actividad quitinasa
1-Aminociclopropano -
1-carboxilico oxidasa
Factor de Respuesta a
ET
Proteina Insensible a ET
2
Non-Expresser of
Pathogenesis Related
Gene 1

Enhanced disease
susceptibility 1

Proteina Relacionada a
la Patogénesis 1
Proteina Relacionada a
la patogénesis 5
Fenilalanina amonio
liasa 1
Chalcona isomerasa
Flavona sintasa

Funcion en:
Biosintesis

Sefializacion

Respuesta

Respuesta

Biosintesis
Sefializacion
Sefalizacion
Sefializacion

Componente de
defensa basal y

resistencia mediada
por genes R

Respuesta

Respuesta

Biosintesis
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Tabla 6. Lista de genes analizados en muestras de cut-stem en respuesta a M.
phaseolina, a los 3y 6 dpi (cont.)

Via Gen Codifica a: Funcién en:
Proteina de respuesta
. IAALD a AUX IAA10 Sl s
Auxinas (AUX) Proteina de respuesta Sefializacion
InAED a AUX IAA30
Factor de union de
) ABF2 elementos respuesta Sefializacion
Acido Abscisico de ABA 2
(ABA) Alcohol
ARt Deshidrogenasa 1 NEEUIESE
DHDN Dehidrina Respuesta

*No se detect6 expresion

4.2.2.1 Jasmonato (JA): Biosintesis, sefializacion y respuesta

La expresion de los genes AOS, JAZ1, VSP2 y PRS3; implicados en la
biosintesis, sefializacion y respuestas de JA respectivamente (Tabla 6), fueron
evaluados en los puntos de estudio en la variedad A4910 (S) y DT974290 (R) en

ejemplares infectados y controles (plantas sin inocular).

A los 3 dpi, el nivel de expresion de AOS tendié a elevarse en plantas
infectadas de ambas variedades, con respecto a los controles (Figura 23A). Sin
embargo, esta diferencia no fue significativa. Entre ejemplares infectados, esta
tendencia es mayor en la variedad susceptible. Similar nivel de expresion se observé

en controles de ambas variedades.

Asi mismo, a los 6 dpi las diferencias observadas en el nivel de expresion de
ambas variedades en ambas condiciones no fueron significativas (Figura 23B). Los
ejemplares infectados de ambas variedades presentaron mayor expresién con
respecto a los controles. Entre los infectados de ambas variedades, A4910 (S)
presentd una expresion ligeramente mayor frente a DT974290 (R); mientras que
entre los controles se observo ligera mayor expresion en la variedad resistente que en

la susceptible.
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Figura 23. Andlisis de expresion del gen de biosintesis de de JA a 3 y 6 dpi. Nivel de
expresion relativa del gen AOS obtenido por RT-gPCR a partir de ARN de tallos de sojas
controles e infectadas con M. phaseolina de las variedades A4910 (susceptible) y DT974290
(resistente) luego de A) 3y B) 6 dias de inoculacién por cut-stem. La expresion del gen fue
normalizada con el nivel de expresion del gen de factor de elongacion beta (GmEF1b) en
cada muestra. Las barras de error indican la desviacion estandar de la media de al menos
tres réplicas bioldgicas. Diferentes letras indican diferencias significativas entre condiciones
para una variedad o en una condicién entre variedades segun la prueba de Tukey (p < 0,05).

Para el gen JAZ1, a los 3 dpi se indujo la expresion en infectados con respecto
a los controles tanto en A4910 (S) y DT974290 (R) (Figura 24A). Esta diferencia no
fue significativa, asi como las diferencias de los niveles de expresion entre las

variedades en una misma condicion; control e infectado. Entre controles e infectados

la variedad resistente presenté mayor expresion que la susceptible.
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En contraste a lo observado a 3 dpi, a los seis dias de inoculacién no se
observo una induccién de este gen en los infectados comparados con el control
(Figura 24B). Entre controles e infectados, DT974290 (R) presenta mayor
expresion, aungue ligera, que A4910 (S).
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Figura 24. Analisis de expresion del gen implicado en la sefializacion de JAa 3y
6 dpi. Nivel de expresion relativa del gen JAZ1 obtenido por RT-gqPCR a partir de
ARN de tallos de sojas controles e infectadas con M. phaseolina de las variedades
A4910 (susceptible) y DT974290 (resistente) luego de A) 3 y B) 6 dias de
inoculacion por cut-stem. La expresion del gen fue normalizada con el nivel de
expresion del gen de factor de elongacion beta (GmEF1b) en cada muestra. Las
barras de error indican la desviacion estandar de la media de al menos tres réplicas
bioldgicas. Diferentes letras indican diferencias significativas entre condiciones para
una variedad o en una condicion entre variedades segun la prueba de Tukey (p <
0,05).
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La respuesta a JA fue evaluada cuantificando los niveles de expresion del gen
VSP2 y PR3. Las diferencias en los niveles de expresion de VSP2 entre control e
infectado para una misma variedad, asi como entre variedades para una misma
condicion no fueron significativas a los 3 dpi (Figura 25A). En DT974290 (R), la
infeccion indujo un ligero aumento en la expresion con respecto al control mientras
que en A4910 (S) la expresion se encontré disminuida para la misma comparacion.
Entre infectados, la expresion fue ligeramente superior en la variedad resistente que

en la susceptible y en los controles se observd mayor nivel de expresion en A4910

(S).

Los niveles de expresion de VSP2 a los 6 dpi tampoco presentaron diferencias
significativas entre una misma condicién para ambas variedades y entre control e
infectado para una misma variedad (Figura 25C). Se verific6 una disminucion de la
expresion en los infectados con respecto a los controles en ambas variedades. Entre
los controles, el nivel de expresion fue similar entre ambas variedades; mientras que,
en los infectados, se registro un ligero aumento del nivel de expresion en DT974290
(R) que en A4910 (S).

El analisis de expresion del gen PR3 a los 3 dpi reveld que en la variedad
susceptible la infeccion provoca un aumento significativo con respecto al control,
mientras que en la variedad resistente infectada ocurri6 una disminucion no
significativa de la expresion respecto a su control (Figura 25B). Diferencias no
significativas en los niveles de expresion se observaron para una misma condicion
entre variedades. Entre los controles, DT974290 (R) presentd mayor expresion que
A4910 (S); en cambio, el nivel de la primera fue ligeramente inferior al de la

variedad susceptible durante la infeccion.

En contraste a lo observado a 3 dpi, a los 6 dpi la infecciobn aumentd
significativamente el nivel de expresion de PR3 en la variedad resistente con
respecto a los controles (Figura 25D). Ademas, DT974290 (R) infectado demostrd
mayor nivel de expresién que A4910 (S) infectado. No se observaron diferencias
significativas en una misma condicion entre ambas variedades y entre las dos

condiciones para la variedad susceptible. Se presentd un incremento no significativo
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en infectado de A4910 (S) con respecto al control. También se observé similares

niveles de expresion en ambas variedades no infectadas.
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Figura 25. Analisis de expresion de genes de respuesta al JA a 3y 6 dpi. Nivel de
expresion relativa de los genes VSP2 y PR3 obtenido por RT-qPCR a partir de ARN
de tallos de sojas controles e infectadas con M. phaseolina de las variedades A4910
(susceptible) y DT974290 (resistente) luego de A 'y B) 3 y C y D) 6 dias de
inoculacion por cut-stem. La expresion de los genes fue normalizada con el nivel de
expresion del gen de factor de elongacion beta (GmEF1b) en cada muestra. Las
barras de error indican la desviacion estandar de la media de al menos tres réplicas
bioldgicas. Diferentes letras indican diferencias significativas entre condiciones para
una variedad o en una condicion entre variedades segun la prueba de Tukey (p <
0,05).

4.2.2.2 Etileno (ET): Biosintesis y sefializacion

El analisis de expresion del gen ACO2/ACCO2 implicado en la biosintesis de
ET, asi como de los genes ERF1 y EIN2, ambos componentes de la sefializacién del

ET (Tabla 6) fueron llevados a cabo en ambos tiempos de infeccion en estudio.

Luego de tres dias de inoculacion, las diferencias en los niveles de expresién
de ACO2/ACCO2 entre variedades para una misma condicion y entre control e
infectado de una variedad no fueron significativas (Figura 26A). En A4910
(variedad susceptible a M. phaseolina) la infeccion indujo la expresién con respecto
al control. Para DT974290 (variedad resistente a M. phaseolina) la expresién se
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encontrd ligeramente disminuida en infectados con respecto al control. Se verificd
mayor expresion en control de DT974290 (R) y levemente menor en los infectados
de ésta con respecto a A4910 (S).

