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RESUMEN

Bacterias fitopatégenas de los géneros Erwinia, Pseudomonas, Ralstonia, Pantoea y
Xanthomonas causan una gran cantidad de enfermedades en diversos cultivos. La base
molecular que explica parcialmente la patogenicidad de estas bacterias yace en el envio de
proteinas efectoras hacia el interior de las células hospederas a través del sistema de secrecion
tipo tres (SSTT). Xanthomonas axonopodis pv manihotis (Xam) es un bacilo gram negativo y es
el agente causal de la bacteriosis vascular de la yuca (Manihot esculenta Crantz). En Xam sélo
una proteina efectora, PthB, ha sido caracterizada como miembro de la familia de los efectores
tipo TAL (del inglés Transcription Activator- Like). Estudios derivados de la secuenciacién
parcial del genoma de la cepa de Xam ClIO151 ha permitido la identificacion de HpaF como un
factor de virulencia y posible efector de Xam. En este trabajo se evalué la importancia de HpaF
en la proliferacién y movilidad de Xam hacia distintos tejidos de la hoja de plantas de yuca
susceptibles de la variedad MCOL1522, mediante el empleo de curvas de crecimiento e
histologia. Adicionalmente mediante una estrategia de transcriptomica comparativa
empleando microarreglos de ADNc de yuca y ARN obtenidos de plantas de yuca inoculadas con
una cepa de Xam conteniendo HpaF y otra carente del gen que codifica para esta proteina, se
estudid el cambio en la regulacién de la expresion de genes de yuca por HpaF. Los datos
obtenidos sugieren que ninguno de los 5700 genes presentes en el microarreglo fueron
modificados. Los resultados obtenidos se discuten a la luz de posibles funciones de este
efector de Xam en las células de plantas de yuca.

ABSTRACT

Plant pathogenic bacteria of the genera Erwinia, Pseudomonas, Ralstonia, Pantoea and
Xanthomonas cause diverse diseases in various crops by means of injecting effector proteins
directly into host cells through the type three secretion system (TTSS). Xanthomonas
axonopodis pv manihotis (Xam) is a gram negative bacillus and is the causal agent of cassava
(Manihot esculenta Crantz) bacterial blight. In Xam only one effector protein, pthB, has been
characterized as a member of the transcripction activator-like (TAL) effector family. Studies
from the partial genome sequence of the Xam strain CIO151 has allowed the identification of
HpaF as a virulence factor and potential effector of Xam. In this study we evaluated the
importance of HpaF in the proliferation and mobility of Xam into different tissue of cassava
MCOL1522 leaves, using growth curves and histology. Additionally, through a strategy of
comparative transcriptomics using a cDNA microarray and RNA obtained from cassava plants
inoculated with a strain of Xam containing HpaF and one lacking the gene encoding this
protein, we studied the changes in the regulation of gene expression in cassava by HpaF. These
data suggest that none of the 5700 genes present in the microarray were modified. Obtained
results are discussed in light of possible functions of this Xam effector in cassava plant cells.

INTRODUCCION

La yuca (Manihot esculenta Crantz) es considerada como una de las principales fuentes de
alimento y energia para muchos paises en el mundo. Segun la FAO es la tercera fuente de
calorias en el trépico después del arroz y el maiz. Actualmente ha cobrado importancia en el
area de biocombustibles por la obtencién de etanol a partir del almidén de la raiz. La



bacteriosis vascular de la yuca o CBB (del inglés Cassava Bacterial Blight) es una enfermedad
causada por la bacteria Xanthomonas axonopodis pv manihotis (Xam) que puede producir
pérdidas en los cultivos de yuca que van desde el 12% al 100% después de tres ciclos de
produccién (Verdier, 2002).

Es importante destacar que la bacteriosis vascular no se ha podido controlar por métodos
quimicos y las medidas fitosanitarias de control no son muy eficientes. De ahi nace la
necesidad de encontrar otros mecanismos que permitan el control de esta enfermedad. Uno
de estos mecanismos ha sido la utilizaciéon de variedades resistentes de yuca. Aun asi, estas
variedades no se han adaptado a todas las condiciones climdticas donde la yuca es cultivada y
ademas, no presentan las cualidades agrondmicas deseadas para este cultivo, tales como
buenas cualidades culinarias y rendimientos altos. En la mayoria de las ocasiones estas
variedades resistentes han sido empleadas principalmente dentro de los programas de
mejoramiento genético convencional de yuca, el cual debido a las caracteristicas de la yuca
(ciclo largo, poliploidia y alta heterocigocidad) es dispendioso y largo.

Otro criterio que puede conducir al desarrollo de estrategias alternativas para el control de
esta enfermedad es el entendimiento de los mecanismos moleculares involucrados en la
patogenicidad de la bacteria. Recientemente se han realizado varios estudios encaminados al
entendimiento de los mecanismos de accién de genes efectores del sistema de secrecion tipo
tres (SSTT) los cuales juegan un papel importante en la patogenicidad de bacterias gram-
negativas. La generacidn de cepas mutantes para efectores tipo tres (Kim et al., 2009; Xu et al.,
2008) y el desarrollo de plantas transgénicas que expresan efectores (Hauck et al., 2003),
acompafiados de experimentos de expresidon génica en la planta como RT-PCR (Kim et al.,
2009) y microarreglos (Hauck et al., 2003), han permitido vislumbrar algunos de los
mecanismos que usan las proteinas efectoras para suprimir la inmunidad en plantas.

Varios estudios han demostrado la importancia de los genes hpa (asociados a los genes hrp o
hypersensitive response and pathogenicity) en la patogenicidad de varias especies del género
Xanthomonas (Buttner et al., 2004; Kim et al., 2003; Lorenz et al., 2008a; Lorenz et al., 2008b).
Los recientes trabajos encaminados a la identificacion de efectores en Xam a través de
secuenciaciéon parcial del genoma y busqueda de efectores candidatos liderados por el grupo
de Adriana Bernal en la Universidad de los Andes ha permitido la identificacion de HpaF, el cual
es un efector conservado en el género Xanthomonas. En algunas especies HpaF juega un rol
fundamental en la virulencia (Kim et al., 2003). Aunque en Xam se ha encontrado que es
importante para la virulencia de la bacteria (Pinzén et al., 2009; Trujillo, 2008), no se conoce
aun su mecanismo de accidn.

Lo anterior indica que posiblemente HpaF, uno de los pocos efectores caracterizados de Xam,
es importante para la patogenicidad de la misma. El conocimiento mas detallado de los
mecanismos moleculares que utilizan las proteinas efectoras de Xam como HpaF, para causar
enfermedad, permitirian en un futuro desarrollar nuevas estrategias de mejoramiento
genético en yuca. Asimismo fomentarian el desarrollo de la agricultura en paises tropicales
donde la bacteriosis es una de las enfermedades que mds pérdidas causa en los cultivos de
yuca.



ESTADO DEL ARTE Y MARCO TEORICO

Inmunidad en plantas

La primera rama de la inmunidad vegetal se basa en la capacidad de reconocimiento de
estructuras o moléculas altamente conservadas en todas las clases de microorganismos
incluyendo los patogénicos y no patogénicos. A estas estructuras se les conoce con el nombre
de PAMPs (del inglés Pathogen- Associated Molecular Patterns) o MAMPs (del inglés Microbe-
Associated Molecular Patterns). Actualmente se conoce una gran variedad de PAMPs de los
cuales los mas estudiados son la flagelina (flg22) (Felix et al., 1999), el factor de elongacién (EF-
tu) (Kunze et al., 2004), el lipopolisacarido (LPS) (Dow et al., 2000) y la quitina (Kaku et al.,
2006). Este reconocimiento de los PAMPs ocurre gracias a la existencia de proteinas de
reconocimiento denominadas PRRs (del inglés Pathogen Recognition Receptors) que
generalmente se encuentran en la membrana plasmatica de la célula vegetal. Un ejemplo de
éstos es el receptor de flagelina FLS2 (del inglés Flagellin Sensing 2), el cual corresponde a una
quinasa del tipo RLK (del inglés Receptor Like Kinase) y consiste de una regién de repeticiones
ricas en leucina (LRR) en el dominio extracelular unida a una serina/treonina quinasa en el
dominio intracelular (Gomez-Gomez & Boller, 2000). La flagelina no es sélo reconocida como
PAMP por receptores de plantas sino también por receptores de tipo TLR (del inglés Toll —Like
Receptors) de mamiferos (Underhill & Ozinsky, 2002).

Después de la percepcion del ligando por parte de los PRRs, se desencadena una cascada de
sefializacion mediada principalmente por quinasas (de tipo MAPK o Mitogen Associated
Protein Kinase) la cual es propia de una respuesta de defensa (Gohre & Robatzek, 2008). A esta
respuesta de defensa desencadenada como consecuencia de la interaccion PAMP/PRR se le
conoce como PTI (del inglés PAMP Triggered Immunity) o inmunidad mediada por PAMPs la
cual generalmente detiene la infeccién antes de que el microorganismo comience su
multiplicacidn (Chisholm et al., 2006; Dodds & Rathjen, 2010).

Sin embargo, diferentes fuerzas evolutivas han actuado para favorecer la multiplicacién del
patdgeno. La defensa del patdgeno ocurre mediante la supresion de la PTI gracias al envio de
proteinas efectoras al interior de las células de la planta, a través de un sistema de secrecion
tipo Il (SSTT) en el caso de bacterias fitopatégenas (ver mas adelante). Estas proteinas
efectoras cumplen dos funciones principales: la primera es ser reconocidas por proteinas de la
planta (en el caso de una interaccion incompatible o de resistencia) y la segunda, es causar la
supresion del reconocimiento por PAMPs o de la sefializacion de la resistencia (en el caso de
una interaccién compatible o de susceptibilidad). Una vez los patdgenos adquirieron la
capacidad de suprimir las defensas primarias (PTIl), las plantas desarrollaron un mecanismo
mas sofisticado para detectar a los patdgenos, el cual esta basado en el reconocimiento de las
proteinas efectoras que inyecta el patégeno, esta inmunidad se conoce como ETI (del inglés
Effector Triggered Immunity)(Chisholm et al., 2006). Esta segunda rama de la inmunidad o ETI
se basa en el reconocimiento directo (Dodds et al., 2006) o indirecto (Van der Biezen & Jones,
1998) que hacen las proteinas de resistencia (R) de su correspondiente efector y de manera
especifica. Cuando esto sucede, se produce una reaccién incompatible (resistencia) y para este
caso la proteina efectora se denomina proteina de avirulencia o Avr. Por el contrario, para el



caso de una reaccién compatible (en la cual la planta no presenta la proteina de resistencia
que reconoce al efector), entonces la proteina efectora es denominada proteina de virulencia,
ya que es capaz de inducir virulencia en el patégeno (Dodds & Rathjen, 2010).

La yuca y su importancia econémica

La yuca (Manihot esculenta Crantz) se considera como la base de la alimentacién para cerca de
1.000 millones de personas en 105 paises (FAO, 2008). Es el cuarto cultivo mundial mas
importante en paises subdesarrollados, con una produccién estimada en 2006 de 226 millones
de toneladas (FAO, 2008). Ademas, en estas zonas donde es cultivada constituye una de las
fuentes primordiales de energia para actividad humana, junto con el arroz, el maiz y la cafia de
azucar. En 1998, la FAO reporta que un aumento en la produccién de yuca a nivel mundial
podria ayudar a resolver el problema de desnutricién y hambre en las regiones mds pobres del
mundo donde podria ser cultivada. Adicionalmente, la FAO considera que la yuca podria
ayudar a proteger la seguridad alimentaria y energética de los paises pobres, los cuales se
encuentran amenazados por los crecientes precios de los alimentos y el petréleo, ya que a
partir del almiddn se puede producir bioetanol (FAO, 2008).