A los 6 dpi, no se presentaron diferencias significativas en los niveles de
expresion de ACO2/ACCO2 entre ambas variedades para una misma condicién y
entre control e infectado de la variedad susceptible (Figura 26B). Sin embargo, en la
variedad resistente, la infeccion provocd una disminucion significativa del nivel de
expresion con respecto al control. Se observé mayor expresion en DT974290 (R)

entre controles y similar nivel de expresion en infectados de ambas variedades.
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Figura 26. Anélisis de expresion del gen de biosintesis de ET a 3y 6 dpi. Nivel de
expresion relativa del gen ACO2/ACCO2 obtenido por RT-qPCR a partir de ARN de
tallos de sojas controles e infectadas con M. phaseolina de las variedades A4910
(susceptible) y DT974290 (resistente) luego de A) 3 y B) 6 dias de inoculacion por
cut-stem. La expresion del gen fue normalizada con el nivel de expresion del gen de
factor de elongacion beta (GmEF1b) en cada muestra. Las barras de error indican la
desviacion estandar de la media de al menos tres réplicas bioldgicas. Diferentes letras
indican diferencias significativas entre condiciones para una variedad o en una
condicion entre variedades segun la prueba de Tukey (p < 0,05).

Los niveles de expresion del gen ERF1 a los 3 dpi no difirieron
significativamente entre ambas variedades en una misma condicion y entre control e
infectado de una variedad (Figura 27A). Se observé mayor nivel de expresion en
A4910 (S) infectado con respecto al control, y una ligera disminucion de la expresion

en infectados de DT974290 (R) con respecto al control. En los controles, la variedad
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resistente presentd mayor nivel de expresion, caso contrario en los infectados donde

la variedad susceptible presentd mayor nivel de expresion.

Las diferencias en los niveles de expresion de ERF1 entre controles e
infectados para una variedad, asi como entre variedades para una misma condicion
tampoco fueron significativas al sexto dia post inoculacion (Figura 27C). Con
respecto al control, la expresion se encontré disminuida en infectados de A4910 (S),
sin embargo, DT974290 (R) en condicién de infeccion presentd mayor expresion que
el respectivo control. Entre controles, se observo una menor expresion en la variedad

resistente que en la susceptible, pero fue mayor en condiciones de infeccion.

El segundo gen implicado en la sefializacion de ET evaluado corresponde a
EIN2. A los 3 dpi, no se presentaron diferencias significativas en los niveles de
expresion de EIN2 entre variedades en una condicion dada y controles e infectados
de una variedad (Figura 27B). En A4910 (S), los ejemplares infectados expresaron
en mayor grado que el respectivo control, opuesto a DT974290 (R) en donde se
observo una leve disminucion del nivel de expresion en infectado con respecto al
control. Se observo mayor expresion en controles la variedad resistente y ligeramente

menor en infectados con respecto a la susceptible.

Los niveles de expresién de EIN2 a los 6 dpi no presentaron diferencias
significativas entre variedades en ambas condiciones, asi como control e infectado de
A4910 (S) o DT974290 (R) (Figura 27D). Niveles de expresién disminuidos en
ejemplares infectados de la variedad resistente se observaron al comparar con el
respectivo control. Por otro lado, se encontré una mayor expresion en controles de
DT974290 (R) que A4910 (S) no infectado mientras que el nivel de expresion fue

similar entre los infectados de ambas variedades.
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Figura 27. Andlisis de expresion de los genes implicados en la sefializacion de
ET a 3y 6 dpi. Nivel de expresion relativa de los genes ERF1 y EIN2 obtenido por
RT-gPCR a partir de ARN de tallos de sojas controles e infectadas con M.
phaseolina de las variedades A4910 (susceptible) y DT974290 (resistente) luego de
Ay B) 3y CyD) 6 dias de inoculacién por cut-stem. La expresion de los genes fue
normalizada con el nivel de expresion del gen de factor de elongacion beta
(GmEF1b) en cada muestra. Las barras de error indican la desviacion estandar de la
media de al menos tres réplicas bioldgicas. Diferentes letras indican diferencias
significativas entre condiciones para una variedad o en una condicidén entre
variedades segun la prueba de Tukey (p < 0,05).

4.2.2.3 Acido salicilico (SA): sefializacion y respuesta

El analisis de expresion de los genes que codifican a proteinas implicadas en
la sefalizacion de SA NPR1 y EDS1, asi como a los genes PR1 y PR5 implicadas en
la respuesta a SA (Tabla 6) fue llevado a cabo a los 3 'y 6 dpi.

A los 3dpi, un aumento significativo del nivel de expresion de NPR1 fue
observado en A4910 (susceptible a M. phaseolina) infectado con respecto al control;
siendo este nivel significativamente mayor con respecto a DT974290 (resistente a M.
phaseolina) infectado (Figura 28A). Ademas, una disminucion no significativa de la

expresion de NPR1 en la variedad DT974290 infectado con respecto a su control fue
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verificada. Entre los controles, DT974290 presentd mayor expresion, aunque la

diferencia no fue significativa.

Los niveles de expresion de NPR1 a los 6dpi no presentaron diferencias
significativas entre variedades para una misma condicion y entre control e infectado
para una misma variedad (Figura 28B). A4910 (S) infectado presentd un leve
incremento del nivel de expresion con respecto al control, y se verificd una ligera
disminucion del nivel de expresion en condicion de infectado de la variedad
DT974290 (R) con respecto a su control. La variedad resistente presenté mayor nivel
de expresion de NPR1 tanto como en los infectados como no infectados comparados

con la variedad susceptible.
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Figura 28. Anélisis de expresion del gen implicado en la sefializacién de SAa 3y
6 dpi. Nivel de expresion relativa del gen NPR1 obtenido por RT-gPCR a partir de
ARN de tallos de sojas controles e infectadas con M. phaseolina de las variedades
A4910 (susceptible) y DT974290 (resistente) luego de A) 3 y B) 6 dias de
inoculacion por cut-stem. La expresion del gen fue normalizada con el nivel de
expresion del gen de factor de elongacién beta (GmEF1b) en cada muestra. Las
barras de error indican la desviacion estandar de la media de al menos tres réplicas
bioldgicas. Diferentes letras indican diferencias significativas entre condiciones para
una variedad o en una condicion entre variedades segun la prueba de Tukey (p <
0,05).

Las diferencias observadas en el nivel de expresion de EDS1, a los 3 dpi en
las comparaciones entre variedades para una misma condicion; control e infectado,
asi como entre éstas para una variedad no fueron significativas (Figura 29A).
Similares niveles de expresion se verificaron en la variedad A4910 (S) entre
condicion control e infectado. Mientras que en DT974290 (R) se observé menor

nivel de expresion en infectado con respecto al control. Entre los controles, la
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variedad resistente present6 ligero menor grado de expresion que la susceptible y

esta diferencia fue mas acentuada entre los infectados.

A los 6 dpi, en A4910 (S) se observd un ligero incremento del nivel de
expresion de EDS1 en infectado con respecto al control (Figura 29B). La infeccion
en DT97290 (R) tiende a elevar el nivel expresion de EDS1 con respecto a su
control. Entre los controles de ambas variedades, DT974290 (R) presenté menor
nivel expresion que A4910 (S) y similar nivel de expresion entre infectados de ambas
variedades fue observada. No obstante, las diferencias observadas en las

comparaciones descritas no son significativas.
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Figura 29. Andlisis de expresion del gen implicado en la defensa basal de la
planta y en la via de sefializacion de SA a 3 y 6dpi. Nivel de expresion relativa del
gen EDS1 obtenido por RT-qgPCR a partir de ARN de tallos de sojas controles e
infectadas con M. phaseolina de las variedades A4910 (susceptible) y DT974290
(resistente) luego de A) 3 y B) 6 dias de inoculacion por cut-stem. La expresion del
gen fue normalizada con el nivel de expresion del gen de factor de elongacion beta
(GmEF1b) en cada muestra. Las barras de error indican la desviacion estandar de la
media de al menos tres réplicas biologicas. Diferentes letras indican diferencias
significativas entre condiciones para una variedad o en una condicion entre
variedades segun la prueba de Tukey (p < 0,05).

Con respecto al gen de respuesta al SA, luego de tres dias de inoculacion, se
observd un aumento significativo en el nivel de expresion de PR1 en infectado de
A4910 (S) con respecto al control, siendo también significativamente superior al de
la variedad DT974290 ® infectada (Figura 30A). Ademas, se observaron otras
diferencias no significativas en cuanto al nivel de expresion de PR1 al punto de

infeccion citado. Para la variedad resistente, con respecto al control el infectado
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present6 un ligero incremento. Los niveles de expresion de PR1 en los controles de

ambas variedades fueron bajos y similares entre si.

A los 6 dpi, la infeccion por M. phaseolina produjo un incremento
significativo del nivel de expresion en ambas variedades con respecto a sus controles
(Figura 30B). No se observaron diferencias significativas en los niveles de expresion
de PR1 entre las variedades en una misma condicion. En infectados, la variedad
susceptible present6 una expresion ligeramente mayor que la resistente; mientras que

en los controles, la expresion en esta tltima fue ligeramente mayor.
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Figura 30. Analisis de expresion del gen de respuesta al SA a 3y 6 dpi. Nivel de
expresion relativa del gen PR1 obtenido por RT-qPCR a partir de ARN de tallos de
sojas controles e infectadas con M. phaseolina de las variedades A4910 (susceptible) y
DT974290 (resistente) luego de A) 3 y B) 6 dias de inoculaciéon por cut-stem. La
expresion del gen fue normalizada con el nivel de expresion del gen de factor de
elongacion beta (GmEF1b) en cada muestra. Las barras de error indican la desviacion
estandar de la media de al menos tres réplicas bioldgicas. Diferentes letras indican
diferencias significativas entre condiciones para una variedad o en una condicion entre
variedades segun la prueba de Tukey (p < 0,05).

En ambos puntos de estudio, no se detectd expresion para el gen PR5 en

ambas variedades y condiciones.
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4.2.2.4 Metabolismo secundario: Biosintesis

Para estimar el estado de sintesis de metabolitos secundarios en respuesta a la
infeccion, se cuantificaron los niveles de expresion relativa de los genes CHI, PAL1
y FS, que codifican a enzimas biosintéticas (Tabla 6).

No se presentaron diferencias significativas en los niveles de expresion de
PAL1 para una misma condicion entre variedades, asi como entre control e infectado
para una misma variedad, a los 3 dpi (Figura 31A). Tanto en DT974290 (variedad
resistente a M. phaseolina) asi como en A4910 (variedad susceptible), se observé un
aumento del nivel de expresion en infectados con respecto al control, siendo mayor
la diferencia en A4910 (S). Los controles presentaron similar nivel de expresion de
PAL1 en entre ambas variedades. Por otro lado, en condiciones de infeccion la
variedad susceptible presentd mayor nivel de expresion que la resistente en esta

condicion.

Luego de seis dias de inoculacién se verificd que la infeccion aumenta
significativamente la expresion de PAL1 en ambas variedades con respecto a sus
controles (Figura 31C). No hubo diferencias significativas de los niveles de
expresion de PAL1 en una misma condicién entre variedades. La variedad
susceptible presentd mayor nivel de expresién con respecto a la resistente en los
controles; sin embargo, para los infectados se verificd mayor nivel de expresion en
DT974290 (R) con respecto a A4910 (S) para dicha condicion.

No se observaron diferencias significativas en los niveles de expresion de
CHI para una misma condicién entre variedades, asi como entre control e infectado
para una misma variedad, a los 3 dpi (Figura 31B). Con respecto a los controles, se
observd un aumento del nivel de expresion de CHI en infectados de A4910 (S) y una
disminucion en DT94290 (R) en dicha condicion. Entre controles, la variedad

resistente presentd mayor expresion en comparacion a A4910.

A los 6 dpi, se observo que los infectados de ambas variedades presentan
menor nivel de expresién de CHI con respecto a los controles (Figura 31D), sin
embargo, estas diferencias no fueron significativas al igual que las observadas al
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comparar las variedades en una misma condicion. A4910 (S) presentd un ligero
mayor nivel de expresion con respecto a DT974290 (R) en los controles; sin
embargo, el nivel de expresion fue similar en los infectados, siendo levemente mayor

en la variedad resistente.
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Figura 31. Andlisis de expresion de genes implicados en la sintesis de
metabolitos secundarios a 3 y 6 dpi. Nivel de expresion relativa de los genes PAL1
y CHI obtenido por RT-gPCR a partir de ARN de tallos de sojas controles e
infectadas con M. phaseolina de las variedades A4910 (susceptible) y DT974290
(resistente) luego de A 'y B) 3y C y D) 6 dias de inoculacion por cut-stem. La
expresion de los genes fue normalizada con el nivel de expresion del gen de factor de
elongacion beta (GmEF1b) en cada muestra. Las barras de error indican la
desviacion estdndar de la media de al menos tres réplicas bioldgicas. Diferentes letras
indican diferencias significativas entre condiciones para una variedad o en una
condicion entre variedades segun la prueba de Tukey (p < 0,05).

No se verifico la expresion del gen FS, a los 3 'y 6 dpi tanto en los controles

como en los infectados de ambas variedades.

4.2.2.5 Auxinas (AUX): Sefalizacion

Los niveles de expresion de dos genes que codifican a factores de
transcripcion represores de la via de AUX; IAA10 e 1AA30 (Tabla 6), fueron
determinados a los 3 y 6 dpi, en condiciones control e infectado de las variedades de
soja A4910 (S) y DT974290 (R).
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A los 3 dpi, los niveles de expresion del gen 1AA10 no presentaron diferencias
significativas para una misma condicion entre variedades y entre control e infectado
de una variedad (Figura 32A). Se observé mayor nivel de expresion en infectados
para ambas variedades con respecto a sus controles. Entre variedades, se observo
mayor y ligeramente mayor expresion de 1AA10 en A4910 (S) con respecto a

DT974290 (R) en condiciones infectado y control, respectivamente.

Se verific6 a los 6 dpi una disminucion significativa de los niveles de
expresion de IAA10 en ejemplares infectados de la variedad susceptible con respecto
al control (Figura 32C). Asi mismo, en la variedad resistente en condicion infectado
se verificd una disminucion del nivel de expresion, pero no significativa, con
respecto al control. Ademas, las diferencias observadas entre variedades para una
misma condicion no fueron significativas. En una condicién, A4910 (S) present6

mayor expresion que DT974290 (R), siendo mayor esta diferencia en los controles.

En el caso del gen IAA30, no se observaron diferencias significativas en los
niveles de expresion entre variedades en una condicion dada, asi como entre control
e infectado para una misma variedad a los 3 dpi (Figura 32B). En ambas variedades,
se observd mayor nivel de expresion en ejemplares infectados con respecto a los
controles. Tanto en los controles como infectados, se verificd una expresion
ligeramente mayor en A4910 (S) con respecto a DT974290 (R).

Asi mismo, a los 6 dpi los niveles de expresion de 1AA30 no presentaron
diferencias significativas entre variedades en una condicion dada, asi como entre
control e infectado para una variedad (Figura 32D). En ambas condiciones, la
variedad resistente, presentd menor nivel de expresion que la susceptible, siendo
mayor esta diferencia con los ejemplares infectados. En este punto, la expresion de
IAA30 se indujo frente a la infeccion en A4910 (S).
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Figura 32. Andlisis de expresion de genes implicados en la sefializacién de AUX
a 3y 6 dpi. Nivel de expresion relativa del gen 1AA10 e IAA30 obtenido por RT-
gPCR a partir de ARN de tallos de sojas controles e infectadas con M. phaseolina de
las variedades A4910 (susceptible) y DT974290 (resistente) luego de AyB)3yCy
D) 6 dias de inoculacion por cut-stem. La expresion de los genes fue normalizada con
el nivel de expresion del gen de factor de elongacion beta (GmEF1b) en cada
muestra. Las barras de error indican la desviacion estandar de la media de al menos
tres réplicas bioldgicas. Diferentes letras indican diferencias significativas entre
condiciones para una variedad o en una condicion entre variedades segun la prueba
de Tukey (p < 0,05).

4.2.2.6 Acido Abscisico (ABA): Sefializacion y respuesta

Para evaluar la implicancia de la via del ABA frente a la infeccion por M.
phaseolina se cuantificaron los niveles de expresion de ABF2, ADH1 y DHDN;
genes que codifican a un factor de transcripcion implicado en la sefializacion y dos
proteinas de respuesta, respectivamente. Este analisis fue llevado a cabo a los 3y 6
dpi en controles e infectados de las variedades A4910 y DT974290; susceptible y

resistente a M. phaseolina respectivamente.

En DT974290 (R) se observo una disminucion en el nivel de expresion de
ABF2 en ejemplares infectados con respecto al control a los 3 dpi (Figura 33A), caso
contrario en A4910 (S) donde se verificO mayor nivel de expresion en infectado con

respecto al control. Sin embargo, estas diferencias observadas entre condiciones para
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una variedad no fueron significativas, asi como aquellas observadas entre variedades
para una condicién al mismo punto de infeccion. Se verifico un nivel ligeramente
mayor en A4910 (S) infectado con respecto a DT974290 (R) en la misma condicion,

mientras que en los controles, fue menor en la primera.