La yuca es un cultivo perenne que se propaga a partir de estacas (tallos maduros) de 20 cm, a
partir de las cuales se desarrolla un cultivo con un ciclo de vida de 8 a 24 meses para su
posterior cosecha (Lozano et al., 1981). Debido a su ciclo de vida largo, el cultivo se expone a
distintas condiciones climaticas que favorecen el establecimiento de una variedad de
patdgenos de tipo bacteriano, viral, fingico y entomoldgico (Lozano et al., 1981).

Bacteriosis vascular

Una de las principales enfermedades que afectan los cultivos de yuca es la bacteriosis vascular,
afiublo bacteriano o CBB (del inglés Cassava Bacterial Blight). Esta es una enfermedad vascular
y foliar causada por la bacteria gram negativa Xanthomonas axonopodis pv manihotis (Xam).
Xam es un bacilo que posee un unico flagelo polar, crece en medio con sucrosa produciendo
bacterias sin pigmentacidn, a excepcidon de esta ultima, la mayoria de sus caracteristicas
fisioldgicas y bioquimicas son tipicas de las xanthomonadas (Verdier, 2002).

Las pérdidas causadas por la bacteriosis pueden alcanzar el 100% después de tres ciclos de
produccién, todo esto si las condiciones son favorables para el desarrollo de la enfermedad y si
no se desarrollan practicas de control (Verdier, 2002). La aparicidn y expansion de la
enfermedad en un cultivo se debe principalmente al uso de estacas como medio de
propagacion y de herramientas infectadas con Xam, las cuales se usan ya contaminadas para
los siguientes ciclos de produccién. Como consecuencia, el patégeno puede difundirse
facilmente a estacas sanas tomadas de tallos asintomaticos (Verdier, 2002).

Xam es un patogeno sistémico y epifito, que se caracteriza por generar en la planta de yuca
sintomas que van desde manchas angulares en las hojas hasta la muerte de la planta. Otros
sintomas son el afiublo o quemazdn, marchitamiento, exudados y lesiones en el tallo. El
proceso de infeccidn inicia con la multiplicacion epifita de Xam en la hoja, luego se produce su
entrada a través de las aperturas estomaticas y heridas en la hoja. La fase preliminar ocurre en
espacios intercelulares en el meséfilo de la hoja y posteriormente el patdégeno se interna en los



vasos. Si los tallos lignificados se infectan la bacteria se mantiene en los tejidos vasculares,
donde puede sobrevivir hasta por 30 meses (Verdier, 2002).

Respuestas de yuca a la bacteriosis

Las respuestas de defensa de la yuca a la infeccidon por Xam, tanto en variedades resistentes
como susceptibles se estudid mediante técnicas de histoquimica en tallos de plantas in vitro
hace mas de 10 afios (Kpemoua et al., 1996). En este estudio encontraron que se presentaban
respuestas de defensa similares en tejidos vasculares de plantas resistentes y susceptibles, sin
embargo la intensidad de estas repuestas fue mayor en las variedades resistentes. Ademas se
observd que estas respuestas estan correlacionadas con una reduccidn en la extension de la
enfermedad. Por otro lado se encontré que, mientras el nimero de células productoras de
fenol no presentaba diferencia en plantas sanas (susceptibles y resistentes), hubo un
incremento significativo en el nimero de estas células presentes en el floema y xilema de
plantas resistentes infectadas. Esto se relaciona con estudios previos en los cuales se ha
mostrado una posible actividad bactericida de compuestos fendlicos en plantas infectadas con
Xanthomonas (Reimers & Leach, 1991). También se encontraron flavonoides que se
detectaron histoquimicamente sélo dentro de vasos infectados (Kpemoua et al., 1996). La
lignina también se presentd diferencialmente acumulada en las paredes de células del floema
y corticales, en plantas infectadas. Se cree que esto Ultimo contribuye a la prevencidn de
fuentes secundarias de indculo bacteriano. También se evidencié la acumulacién de
compuestos osmofilicos en las vacuolas y la formacién rapida de tilosis que obstruyen los
haces vasculares (Kpemoua et al., 1996).

Por otro lado, un estudio de interaccion compatible (enfermedad) en yuca utilizando
microscopia electronica de transmision ha mostrado que Xanthomonas axonopodis pv
manihotis parece provocar la degradacidn de celulosa y pectina de la pared celular de la yuca
(Boher et al., 1995). Esto se relaciona con otro estudio en tomate, en el cual se muestra por
localizacién citoquimica que la acumulacién y deposicidon de celulosa es mayor en plantas
inoculadas con cepas patogénicas, a diferencia de las plantas inoculadas con cepas no
patogénicas mutantes hrp (del inglés hypersensitve response and pathogenicity —ver mas
adelante) las cuales presentan menor cantidad de celulosa en su pared celular (Keshavarzi et
al., 2004).