La infeccion por M. phaseolina disminuye significativamente el nivel de
expresion de ABF2 en la variedad susceptible con respecto al control, a los seis dias
luego de la inoculacion (Figura 33B). Asi mismo, en la variedad resistente se
observé disminucion en infectado con respecto al control, no obstante, no
significativo. Ademas, a los 6 dpi no se presentaron diferencias significativas en los
niveles de expresion entre variedades en una misma condicién. Al comparar los
controles, el nivel de expresion fue mayor en A4910 (S) que en DT974290 (R). Por
otro lado, los infectados presentaron similar nivel de expresion de ABF2.
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Figura 33. Analisis de expresion del gen implicado en la sefializacion de ABA a 3
y 6 dpi. Nivel de expresion relativa del gen ABF2 obtenido por RT-qPCR a partir de
ARN de tallos de sojas controles e infectadas con M. phaseolina de las variedades
A4910 (susceptible) y DT974290 (resistente) luego de A) 3 y B) 6 dias de
inoculacion por cut-stem. La expresion del gen fue normalizada con el nivel de
expresion del gen de factor de elongacion beta (GmEF1b) en cada muestra. Las
barras de error indican la desviacion estandar de la media de al menos tres réplicas
bioldgicas. Diferentes letras indican diferencias significativas entre condiciones para
una variedad o en una condicion entre variedades segun la prueba de Tukey (p <
0,05).

En ambas variedades se observo un menor nivel de expresion de ADH1 en
ejemplares infectados con respecto a sus controles a los 3 dpi (Figura 34A). Al
comparar los controles, DT974290 (R) presentd mayor expresion que A4910 (S) y en

infectados similares niveles de expresion se verificaron entre ambas variedades. Sin

embargo, las diferencias descritas no fueron significativas.
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Los niveles de expresion de ADH1 a los 6 dpi, no presentaron diferencias
significativas entre ambas variedades en una misma condiciéon y entre control e
infectado para A4910 (S) o DT974290 (R) (Figura 34C). Similares niveles de
expresion se observaron entre control e infectado tanto en la variedad resistente
como en la susceptible. En una misma condicién; control o infectado, DT974290 (R)

presentd mayor nivel de expresion que A4910 (S).

Con respecto al otro gen de respuesta al ABA, DHDN, se observé un aumento
no significativo del nivel de expresion en ejemplares infectados con respecto a los
controles en ambas variedades a los tres dias luego de la inoculacion (Figura 34B).
Ademas, a los 3 dpi no se establecieron diferencias significativas de los niveles de
expresion entre variedades en una misma condicion. En los controles, se verifico
similar expresion en ambas variedades siendo ligeramente mayor en DT974290 (R).
En condiciones de infeccién, la variedad resistente presentd mayor expresion con

respecto a la susceptible.

Al contrario, a lo observado a los 3 dpi, los niveles de expresion de DHDN a
los 6 dpi disminuyeron en los ejemplares infectados de ambas variedades con
respecto a los controles; siendo esta diferencia significativa para la variedad de
A4910 (S) (Figura 34C). No se observaron diferencias significativas entre
variedades para una misma condicion. Al comparar los controles, se verific6 mayor
nivel de expresion en A4910 (S) con respecto a DT974290 (R). Similares niveles de

expresion fueron observados en infectados de ambas variedades.
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Figura 34. Analisis de expresion de genes de respuesta al ABA a 3y 6 dpi. Nivel
de expresion relativa de los genes ADH1 y DHDN obtenido por RT-gPCR a partir de
ARN de tallos de sojas controles e infectadas con M. phaseolina de las variedades
A4910 (susceptible) y DT974290 (resistente) luego de Ay B) 3y C y D) 6 dias de
inoculacién por cut-stem. La expresion de los genes fue normalizada con el nivel de
expresion del gen de factor de elongaciéon beta (GmEF1b) en cada muestra. Las
barras de error indican la desviacion estandar de la media de al menos tres réplicas
bioldgicas. Diferentes letras indican diferencias significativas entre condiciones para
una variedad o en una condicion entre variedades segun la prueba de Tukey (p <
0,05).

4.2.2.7 Genes implicados en la respuesta de la infeccién por M. phaseolina en

soja

El perfil de expresion global de los genes analizados demostrd una respuesta
diferencial en ambas variedades en ambos puntos luego de la inoculacion con M.

phaseolina.

A los 3 dpi se verificO mayor induccion frente a infeccion en A4910 (S) de
los genes AOS, PR3, ERF1, NPR1, PR1, PAL1, CHI, e IAA10; y una disminucion en
la expresion de VSP2 (Figura 35A). En este punto, en DT974290 (R) entre los genes
inducidos frente a la infeccién mas representativos se encuentran JAZ1y DHDN vy al

gen EDS1 entre aquellos regulados a la baja en dicha condicion. También es notable
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la mayor expresion de los genes ADH1, ACO2, EIN2 y ABF2 en la variedad

resistente no infectada.

A los 6 dpi, se observd mayor induccion de los genes 1AA30, AOS y PR1 en
infectados de A4910 (S), mientras que la expresion de los genes 1AA10, ABF2 y
DHDN disminuy6 en mayor medida (Figura 35B). En DT974290 (R) los genes mas
inducidos fueron PR3, EDS1, PAL1 y ERF1 frente a la infeccion; por otra parte, los

genes ACO2 y EIN2 disminuyeron su expresion en mayor grado en dicha condicion.
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Figura 35. Heatmap de la expresion de genes implicados en sefializacion de
fitohormonas y metabolismo secundario a 3 'y 6 dpi. Patron de expresion de genes
implicados en sefializacion de fitohormonas y metabolismo secundario obtenido por
RT-gPCR a partir de ARN de tallos de sojas controles e infectadas con M.
phaseolina de las variedades A4910 (susceptible) y DT974290 (resistente) luego de
A) 3 dpi y B) 6 dpi por cut-stem. La escala de color ubicada a la derecha representa
la magnitud de la expresion génica a partir de valores normalizados (valor Z).



5 DISCUSION
5.1 Caracteres macroscopicos asociados a resistencia y susceptibilidad frente
a M. phaseolina de las variedades de soja DT974290 y A4910 observados

en ambos métodos de infeccién

En el presente trabajo se ha propuesto inicialmente un método de infeccion
utilizando sustrato con inéculo de arroz en condiciones estériles, adaptado de la
metodologia descrita por Claudino (2013), por la cual se clasificaron otras variedades
de soja de acuerdo al grado de afectacion radicular. En este trabajo se ensayaron dos
variedades de soja; DT974290 y A4910, resistente y susceptible a M. phaseolina
respectivamente, a fin de evaluar las diferencias fenotipicas en el proceso de
infeccion y asociar a los eventos moleculares que se desencadenan en respuesta a la
infeccion por este fitopatdgeno. No se verificaron diferencias significativas en estos
parametros estudiados entre condiciones y variedades a los 4 dpi por el método de
infeccion en sustrato estéril, incluso fueron similares entre infectados y controles
tanto en DT974290 (R) y A4910 (S) (Figura 11A-C). Aunque se observlo una
disminucion en el numero de raices secundarias en los ejemplares infectados con
respecto a los controles, esta disminucion fue similar entre ambas variedades (Figura
11C). Si consideramos que la resistencia a este patdgeno se observa como menor
necrosis de los tejidos infectados (Reznikov et al. 2018; Twizeyimana et al. 2012) e
inhibicidn del crecimiento de las plantulas (Reznikov et al. 2018), se esperaria que el
crecimiento y desarrollo de A4910 se encontrase afectado en mayor grado por la
infeccion que en DT974290 (resistente). Sin embargo, no se establecieron diferencias

macroscopicas por este método de infeccion, lo cual pudo deberse a la influencia de
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los siguientes factores: en primer lugar, la carga real del hongo presente en el indculo
de arroz podria no ser la misma en cada réplica. Aunque la masa de inoculo fue

estandarizada no fue posible cuantificar al hongo.

Un segundo factor constituye el hecho de que el método de infeccion en
sustrato estéril no permite observar el inicio de infeccion, por lo que en una misma
réplica algunos ejemplares podrian no infectarse al mismo tiempo. Por ultimo, la
dispersion en los datos también puede atribuirse a la diferencia en el desarrollo de las
plantulas. Idealmente se requiere que las plantulas presenten similitud en el
crecimiento y desarrollo durante el experimento. Aunque se han seleccionados
plantulas de tamafio similar, frecuentemente se observaron diferencias en la longitud
de la raiz y nimero de raices secundarios incluso dentro del grupo control de una
misma variedad. Estos problemas contribuyen a que el método de infeccion en
sustrato estéril no sea adecuado para observar las diferencias en la resistencia a M.

phaseolina, al menos con las dos variedades analizadas.

Alternativamente se emple6 el método de infeccion por corte al tallo o cut-
stem propuesto por Twizeyimana (2012) para clasificar a cultivares de soja en
resistente o susceptible a M. phaseolina. Con este método fue posible verificar una
diferencia significativa en la extension de la necrosis lineal a causa de la infeccion
por M. phaseolina entre la variedad resistente y susceptible, siendo
significativamente menor en DT974290 (R) (Figura 19). Ademas, aunque la
formacion de microesclerocios se observd a los 3 dpi en la variedad resistente
(Figura 20) el detenimiento de avance de la infeccion fue mas temprano (5 dpi) que
en la susceptible (9 dpi) (Figura 19), lo cual también coincide con la observacion del
fenotipo resistente a M. phaseolina de la variedad DT974290 reportada por Paris et
al., (2006).

Los problemas del método de infeccion en sustrato estéril fueron resueltos
con el método de cut-stem. Aunque la cantidad exacta del hongo inoculado no se
pudo determinar, es posible colocar un indculo relativamente uniforme directamente
sobre la zona a ser infectada. Ademas, como el indculo se pone en contacto con todas

las plantas al mismo tiempo, el inicio de la infeccion también es uniforme. Debido a
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que en el método de cut-stem se utilizan plantas mas desarrolladas (aproximadamente
cuatro semanas de edad), tiene la facilidad de seleccionar aquellas con crecimiento
mas uniforme. Cabe mencionar que la parte aérea de la planta de soja presenta mayor
homogeneidad en el crecimiento comparado con el crecimiento de las raices. A esto
se suma el mayor porcentaje de germinacién de las semillas al ser sembradas
directamente en el sustrato, lo que permite obtener mayor cantidad de réplicas
bioldgicas en un solo ensayo. Por ello, este método permitié mejorar la precision de
la evaluacion de la resistencia/susceptibilidad de las variedades frente a M.
phaseolina sobre las medidas obtenidas por el método de infeccion en sustrato
esteril.

5.2 Lacarga fungica relativa determinada en muestras de ambos métodos de
infeccion no refleja el fenotipo resistente y susceptible de cada variedad

Como una medida del grado de colonizacién por M. phaseolina, se ha
determinado la cantidad relativa de ADN flngico acumulado a los cuatro dias luego
de la inoculacién en muestras de raices de las variedades A4910 (susceptible a M.
phaseolina) y DT974290 (resistente a M. phaseolina) por el método de infeccién en
sustrato estéril asi como en muestras de tallos infectados de ambas variedades luego
de tres dias de inoculacién por el método de cut-stem, utilizando un cebador
especifico de M. phaseolina disefiado para SCAR-gPCR (Babu et al., 2011).

La determinacion de la biomasa fungica relativa fue llevada a cabo en
trabajos anteriores como parte de la evaluacion del proceso de infeccién por M.
phaseolina. En un trabajo realizado en sésamo, la cantidad relativa de ADN fdngico
de M. phaseolina (determinada mediante la amplificacion y cuantificacién de una
region ITS) fue menor en la variedad resistente comparado con la de la variedad
susceptible a este patogeno en todos los tiempos post infeccion ensayados
(Chowdhury et al., 2017). Similares resultados fueron obtenidos en un estudio con A.
thaliana, donde mutantes con defectos en las vias de sefializacion de JA, ET o SA
presentaron mayor retenciéon de ADN de M. phaseolina (determinada mediante
SCAR-gPCR) con respecto al silvestre (Schroeder et al., 2019). En el doble mutante

ein2/jarl (con defectos en la sefializacion tanto de ET como JA), tanto el niumero de
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microesclerocios en la raiz principal como la abundancia del ADN de M. phaseolina
fueron elevados. Sin embargo, en los mutantes ein2, jarl y la linea transgénica NahG
(incapaz de producir SA) no se observo una correlacion entre el numero de

microesclerocios en la raiz y la abundancia de ADN flngico.

Aunque en trabajos anteriores la biomasa fungica relativa se correlacion6 con
el fenotipo resistente/susceptible en las variedades de sésamo y en el doble mutante
de A. thaliana, los resultados obtenidos en el presente estudio con las dos
metodologias de infeccion ensayadas no reflejaron dicha relacion (Figura 12 y
Figura 22). En el presente trabajo se descartd los cebadores utilizados por
Chowdhury et al. (2017) debido a la presencia de multiples bandas luego de la
amplificacion por PCR y esto puede interferir en la cuantificacion correcta del
material genético del hongo.

La baja reproducibilidad entre réplicas, asi como la falta de asociacion entre
la biomasa fungica relativa con el fenotipo resistente y susceptible puede deberse a
que en la variedad resistente podria ocurrir una mayor colonizacién en la superficie
externa de la planta y menor colonizacion en el tejido vegetal interno. En tal caso,
como las muestras utilizadas para la gPCR incluyeron tanto la corteza externa (de las
raices o los tallos) como el tejido interno, la biomasa fingica cuantificada en estas
condiciones no reflejaria el fenotipo resistente de la planta. Ademas, la amplificacion

por gPCR no discrimina el material genético del hongo vivo del muerto.

5.3 Perfil de expresion de genes implicados en vias de sefializacion de
fitohormonas y metabolismo secundario en soja frente a la infeccion por

M. phaseolina

Inicialmente, fueron determinados los niveles de expresion de los genes
descritos en la Tabla 4 para las muestras de raices obtenidas por el método de
infeccion en sustrato estéril a los 4 dpi. Sin embargo, debido a la alta dispersion de
los valores obtenidos (Figura 13-17) y debido a que en este sistema no fue posible
observar el fenotipo resistente/susceptible esperado, finalmente fue descartado. Por
lo tanto, la discusion experimental se basa en los resultados obtenidos por la

metodologia de infeccion por cut-stem. Se analizé la expresion de diecinueve genes
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implicados en la sefializacion de fitohormonas y biosintesis de metabolitos
secundarios en muestras de tallos infectados luego de tres y seis dias de inoculacién

por cut-stem (Tabla 6).

5.3.1 Implicancia de la sefializacion de JA/ET en soja en defensa a la infeccion

por M. phaseolina

Las fitohormonas JA y ET median la defensa vegetal frente al ataque de
patégenos necrotrofos y herbivoros (Glazebrook, 2005). Estudios previos de
interaccion planta-M. phaseolina, utilizando diversos sistemas patogénicos con otras
especies vegetales han demostrado la implicancia de la sefializacién por JA/ET en

respuesta a la infeccion por este patdgeno.

Se han reportado que la infeccién con M. phaseolina induce la expresién de
genes implicados en la biosintesis de JA y ET en los estadios tempranos de la
infeccion. En las RILs (lineas consanguineas recombinantes) de yute (Corchorus
capsularis) con fenotipo resistente a M. phaseolina se observo la regulacion a la alta
de genes implicados en biosintesis de JA'y ET (Biswas et al., 2014), principalmente
los genes de las enzimas lipoxigenasa (biosintesis de JA) y ACCO. En A. thaliana
silvestre, la expresion de genes como LOX3 y ACS2; implicados en la biosintesis de
JA'y ET respectivamente, se encontraron regulados positivamente entre las 24 y 48
horas luego de la inoculacion con M. phaseolina (Schroeder et al., 2019). Asi
también, en raices y partes aéreas de Medicago truncatula; una leguminosa al igual
que soja, se indujo la expresion del gen OPR-12 (que codifica a una enzima
implicada en la biosintesis de JA) luego de 48 horas de inoculacion (Gaige et al.,
2010); aunque no fueron estudiados los genes implicados en la biosintesis de ET. En
el presente trabajo, se demostré un aumento no significativo de la expresion de AOS
(biosintesis de JA) durante la infeccion con M. phaseolina, sin observar una
diferencia entre la variedad susceptible y resistente (Figura 23). Mientras que el gen
ACCO/ACO2 (biosintesis de ET) fue ligeramente inducido en plantas infectadas de
A4910 (S) a los 3 dpi (Figura 26A) pero a los 6 dpi, se observo una disminucién de
la expresion en ambas variedades siendo significativa en DT974290 (R) (Figura

26B). Aunque en estudios anteriores fueron demostrados que la biosintesis de JA/ET
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se encuentra regulada al alta en etapas iniciales de la infeccion (entre las 24 y 72
horas luego de la inoculaciéon dependiendo de la metodologia utilizada) (Biswas et
al., 2014; Gaige et al., 2010; Schroeder et al., 2019) las observaciones no se llevaron
a cabo a tiempos mas tardios de la infeccion. Es de esperar que la biosintesis de las
fitohormonas ocurra a inicio de la respuesta al estrés para luego activar la
sefializacion y por ende a la respuesta. La induccion de AOS en fases tardias de la
infeccion observada en ambas variedades de soja puede deberse al mecanismo de
retroalimentacion positiva que regula la biosintesis de JA (Sasaki et al., 2001;
Wasternack, 2007), por lo que no descartaria que la biosintesis de JA se encontrase
diferencialmente activada antes de los 3 dpi en respuesta a la infeccion.