Durante los ultimos afios, y gracias a grandes avances en el campo de la biologia molecular y
gendmica, se han logrado realizar estudios que han permitido un acercamiento a los
mecanismos moleculares que gobiernan la interaccion yuca — Xam. Dentro de éstos, se
encuentran la identificacién de QTLs (del inglés Quantitative Trait Locus) que permitié la
identificacion de regiones en el genoma de yuca asociadas con resistencia a Xam (Jorge et al.,
2000). Otros estudios han permitido identificar patrones de expresidén de genes de yuca en
respuesta a la infeccién con Xam (Lopez et al., 2005). Esto se logrd gracias a la generacion de
una coleccion de ESTs (del inglés Expressed Sequences Tags) y un catalogo unigen de 5700
genes expresados en yuca, los cuales fueron utilizados para estudiar el perfil de expresion de
genes en vyuca infectada con Xam por medio de un microarreglo de ADNc (ADN
complementario) (Lopez et al., 2004; Lopez et al., 2005). En estos estudios se encontré que
Xam induce, en una variedad resistente de yuca, la expresién de genes relacionados con el
refuerzo de la pared celular, formacion de depdsitos de lignina, explosidon oxidativa,



degradacion de proteinas y genes relacionados con patogenicidad. Adicionalmente, y con el
objeto de validar los resultados encontrados, se evalué la expresiéon de algunos genes
inducidos por QRT-PCR (del inglés Quantitative Real Time- Polymerase Chain Reaction)
empleando una variedad resistente (interaccidn incompatible) y una susceptible (interaccion
compatible). Los resultados muestran que los genes también son inducidos pero tardiamente y
a menor nivel en la variedad susceptible (Lopez et al., 2005), como se ha reportado en otros
patosistemas (Tao et al., 2003).

El agente patogeno

Paralelamente a los estudios desarrollados en yuca, se han realizado diversas investigaciones
que tienen como objeto caracterizar la bacteria con el fin de estudiar los mecanismos de
patogenicidad y a su vez analizar la diversidad genética de la especie. Varios estudios de
diversidad genética y geografica de Xam e identificacion de patotipos (cepas que al ser
evaluadas en distintas variedades de yuca presentan una patogenicidad comun) se han
desarrollado encaminados a obtener mejores estrategias de control de la bacteriosis (Gonzalez
et al., 2002; Restrepo et al., 2000a; Restrepo et al., 2000b; Restrepo & Verdier, 1997; Verdier
et al., 1994; Wydra et al., 2004). Estos estudios han permitido establecer una correlacion entre
los distintos haplotipos de Xam, las distintas zonas edafoclimaticas en las cuales se presentany
las variedades de yuca asociadas a estas zonas. En general, se ha encontrado que existe mayor
variabilidad genética de haplotipos de Xam en América que en Africa, y dentro de América las
cepas de Brasil son mas diversas que en Colombia y Venezuela, lo que se relaciona con el
origen amazoénico de la yuca (Olsen & Schaal, 1999). Por otro lado, la identificacién de
patotipos de Xam ha permitido establecer la resistencia /susceptibilidad a bacteriosis en un
gran numero de cultivares de yuca ante distintas cepas de Xam (Restrepo et al., 2000a; Wydra
et al., 2004). Estos estudios son de gran importancia ya que no soélo favorecen la identificacion
de genes de yuca asociados con la resistencia a la bacteriosis, sino que también permitiran
reconocer en un futuro factores de virulencia en los patotipos de Xam.

Mediante estudios de diversidad y comparaciones entre una cepa de Xam patogénica
(CFBP1851) con una no patogénica (ORST4) se identificd la pérdida de un fragmento de 8Kb
localizado en el ADN plasmidico en la cepa no patogénica (Verdier et al., 1994; Verdier et al.,
1996). Al inocular estas dos cepas sobre plantas de yuca susceptibles se evidencié que esta
regién se encontraba asociada con la patogenicidad. La secuenciacion de este fragmento de
ADN permitio la caracterizacion de un nuevo miembro de la familia de genes AvrBs3/pthA (ver
mas adelante), el cual fue nombrado pthB, y confiere patogenicidad sobre la planta hospedera
(Verdier et al., 1996). Por medio de la secuenciacidn del gen pthB, se logré identificar que la
proteina codificada por este gen consta de una region de 34 aminodcidos que se repiten 13.5
veces, dos NLS (sefiales de localizacion nuclear) y un AAD (dominio acidico de activacién)
(Castiblanco, 2009; Lépez et al., 2007).

Aunque la distribuciéon de poblaciones y diversidad genética de cepas de Xam han sido
estudiadas, es realmente poco lo que se conoce acerca de los mecanismos moleculares que
explican la patogenicidad en Xam. Es asi como surge la necesidad de generar conocimiento en
el area que permita desarrollar mejores estrategias para el manejo de esta enfermedad, lo cual
se logra mediante una mejor compresion de mecanismos y genes implicados en la
patogenicidad de Xam.



Patogenomica de Xam

Gracias al desarrollo de tecnologias de alto rendimiento en biologia molecular, durante los
ultimos afos ha sido mds asequible (en términos de tiempo y costos) la secuenciacidon de
genomas completos para grupos de investigacién en todo el mundo. Es por esto que
actualmente se registran un total de 6621 especies cuyos genomas han sido secuenciados
(NCBI, 2010). Dentro de estas especies, 1533 corresponden a especies pertenecientes al
dominio Bacteria, de las cuales mas del 60% corresponden patdgenos de animales y plantas
(NCBI, 2010). El primer genoma secuenciado de un fitopatdgeno fue Xylella fastidiosa, bacteria
que causa la clorosis variegada en drboles de naranja (Simpson A. J. G. et al., 2000). A partir de
este momento son cientos los fitopatdégenos cuyos genomas han sido secuenciados y Xam no
es la excepcion.