Las proteinas de la familia JAZ regulan la transcripcion de los genes de
respuesta a JA, inhibiendo la union de factores de transcripcion al ADN en ausencia
de JA (Wager & Browse, 2012). La expresion de los genes JAZ es inducida por JA,
regulando la activacion de esta via mediante una retroalimentacion negativa
(Grunewald et al., 2009; Moreno et al., 2013). Por otro lado, el sinergismo de JA/ET
en la defensa a necrotrofos requiere que ERF1 (componente de la sefializacion de
ET) actie como integrador de ambas vias (Lorenzo et al., 2003); lo que a su vez
requiere activar la sefializacion de ET. Una vez que ET se una a su receptor, éste
interactGa con la proteina de membrana EIN2 (Wen et al., 2012) para desencadenar
la cascada de sefializacion. Durante la infeccion con M. phaseolina, la induccion de
JAZ1 se verificd en RILs de yute resistente a este hongo luego de tres dias de
inoculacion (Biswas et al., 2014), sin embargo no se identificaron genes de factores
de transcripcién que responden a ET asociados a este fenotipo. Asi mismo, en
respuesta a la infeccion por M. phaseolina varios genes que codifican a factores de
transcripcion de la familia JAZ y ERF se encontraron regulados positivamente en A.
thaliana silvestre, entre las 24 y 48 horas luego de la inoculacion con M. phaseolina
(Schroeder et al., 2019). En el presente trabajo, a los 3 dpi, se observé la induccion
no significativa de la expresion de JAZ1 en infectados de ambas variedades de soja
en estudio con respecto a los controles, la cual fue mayor en DT974290 (R) (Figura
24A). Sin embargo, a los 6 dpi se observo similares niveles de expresion entre
controles e infectados de ambas variedades de JAZ1 (Figura 24B). A pesar de su

funcién como represor transcripcional de la via del JA, debido a que los genes JAZ
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son inducibles con JA se podria pensar que a los 3 dpi esta via se encuentra mas

activa que a los 6 dpi.

Un aumento en la expresion de ERF1 se observo en infectados de A4910 (S)
(Figura 27A), para lo cual también se encontrd inducida la expresion ACCO/ACO2
(biosintesis de ET) (Figura 26A). No obstante, a los 6 dpi induccion de ERF1 se
verificd solo en infectados de DT974290 (R) (Figura 27C). Estos resultados podrian
sugerir que la induccion de ERF1 a los 6 dpi es necesario para la resistencia a M.
phaseolina.

Mutaciones en el gen EIN2 en A. thaliana y su ortélogo en M. truncatula
mostraron que éstas fueron mas susceptibles a otros hongos necrotréficos como
Botrytis cinerea y Rhizoctonia solani, respectivamente (Thomma et al., 1999; Varma
Penmetsa et al., 2008), demostrando el papel de la sefializacion de ET en la defensa
contra patdgenos necrotroficos. Al igual que ACCO/ACO y ERF1; la expresion de
EIN2 se encontr6 inducida en infectados de la variedad susceptible y disminuida en
estos ejemplares de la variedad resistente a los 3 dpi (Figura 27B), lo cual podria
contribuir a la hipétesis de una activacion temprana de la sefializacién de ET en
A4910 (S), comparado con la variedad DT974290 (R), frente a la infeccion por M.
phaseolina. A los 6 dpi, no se observo la induccion de EIN2 en respuesta a la
infeccion en ambas variedades (Figura 27D), aunque la expresion de ERF1 se
encontré aumentada en la variedad resistente en este punto. Como EIN2 requiere de
la union de ET a su receptor para ser activado, esta disminucion puede deberse a que
en este punto de la infeccion por M. phaseolina reduce significativamente biosintesis
de ET (Figura 26B).

Existen dos ramas principales en la via de sefializacion de JA, una mediada
por factores de transcripcion MYC y otra mediada por ERF, ambas antagonicas entre
si. La rama MYC esta controlada por los factores de transcripcion de la familia MYC
e induce genes marcadores como VSP2 en respuesta a heridas y ataques de
herbivoros (Fernandez-Calvo et al., 2011; Lorenzo et al., 2004). Mientras que la
rama ERF esta regulada por los factores de transcripcion de la familia APETALA2

(AP2)/ERF y activa genes de defensinas como PDF1.2 en respuesta a ataques de
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patdgenos necrotréficos (Lorenzo et al., 2003; Pré et al., 2008), donde se verifica el
sinergismo de las vias de JA'y ET. En el presente trabajo, la expresion de VSP2 se
indujo ligeramente en infectados de DT974290 (R) y disminuyé en infectados de
A4910 (S) a los 3 dpi (Figura 25A). En este punto fue sugerida la activacion de
ERF1 en los infectados de la variedad susceptible; ademas de observarse un aumento
de la biosintesis de JA (Figura 23A), y menor represion por JAZ1 (Figura 24A) por
lo que la rama ERF podria estar activa y antagonizar la activacion de VSP2; sin
embargo, se deberia analizar otros genes de esta via para la confirmacion. La
induccién de VSP2 en infectados de la variedad resistente a los 3 dpi, podria
asociarse a una activacion mediada directamente por JA, el cual no requiere de ET
para su expresion (Lorenzo & Solano, 2005; Zhang et al., 2018). A los 6 dpi,
disminuye la expresion de VSP2 en infectados de ambas variedades (Figura 25C);
que podria deberse a la baja actividad de la via de JA (sugerida por el nivel de
expresion de JAZ1 similar entre control e infectado) en ambas variedades y la

activacion de la rama ERF en la variedad resistente (Figura 27C).

Se ha propuesto a PR3 como un marcador de la defensa mediada por JA/ET y
a PR5 por SA (Ali et al., 2017; Chandrashekar et al., 2018; Dinolfo et al., 2017,
Narusaka et al., 2015; Jung et al., 2007). Los transcriptos de PR3 se encontraron
diferencialmente inducidos en ejemplares RILs de yute resistente a M. phaseolina
durante la infeccion por este patdgeno (Biswas et al., 2014). Se ha informado que tras
la infeccién por M. phaseolina en dos variedades de sorgo (S. bicolor); resistente y
susceptible, los niveles de expresion de PR3 en el cultivar resistente fueron
significativamente mas altos y de expresién mas temprana (Sharma et al., 2014) este
hecho sentd las bases para el desarrollo de plantas de yute transgénico resistentes a
M. phaseolina mediante la introduccion del gen PR3 (Datta et al., 2018); esta
evidencia demuestra el potencial rol de estas PRs en la resistencia hacia M.
phaseolina. Los resultados obtenidos en soja demostraron una induccion significativa
de PR3 frente a la infeccion en la variedad A4910 (S) a los 3 dpi, no se observo
induccion en DT974290 (R) para la misma condicion (Figura 25B), hecho que se
invierte en fases tardias de la infeccion por M. phaseolina que provoc6 un aumento

significativo en variedad resistente; y no asi en la susceptible (Figura 25D). Esto
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podria suponer una respuesta mediada por JA/ET en fases tardias de la infeccion se

encuentra asociada a la resistencia.

5.3.2 Sefializacion de SA en la defensa de la soja frente M. phaseolina

En ciertas especies como M. truncatula no se ha esclarecido el rol del SA en
la defensa frente a M. phaseolina, ya que no se observo desarrollo de resistencia en
ejemplares infectados luego de la aplicacion exdgena de SA (Gaige et al., 2010) y no
se identificaron genes activados o inducidos de esta via de sefializacion en respuesta
a la infeccion (Mah et al., 2012). Por otra parte, genes de respuesta a SA se
encontraron regulados a la alta durante la infeccién por M. phaseolina en RILs de
yute con fenotipo resistente (Biswas et al., 2014), y los genes involucrados en la
sefializacion del SA fueron inducidos en una variedad de soja frente a la infeccion

por este patdgeno (Marquez et al., 2018).

NPR1 es el receptor de SA y un componente esencial para la regulacion de la
expresion génica durante RSA (Wu et al., 2012). La infeccion por M. phaseolina
induce significativamente la expresion de NPR1 en A4910 (S) a los 3 dpi y no asi en
DT974290 (R) donde se observé una leve disminucion no significativa con respecto
al control (Figura 28A). A los 6 dpi, la expresion de NPR1 en los infectados fue
similar a la de su respectivo control (Figura 28B). Ademas, en ambos tiempos de
estudio DT974290 (R) sin inocular expresé mas NPR1 que A4910 (S) (Figura 28) y
esto podria ser una caracteristica de la variedad que contribuiria a una respuesta
eficiente de SA (Ali et al., 2017).

EDS1 es un componente de regulacién de la defensa basal que promueve la
acumulacién de SA y controla la produccion de SA para la amplificaciéon de las
sefiales de defensa, ademas de mediar el antagonismo de JA/ET y SA en la defensa
(Rustérucci et al., 2001; Wiermer et al., 2005). Estudios previos han demostrado que
la variedad de soja DT974290 exhibe mayor expresion de EDS1 en raices antes de
ser enfrentado a M. phaseolina en comparacion a los niveles observados en una
variedad de susceptibilidad no caracterizada a M. phaseolina, y que EDS1 constituye
un componente de la resistencia hacia este patdégeno (Lawaju et al., 2018). Los

resultados obtenidos en este trabajo no demuestran una induccién de EDS1 frente a la
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infeccion por M. phaseolina. A los 3 dpi, se observé una leve disminucion del nivel
de expresion en DT974290 (R) frente a la infeccidn, ademas de un similar nivel de
expresion en ambas variedades sin inocular. (Figura 29A). A los 6 dpi, una leve
induccion del nivel de expresion EDS1 se verificd en DT974290 (R) infectados con
respecto al control, mientras que en A4910 (S) la expresion de EDS1 fue similar en
ambas condiciones (Figura 29B). Ademas, la expresion entre ejemplares sin inocular
de ambas variedades no demuestra la diferencia descrita anteriormente, cabe sefialar
que la comparacion descrita anteriormente fue realizada con una variedad distinta a

A4910 (S) y se analizaron raices, no asi tallos.

La RSA es un mecanismo de defensa inducida capaz de conferir una
proteccion duradera contra un amplio espectro de patégenos, que requiere la
sefializacion de SA y concluye con la acumulacién de proteinas relacionadas con la
patogénesis (PRs) que presentan diversas actividades efectoras y asi podrian
contribuir a la resistencia (Métraux 2013). La expresion de la proteina PR1 ha sido
utilizado por muchos como un marcador de la resistencia mediada por SA (Breen et
al., 2017). Los hallazgos del presente trabajo demuestran un aumento significativo de
la expresion de PR1 a los 3 dpi en la variedad susceptible y no en la resistente,
aunque se observd la induccion de este gen durante la infeccion en ambas variedades
(Figura 30A). En fases tardias de la infeccidn induce significativamente la expresion
de PR1 en ambas variedades (Figura 30B), sin observar una diferencia entre las
variedades.

Se ha propuesto que hongos necrotroficos como Botrytis cinerea y Alternaria
solani manipulan la sefializacion de SA para promover el desarrollo de su
enfermedad en el tomate a través de la activacién de NPR1, que suprime respuestas
importantes para la resistencia a este tipo de patégeno (Rahman et al., 2012). Por lo
tanto, la activacion temprana y muy elevada de SA a través de NPR1 observada en la
variedad susceptible frente a la infeccion podria contribuir a la susceptibilidad. La
expresion de PR1 en fases tardias de la infeccion puede deberse a la implicancia de
RSA, aunque también se ha observado que JA también es capaz de inducir la
acumulacion sistemica de PR1 en un mecanismo denominado resistencia sistémica
inducida (RSI) (Repka et al., 2004). En un estudio previo, la induccién de PR1 se
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observd en soja infectada con M. phaseolina entre las 24 y 72 horas luego de la
inoculacion (Marquez et al., 2018) . Sin embargo, debido a que este estudio utilizé

una sola variedad de soja, no es posible asociar con resistencia o susceptibilidad.

PR5 ha sido caracterizado como un marcador de respuesta a SA (Ali et al.,
2017; Jung et al., 2007). La expresion de PR5 se encontr6 diferencialmente inducida
en ejemplares RILs de yute resistente a M. phaseolina en respuesta a la infeccion por
este patdgeno (Biswas et al. 2014). Ademas, la sobreexpresion de PR5 de la planta
del té¢ (Camellia sinensis) CsTLP en papa (Solanum tuberosum) demostré el papel
potencial de induccion de resistencia a M phaseolina (Acharya et al., 2013) y un
aumento concomitante y significativo de genes involucrados en la ruta de la
biosintesis de fenilpropanoides, ROS y la via de respuesta de defensa general
después de la infeccion (Acharya et al., 2013), lo cual sugiere que las PR5 también
son capaces de activar otras vias de defensa. Sin embargo, pese a que estudios
previos sefialaron la implicancia de PR5 en defensa contra este patdgeno, no se
detectd expresion en ambas variedades de soja en los puntos de estudios del presente
trabajo. Por lo tanto, la expresion de PR5 durante la infeccion por M. phaseolina

podria aumentar la resistencia a este patdgeno.
5.3.3 Metabolismo secundario en la defensa de la soja frente a M. phaseolina

PAL1 constituye la primera enzima implicada en la ruta biosintética de los
fenilpropanoides, mas adelante CHI y FS determinan la sintesis de flavonoides e
isoflavonoides en la via (Falcone et al., 2012). En soja, frente a la infeccién a los 3
dpi indujo mas la expresion de PALL en la variedad A4910 (S) (Figura 31A); para
luego verificarse que la infeccion aumenté de manera significativa la expresiéon en
ambas variedades a los 6 dpi (Figura 31C). Esto indica que la ruta de
fenilpropanoide se activa en tiempos tardios de la infeccion en la variedad resistente.
Por otra parte, la expresion de CHI se indujo frente a la infeccion en la variedad
susceptible y no en la resistente a los 3 dpi (Figura 31B), que luego disminuy6 en
fases tardias de la infeccién en ambas variedades (Figura 31D). No se verifico la
expresion de FS en los dos puntos de estudio. Esto es contrario a lo observado en M.

truncatula donde se verifico la regulacion a la alta de genes implicados en los
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primeros pasos del metabolismo de fenilpropanoides entre las cuales se encontraron
PAL y CHI (Gaige et al., 2010). No obstante, el estudio de una variedad de soja
frente a la infeccion por M. phaseolina, reveld el aumento de expresion de genes
implicados en la sintesis de lignina, otra rama de la ruta fenilpropanoide (Marquez et
al., 2018). Ademas en soja, se ha demostrado que la supresion de la via de sintesis de
flavonoides en el vegetal aumentaba la susceptibilidad hacia este patdgeno lo cual se
encontraba asociado a la disminucion de gliceolina; fitoalexina de soja implicada en
la defensa a multiples patdgenos (Hill et al. 2010). Por lo tanto, la gliceolina podria
actuar como un componente importante en la defensa contra M. phaseolina (Lygin et
al. 2013). Para clarificar la importancia de la gliceolina en la resistencia o la
susceptibilidad de las variedades estudiadas, se debe analizar la cantidad de
gliceolina producida y otros genes implicados en la biosintesis de fenilpropanoides y

flavonoides.

5.3.4 Otras fitohormonas: Auxinas y ABA en la defensa de la soja frente M.

phaseolina

Se ha sugerido que la susceptibilidad a M. phaseolina puede deberse en parte
a la supresion de la respuesta de AUX en el huésped (Mah et al., 2012). En el
presente estudio se analizd la expresion de los genes de dos factores de
transcripciones represores de la via de AUX: IAA10 e IAA30. Se observé mayor
induccion de 1AA30 comparado con IAA10 en ambas variedades (Figura 32). Si bien
a etapas tempranas IAA30 se encuentra aumentado en infectados de ambas
variedades (Figura 32C), a los 6 dpi vemos una induccion significativa solo en la
variedad susceptible (Figura 32D), lo cual podria contribuir a su fenotipo. Sin
embargo, en la variedad resistente los valores de expresion fueron similares entre el
control y el infectado. Ademas, se ha reportado que tanto la aplicacién exdgena como
el efecto de AUX de rizobacterias fue capaz de impartir resistencia frente a M.
phaseolina en las especies ensayadas (Khare & Arora, 2010; Mah et al., 2012), por
un probable mecanismo de promocion de agua y nutrientes por parte del vegetal
(Patten and Glick 2002). Estas observaciones sugieren el rol de la sefializacion de

AUX en la resistencia frente a M. phaseolina.
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Por otro lado, aunque en los estudios de interaccion planta-M. phaseolina no
se aplican la sequia en las plantas infectadas, los transcriptos de genes relacionados
con la respuesta al ABA fueron aumentados durante el enfrentamiento a M.
phaseolina en RILs de yute con fenotipo resistente a este patdgeno (Biswas et al.
2014) y en un modelo de infeccion en soja (Marquez et al., 2018). Sin embargo, el
rol de la via del ABA no es muy claro en el desarrollo de la resistencia a este
patdgeno. ABF2 constituye uno de los componentes esenciales en la activacion de la
sefializacion de ABA (Kim et al., 2004). El patron de expresion de ABF2 en A4910
(S) frente a la infeccion verifico una induccion a los 3 dpi y una disminucion
significativa en fases tardias (Figura 33). Mientras que en DT974290 (R) se observé
una leve disminucion en los infectados para ambos puntos (Figura 33). ADHL1 es
inducido por ABA en estrés biotico y abiotico (Shi et al., 2017). La expresion de este
gen se disminuyd en fases tempranas de la infeccion en ambas variedades
comparadas con la de sus respectivos controles, mientras que a los 6 dpi la expresion
fue similar en ambas condiciones (Figura 34). Con respecto al otro gen inducido por
ABA, DHDN, a los 3 dpi se indujo en mayor grado en la variedad resistente, y a los 6
dpi se disminuy6 en ambas variedades, siendo esta disminucion significativa para la
susceptible (Figura 34). Se debe considerar que ABA es sensible al estrés abiotico y
la expresion de los genes estudiados pudieron estar afectados por dichos factores en
el punto de inoculacion debido al corte en el tallo; no obstante, la supresion de la
respuesta a ABA por M. phaseolina en A4910 (S) podria contribuir a la
susceptibilidad.