La secuenciacién del genoma de Xam, en particular la cepa ClO151, se estd realizado como
parte de un proyecto colaborativo liderado por Adriana Bernal en la Universidad de los Andes y
con la participacién de los grupos de investigaciéon liderados por Camilo Ldpez en la
Universidad Nacional y Ralf Koebnik en el IRD (Institut de recherche pour le développement).
La secuencia del genoma de la cepa CIO151 se ha obtenido empleando las tecnologias de
secuenciacién de nueva generacion como lllumina (Solexa), 454 (Pirosecuenciacién) vy
secuenciaciéon de extremos de clones féosmidos empleando la secuenciacién de Sanger.
Actualmente se cuenta con datos derivados de la secuenciacién del genoma de Xam cepa
ClO151, los cuales han permitido identificar posibles candidatos a efectores tipo Ill gracias a
aproximaciones bioinformaticas derivadas de la secuenciacion completa del genoma de
Xanthomonas campestris pv vesicatoria (Thieme et al., 2005), ahora llamada Xanthomonas
axonopodis pv vesicatoria. Aunque se cree que Xam presenta aproximadamente 30 efectores
tipo Ill, sélo algunos pocos se han podido amplificar por PCR (del inglés Polymerase Chain
Reaction) y caracterizar como posibles proteinas de patogenicidad, entre los cuales se
encuentra HpaF (Pinzén et al., 2009; Trujillo, 2008). Una aproximacién para identificar
proteinas asociadas con la virulencia de Xam, es a través del estudio de la pérdida de virulencia
mediante la generacién de mutantes por recombinacidn homdloga de una serie de posibles
proteinas efectoras de Xam (Trujillo, 2008). La posterior complementacién de estas proteinas
en un vector, permitid identificar a HpaF como factor de virulencia de Xam (Pinzén et al.,
2009).

Islas de patogenicidad y genes hrp

Las bacterias fitopatdgenas de los géneros Erwinia, Pseudomonas, Ralstonia, Pantoea y
Xanthomonas causan una gran variedad de enfermedades, en algunos casos devastadoras, en
una gran diversidad de plantas, algunas de las cuales son cultivos de gran importancia. Sin
embargo, todas estas comparten tres caracteristicas: colonizan los espacios intercelulares de
las plantas, son capaces de matar las células vegetales y poseen genes hrp (del inglés
hypersensitve response and pathogenicity). El origen del nombre hrp se debe a observaciones
iniciales las cuales mostraban que mutaciones en algunos de estos genes provocaban que
estas bacterias al ser inoculadas sobre plantas hospederas, normalmente susceptibles, no se
desarrollara enfermedad y sobre plantas normalmente resistentes que se defendian mediante
una HR (del inglés hypersensitive response), ésta se perdiese (Alfano & Collmer, 1997). Hoy se
sabe que estos genes codifican para el sistema de secrecién tipo lll, el cual es un complejo
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proteico que actla a manera de jeringa y que permite la inyeccidn de las proteinas efectoras
(Alfano & Collmer, 1997). A excepcién de las bacterias de género Agrobacterium, los genes hrp
estdn presentes y son muy similares en todas las bacterias fitopatégenas bidtrofas gram-
negativas, y generalmente estan organizados como grandes clusters en regiones
cromosdmicas que se expanden de 20 a 30 Kb y comprenden mas de 20 genes (Buttner &
Bonas, 2002). Dentro de estos clusters de genes hrp se encuentran algunos genes
denominados hrc (del inglés hrp conserved) los cuales son altamente conservados en bacterias
patdgenas de animales y plantas. Adicionalmente existen los genes denominados hpa (del
inglés hrp associated) los cuales contribuyen con la patogenicidad y la induccién de HR en
plantas no hospedero. Las regiones hrp-hrc se denominan islas de patogenicidad (PAls o
Pathogeniticy Island) en varias bacterias fitopatdgenas, y la mayoria de proteinas que hacen
parte de esta isla funcionan como parte del sistema de secrecién tipo Il (SSTT). Se sabe que
estas islas contienen genes que estdn flanqueados por elementos genéticos moviles,
secuencias relacionadas con ARNt, y ademds presentan una composicion GC diferente a la del
resto del genoma (Alfano et al., 2000). Estas caracteristicas han llevado a sugerir que este tipo
de secuencias se han producido por fendmenos de transferencia horizontal de genes (Pallen &
Wren, 2007; Van Sluys et al., 2002).

Las bacterias del género Xanthomonas infectan y son responsables de varias enfermedades en
una gran variedad de cultivos de importancia econdmica mundial, tales como arroz, citricos,
soya y yuca. En los dltimos afios se han realizado varios estudios que han permitido la
caracterizacién de las islas de patogenicidad en varias especies de este género, gracias a la
secuenciacién completa de sus genomas (Buttner et al., 2006; Buttner et al., 2007 ; Kim et al.,
2003; Sugio et al., 2005; Thieme et al., 2005). Estudios en Xanthomonas axonopodis pv glycines
mostraron que la isla de patogenicidad estaba compuesta por nueve genes hrp, nueve hrcy
ocho genes hpa (Kim et al., 2003). En general, estas PAls son altamente conservadas a nivel de
secuencia en las especies X. axonopodis pv glycines (Xag), X. axonopodis pv citri (Xac), X.
campestris pv campestris (Xcc), X. campestris pv vesicatoria (Xcv) ahora llamada X. axonopodis
pv vesicatoria (Xav) y X. oryzae pv oryzae (Xoo). De estos estudios se ha encontrado que existe
una regién central mas conservada y comprende 20 genes que se extiende desde el ORF hrcC
hasta el ORF hpaB. Esta region contiene secuencias altamente conservadas en las especies
Xag, Xac, Xcc, Xav y Xoo con una identidad mayor al 80% a nivel de aminodacidos a excepcidn
de hpaA el cual presenta una identidad relativamente baja (Kim et al., 2003). Adicionalmente
se encontraron, corriente abajo del nicleo Hrp, homdlogos de los genes hrpF y hpaF de Xag en
las otras especies de Xanthomonas ya mencionadas; sin embargo no se encontraron
homadlogos de hpaF en Xcc. En este mismo estudio, se crearon mutantes con el fin de
evidenciar la funcion de estos genes, y encontraron que los genes hrp y hrc son esenciales para
la patogenicidad total y para la induccion de HR en plantas resistentes de pimienta (Buttner et
al., 2007 ). Por su parte, los mutantes hpaG, hpaC y hpaF presentaron una disminucion
significativa de la virulencia pero fueron capaces de inducir una HR (Buttner et al., 2007 ).
Ensayos de crecimiento bacteriano de la cepa de Xag mutada en hpaF muestran que hay una
disminucién del titulo bacteriano en la planta en comparacién con la cepa silvestre (Kim et al.,
2003), indicando un papel importante de esta proteina en su fitness.

HpaF es una proteina bacteriana con un motivo LRR (del inglés leucine-rich repeat) con
homdlogos en Xag, Xac, Xav, Xoo y Ralstonia solanacearum (Gueneron et al., 2000; Kim et al.,



2003). El LRR es un motivo proteico tipico cominmente observado en proteinas eucariotas y
parece estar involucrado en la formacién de interacciones proteina-proteina, lo cual resulta de
especial interés bioldgico (Kobe & Kajava, 2001). Aunque el LRR es un dominio tipico
eucariotico, estas proteinas parecen tener roles esenciales en la virulencia de patégenos
bacterianos. Estudios de andlisis de secuencias y modelamiento molecular del dominio GALA-
LRR de Ralstonia solanacearum sugieren la transferencia horizontal de estas proteinas desde la
planta hospedera (Kajava et al., 2008). Como ya se ha mencionado, HpaF se ha encontrado en
especies de Xanthomonas (Kim et al., 2003) y también existen proteinas similares como PopC
(homdlogo de HpaF), LrpE y GALA en R. solanacearum (Angot et al., 2006; Gueneron et al.,
2000; Murata et al., 2006). Sin embargo, entre estas proteinas sélo se ha demostrado que
GALA y PopC funcionan como efectores tipo Il (Angot et al., 2006; Gueneron et al., 2000). Por
su parte, en Xcc se ha encontrado un efector de tipo Ill con dominios LRR denominado XC1553
(Xu et al., 2008). En humanos, de manera similar se ha encontrado que un patégeno como
Yersinia pestis presenta la proteina YopM la cual contiene repeticiones LRR en tdndem y es una
proteina efectora que juega un papel importante en estados iniciales de la infeccién (Viboud &
Bliska, 2005). Por su parte InlB, una proteina de Listeria monocytogenes, la cual también
presenta este motivo, se ha encontrado que juega un papel importante en la entrada a las
células de mamiferos (Braun et al., 1999).

Efectores como supresores de defensa basal

Con el fin de lograr colonizar a los hospederos, las bacterias gram negativas han desarrollado
un sistema que les permite introducir a la planta una serie de proteinas efectoras, las cuales
por accién colectiva son capaces de promover el crecimiento del patégeno (Gohre & Robatzek,
2008). A este sistema se le conoce con el nombre de sistema de secrecién tipo Ill (SSTT), y es
un sistema universalmente utilizado por las bacterias no sélo para introducir proteinas a
plantas, sino también a una variedad de células eucariotas (Chisholm et al., 2006). En bacterias
fitopatdgenas, las proteinas que conforman la jeringa que se localiza en la membrana de la
bacteria y que constituye el SSTT, son codificadas por el clister de genes hrp (ver arriba)
(Alfano & Collmer, 2004).

Una cepa de una bacteria fitopatdgena es capaz de enviar entre 15-30 efectores al interior del
hospedero utilizando el SSTT (Jones & Dangl, 2006). Una de las funciones que cumplen las
proteinas efectoras es suprimir la inmunidad mediada por la interaccion PAMP/PRR (Dodds &
Rathjen, 2010). Esto lo logran por diversos mecanismos, siendo uno de estos la actividad
proteasa que presentan estas moléculas, lo cual lleva a degradar o inactivar componentes de
esta rama de la inmunidad (Block et al., 2008). Por ejemplo, AvrPphB y AvrRpt2 de
Pseudomonas syringae y dos familias de efectores (XopD y Yopl) son cisteina proteasas
(Hotson et al., 2003; Mukherjee, 2006). Otros efectores tipo Il utilizan la maquinaria de
ubiquitinacién del hospedero y el proteosoma 26S con el fin de alterar la estabilidad de las
proteinas (Block et al., 2008). Ejemplos de este mecanismo lo constituyen los efectores GALA
de R. solanacearum (Angot et al., 2006) y AvrPtoB de P. syringae (Abramovitch et al., 2006).
Del mismo modo, HopM1 de P. syringae tiene como blanco el proteosoma 26S con el fin de
aumentar la degradacion de moléculas importantes en el trafico vesicular (Nomura et al.,,
2006). La fosforilacion y defosforilacion de proteinas del hospedero es otro mecanismo que
usan los efectores tipo Il para suprimir las cascadas de sefializacion desencadenadas en la PTI



(Block et al., 2008). En esta via las proteinas MAPKs juegan un papel muy importante ya que
actuan secuencialmente fosforilando componentes que se encuentran corriente abajo de la via
de sefializacién, es por esto que también suelen ser blancos de efectores como por ejemplo de
HopAlly HopAO1 de P. syringae (Block et al., 2008).