5.3.5 M. phaseolina como un patoégeno hemibiotrofo

El andlisis de la infeccidon por M. phaseolina en dos variedades de sésamo (S.
indicum); resistente y susceptible a este patdgeno sugirié que el mismo, considerado
necrotrofico, presenta un comportamiento hemibiotrofico, caracterizada por una fase
inicial biotrofica y una tardia necrotrofica, esta transicion se observa en hongos
hemibiotroficos tipicos como Colletotrichum sp. (Wei et al. 2013). Por lo que la
resistencia hacia M. phaseolina fue sugerida que se debe en gran parte de la

capacidad del huésped de adaptar las respuestas de defensa acorde el a las fases del
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patégeno durante la infeccion (Chowdhury et al., 2017), una respuesta temprana

mediada principalmente por SA y posteriormente JA/ET.

En el presente estudio la infeccién por M. phaseolina en soja provocd una
mayor activacion de la sefializacion mediada por SA a los 3 dpi en A4910 (S) que en
DT974290 (R) (Figura 28A y 30A). En fases tardias de la infeccion indujo
significativamente la expresion de PR1 (marcador de SA) en ambas variedades
(Figura 30B) lo que podria sugerir el establecimiento de RSA; sin embargo, este
mecanismo se caracteriza por el aumento de expresion de PRs, incluyendo a PR5;
cuya expresion no fue observada en el presente estudio. Ademas, se debe evaluar
organos o tejidos (e.g. hojas) alejados del sitio de infeccién para confirmar la
activacion de este mecanismo. Contrariamente, en sesamo se verificO que la
expresion de genes implicados en la activacion de la via de SA (SiNPR1 y SIEDS1)
aumentaba entre la fase biotrofica y la transicion biotrofica-necrotrofica para luego
disminuir en la fase tardia de la infeccion (fase necrotrofa), y los genes PRs
Thaumatine like protein (SiTLP) y Chitinase; el primero equivalente a PR5 mientras
que el segundo aunque codifica a una quitinasa ésta no se encuentra relacionada a la
familia PR3 en soja, aumentaron su expresion a medida que transcurria las fases de la
infeccion (Chowdhury et al., 2017), con lo cual se supone la induccion de RSA. En
general, la expresion de estos genes fue mayor en la variedad resistente de sésamo.
Previamente se ha reportado la induccion de PR1 en una variedad de soja entre las 24
y 72 horas luego de la inoculacién con M. phaseolina (Marquez et al., 2018), lo que
podia sugerir la activacion de defensa temprana mediada por SA. No obstante, la
metodologia de inoculacion no fue la misma que la aplicada en este trabajo, ademas
de utilizarse una sola variedad de soja y los resultados fueron obtenidos a partir de

raices.

La biosintesis JA se encontré inducida frente a la infeccion en ambos
tiempos, tanto para la variedad resistente y susceptible (Figura 23) y la de ET se
indujo a los 3 dpi en A4910 (S) (Figura 26A). A pesar de ello, los resultados del
presente trabajo sugieren que la respuesta mediada por JA/ET se encontrd inducida
frente a la infeccion en DT974290 (R) en fases tardias de la infeccién y no en A4910

(S), mediante la observacion en conjunto de la induccion de ERF1 y PR3 (Figura
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27C y 25D). Sin embargo, deben analizarse otros genes componentes de la
sefializacion de la rama ERF. En sésamo, la variedad resistente fue capaz de expresar
los genes de la via del JA/JET a modo de acompafiar al cambio de estilo de vida del
hongo (de biotréfica hacia necretrofica) (Chowdhury, Basu, and Kundu 2017). Los
picos iniciales de SiIAOS (gen de biosintesis de JA) en etapas iniciales de la infeccidn
(fase biotrdfica) en la variedad resistente permitieron a la planta regular rapidamente
los genes posteriores en la ruta de JA, en tanto que la regulacion al alza de SiISAM
(gen de biosintesis de etileno) durante la transicion del estilo de vida del hongo
indicd la activacion de la via de biosintesis de JA-ET. Una mayor acumulacién de
transcriptos de genes marcadores para la sefializacion de la rama ERF de JA
(SiPDF1.2, SiAP2, SIERF) ocurri6 en la etapa tardia de la infeccion (fase
necrotrofica), mientras el gen SIJAZ (represor de la via de JA) se comportd de

manera opuesta (Chowdhury et al., 2017).

Ademas, la implicancia del metabolismo secundario se verifico en sésamo en
donde la variedad resistente, los genes de la biosintesis de flavonoides y de lignina
fue constantemente mayor en la misma durante el proceso de infeccion (Chowdhury
et al., 2017). De hecho, la acumulacion de compuestos fenolicos y flavonoides se
encontro diferencialmente incrementada en la variedad resistente en estados tardios
de la infeccidn (fase necrotrofa). Sin embargo, en soja el estudio realizado no ha
esclarecido el papel de los flavonoides frente a la infeccion por M. phaseolina,
aunque no debe ser descartado.

Debido a que a los 3 dpi ya se observaron microesclerocios en el tallo
(Figura 20), se debe analizar estadios mas tempranos para conocer si en estas
condiciones experimentales el hongo utilizado en el presente trabajo demuestra un
comportamiento hemibiotréfico. Aunque a los 6 dpi se confirmé la induccion de PR3
y ERF1 (indicando una probable activacion de la via del JA/ET) en la variedad
resistente de soja, seria interesante analizar si la via del SA estd activa en esta

variedad en el caso de que el hongo presente un estilo de vida hemibiotroéfico.



6 CONCLUSION

En el presente trabajo se evalud el proceso de infeccion con M. phaseolina en
las variedades de soja DT974290 y A4910; resistente y susceptible a dicho patdgeno,
utilizando dos métodos de inoculacién. ElI método de inoculacion por cut-stem reflejo
mejor el fenotipo observado en el campo: menor extensién de la necrosis y un
detenimiento temprano del avance de la lesion a causa de la infeccion en la variedad
resistente. Se verificaron los signos de la infeccion a partir de tres dias luego de la

inoculacion.

No se observo una relacion entre el fenotipo resistente/susceptible y la
biomasa flngica, estimada mediante la relacion entre la cantidad del ADN flngico y
la del vegetal, en los tallos infectados con M. phaseolina.

Mediante el analisis de expresion de los genes, se encontrd que en la variedad
susceptible la sefializacion de SA se activa en fases tempranas de la infeccion, una
regulacion positiva de genes de biosintesis de metabolitos secundarios
principalmente en la fase temprana, asi como la induccion de represores de la via de
AUX tanto en la fase temprana como la tardia. Mientras tanto, en la variedad
resistente se observé una probable activacion de la respuesta mediada por JA/ET en

fases tardias de la infeccion.

Por lo tanto, la alta de expresion del gen IAA30 en la fase tardia de la
infeccion puede contribuir a la susceptibilidad a M. phaseolina. Aunque PR1 fue
inducido en la fase temprana solamente en la variedad susceptible, se desconoce su
implicancia en el desarrollo de la susceptibilidad. Por otro lado, la alta expresion del
gen PR3 podria contribuir a la resistencia al patdogeno. Adicionalmente, la mayor
expresion basal de EIN2 y ACO2 también podria contribuir a la resistencia del
huésped. Si bien los genes analizados han sido descritos como componentes de una

via de o respuesta a fitohormonas, éstos han sido estudiados en plantas modelo como
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Arabidopsis, por lo que en soja se requiere estudios que permitan verificar el
comportamiento de éstos ante la activacion de una via, como por ejemplo el
tratamiento con fitohormonas. Los resultados de este trabajo servirian para dilucidar
el mecanismo de defensa frente a este patdgeno y asi aplicar en la mejora de la soja

para aumentar su resistencia.
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