Como ya se ha mencionado, para que el patégeno logre colonizar un hospedero tiene que
atravesar una serie de barreras estructurales que presentan las plantas, con el fin de
defenderse constitutivamente ante el ataque de los patégenos (Gohre & Robatzek, 2008). Una
de las principales barreras la constituye la pared celular, y se sabe que durante la infeccidn las
plantas generan modificaciones en la pared con el fin de reforzar esta barrera estructural
(Chisholm et al., 2006; Gohre & Robatzek, 2008). Una de estas modificaciones consiste en la
deposicién de calosa en aposiciones de la pared celular denominadas papilas (Gohre &
Robatzek, 2008). Estudios de expresion diferencial mediante microarreglos en el patosistema
Arabidopsis - Pseudomonas, han mostrado que ciertos efectores tienen como funcidn prevenir
en la planta la secrecidon de proteinas que se relacionan con el refuerzo de estas barreras
estructurales, tales como la deposicidon de calosa para la formacion de papilas (Hauck et al.,
2003). lgualmente, estudios de microscopia de epifluorescencia con azul de anilina han
demostrado que el efector XopN de Xanthomonas campestris pv vesicatoria suprime la
deposicién de calosa tanto en tomate como en Arabidopsis (Kim et al., 2009). En pimienta
también se han realizado estudios de epifluorescencia con azul de anilina, histoquimicos e
inmunocitoquimicos con particulas de oro en los cuales se demuestra que existe mayor
presencia de calosa en las papilas de plantas inoculadas con la cepa mutante hrp de
Xanthomonas campestris pv vesicatoria que en plantas inoculadas con la cepa silvestre
(Keshavarzi et al., 2004).

Se sabe que cepas del género Xanthomonas son capaces de secretar un conjunto de 15 6 mas
proteinas efectoras (Kay & Bonas, 2009), aun asi no todos éstos contribuyen en igual magnitud
a la virulencia de la bacteria. A diferencia de lo encontrado en P. syringae, en Xanthomonas sp.
no se habian encontrado efectores que tengan como funcién suprimir la defensa basal de la
planta (Kay & Bonas, 2009). Sin embargo, recientemente se descubrié que XopN, un efector de
Xanthomonas campestris pv vesicatoria, es capaz de interactuar con receptores tipo quinasa
de la planta y suprimir la defensa basal en tomate (Kim et al., 2003).

Uno de los efectores mas estudiados que regula la transcripcion del hospedero es AvrBs3 de
Xanthomonas campestris pv vesicatoria, el cual anteriormente le otorgaba el nombre a una
gran familia de efectores con caracteristicas estructurales bien definidas que se encuentran
predominantemente en el género Xanthomonas (AvrBs3/pthA) y que actualmente es
denominado efectores TAL (del inglés transcription activator-like). Estudios de AvrBs3
mostraron que este efector se une directamente a la regidn promotora de un gen que codifica
para un factor de transcripcion (upa20) y que este a su vez permite la expresion de un gen
regulador del tamafio celular (upa20) (Kay et al., 2007). Esto implica que este efector se dirige
especificamente hacia el nucleo de la planta y se une directamente al ADN, con el fin de
modificar la expresién de genes de la planta. La expresién del gen upa20 favorece el
crecimiento del patégeno y puede ser considerado como un “gen de susceptibilidad”.
Adicionalmente, analisis de cambios en la movilidad electroforética demostraron que AvrBs3,
en el caso de una interaccidn incompatible, se une al promotor del gen de resistencia Bs3



(Romer et al., 2007). Bs3 codifica una proteina homadloga a monooxigenasas dependientes de
flavina y posiblemente actia como un inductor de la muerte celular (Romer et al., 2007).

Un mecanismo particular empleado por los efectores tipo Il es la alteracidn de los niveles de
proteinas por medio de la modificacion de la transcripcidén del hospedero (Hauck et al., 2003;
Kay et al., 2007; Saijo & Schulze-Lefert, 2008; Sugio et al., 2007; Yang et al., 2006). Se piensa
que estas regiones del ADN del hospedero a las cuales se unen los efectores tipo TAL podrian
ser considerados como factores de susceptibilidad que al ser activados promueven la
patogenicidad, facilitando la entrada, multiplicacién, dispersién y finalmente la salida de las
bacterias de los tejidos ya muertos de la planta para colonizar los tejidos vecinos (Saijo &
Schulze-Lefert, 2008).

Con el fin de estudiar las interacciones moleculares planta — patégeno y particularmente la
accion de efectores tipo Ill en la modificacidon transcripcional de la planta, una de las
estrategias mas notables ha sido la implementacién de microarreglos y chips de ADN. Estudios
de la interaccién Arabidopsis — Pseudomonas empleando microarreglos han demostrado que la
expresion de AvrPto en Arabidopsis reprime la expresién de cierto grupo de genes
involucrados en la deposicién de calosa para la formacién de papilas (Hauck et al., 2003). Por
otro lado, estudios en el patosistema arroz — Xanthomonas oryzae pv oryzae han mostrado
que cuando plantas de arroz de una variedad susceptible son inoculadas con una cepa
virulenta, se observa un aumento de la expresion de un gen de susceptibilidad, en
comparacién con las plantas inoculadas con mutantes para un efector tipo Ill (pthXo1) (Yang
et al., 2006). En este mismo patosistema, el uso de microarreglos también ha permitido
identificar que otros efectores del sistema de secrecion tipo Ill, como pthXo6 y pthXo7, regulan
la induccién de genes de susceptibilidad durante la bacteriosis vascular de arroz (Sugio et al.,
2007).

En yuca, se han empleado etiquetas de secuencias expresadas o ESTs derivadas de librerias de
ADNCc para la construccidon de microarreglos (Lopez et al., 2005; Restrepo et al., 2005). Estas
etiquetas son de gran utilidad ya que permiten la identificacion de genes que se expresan
diferencialmente en determinados momentos de un organismo. El microarreglo de yuca se
construyé con el objeto de estudiar el perfil de expresidn de genes involucrados en la
respuesta a la infeccion con Xam (Lopez et al., 2005), sin embargo también se ha utilizado
estudiar el deterioro post cosecha (Reilly et al., 2007) y andlisis del proceso de infeccién con
mosca blanca (Adriana Bohdrquez, comunicacién personal, (BRU CIAT)).

En el contexto de una interaccion compatible, este microarreglo nos permite estudiar la
contribucion de un efector especifico de Xam a la susceptibilidad en yuca mediante cambios en
el perfil de expresion de genes. Particularmente para HpaF que es uno de los pocos efectores
para el cual se ha logrado determinar un papel importante en la patogenicidad de Xam.



OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el efecto de la proteina HpaF de Xam en la susceptibilidad de hojas de yuca,
mediante la identificacién de sintomas de enfermedad y cambios en la expresion de genes.

Objetivos especificos

1. Identificar sintomas de enfermedad en hojas de yuca de la variedad susceptible
MCOL1522 inoculadas con las cepas de Xam WT, Xam AhpaF y Xam AhpaF (hpaF).

2. Determinar el perfil de expresidén de genes en hojas de yuca de la variedad susceptible
MCOL1522 inoculadas con las cepas Xam AhpaF y Xam DAhpaF (hpaF).

3. Analizar los resultados del perfil de expresidon de genes por bioinformatica.

METODOLOGIA

1. Inoculacion

Material Vegetal

Las estacas de MCOL1522 (variedad susceptible) provenientes del campo (Finca Los
Bugambiles, La Vega Cudinamarca) se trajeron a Bogota y se sembraron en bolsas de plastico
en el invernadero (28°C, fotoperiodo de 12 horas) en una mezcla de arena a tierra 3:1. Para los
experimentos se emplearon plantas de yuca de aproximadamente 45 dias de sembradas.

Bacterias

Las cepas de Xam que se utilizaron para realizar las inoculaciones fueron: i) CFBP1851 (cepa
silvestre), i) Xam AhpaF (mutante para HpaF) y iii) Xam AhpaF (hpaF) (mutante
complementado con HpaF). La cepa Xam AhpaF se generé mediante recombinacidn homéloga
por medio de un vector suicida (Trujillo, 2008), y sobre esta cepa se hizo un ensayo de
complementacion de HpaF por medio de transformacién genética con un pBAV226:hpaF
(Pinzon et al., 2009). Estas cepas fueron desarrolladas por el LAMFU (Laboratorio de Micologia
y patologia de plantas) de la Universidad de los Andes. La variedad de yuca que se empled para
las inoculaciones fue MCOL1522, la cual es susceptible a la cepa de Xam CFBP1851.

Las bacterias se crecieron en medio LPGA (0,5% extracto de levadura, 0,5% peptona, 0,5%
glucosa y 1,5% agar) durante 48 horas a 28°C a partir del stock a -80. Para el crecimiento en
liquido se utilizo LPG (0,5% extracto de levadura, 0,5% peptonay 0,5%glucosa).

Inoculacion

Para la evaluacion del crecimiento bacteriano, los ensayos de histologia y el registro
fotografico se realizé una puncién con una aguja estéril en la nervadura principal del haz del
foliolo central a una distancia de 1cm abajo del 4pice, y se agregaron 10ul de una suspension
bacteriana a una densidad dptica de 0,2 a 600nm (Fig. 1Ay 2). Este procedimiento se realizé de
igual manera para las tres cepas de Xam.



La inoculacion para los experimentos de expresidon de genes se realizd en cuatro puntos, dos
en el meséfilo y dos en el nervio principal, de todos los foliolos de la hoja de la variedad
MCOL1522 con las tres cepas ya mencionadas empleando el mismo procedimiento de puncién
(Fig. 1B).

Figura 1. Inoculaciones en hojas de yuca. A A la izquierda se muestra una fotografia con la inoculaciéon

utilizada en la evaluacion del crecimiento bacteriano, ensayos de histologia y registro fotografico de la

enfermedad. B A la derecha se muestra la fotografia de la inoculacion de las hojas que seran utilizadas
en la extraccion de ARN. En ambos casos, se colocaron gotas del 10ul a una DO de 0,2 a 600nm.

2. Crecimiento bacteriano

Con el objeto de determinar cambios en el desplazamiento y en la cantidad de bacteria a
través del nervio central de la hoja, se tomaron cuatro sitios a estudiar: el primero a 1cm hacia
abajo del punto de inoculacidon, el segundo desde 1cm hasta 2cm del punto de inoculacién
hacia el peciolo, el tercero desde 2cm hasta 3cm del punto de inoculacidn hacia el peciolo y
finalmente el cuarto desde 3cm hasta 4cm punto del inoculacion hacia el peciolo (Fig. 2). Para
cada uno de estos sitios, se macerd el tejido en 100ul de MgCl, (10mM) luego se completd a
un volumen de 1000ul con MgCl, y se hicieron diluciones seriadas en MgCl, (100ul en 900ul) a
partir del macerado. Se platearon tres gotas de cada dilucion en medio LPGA con el fin de
contabilizar unidades formadoras de colonia (UFC) en cada gota. Para la medicidon del
crecimiento bacteriano se tomaron tres tiempos: 0 DPI(dias post inoculacién), 4 DPIy 8 DPI.

Punto de inoculacién

Figura 2. Esquema del experimento de curvas de crecimiento bacteriano en la hoja de yuca. La
inoculacion se realizé a 1cm del apice del foliolo central y se tomaron cuatro sitios de 1cm de largo del
nervio principal del foliolo.

3. Histologia

Para la recoleccion del material se hizo un corte en forma de cuadrado con 0,5 cm de didmetro
aproximadamente, tangencial al punto de inoculacion (Fig. 3A). Una vez recolectada la muestra



se procedidé a hacer la fijacidon y aclaramiento de la misma, se hizo el montaje en bloques de
parafina, y se seccionaron en micrétomo de rotacion (Anexos, protocolo A).

Dentro del tejido se evaluaron dos regiones, una cercana al sitio de inoculacion (entre 1y 2mm
hacia arriba del punto de inoculacién) y la otra alejada (entre 3 y 4mm hacia arriba del punto
de inoculacién) (Fig. 3B). Para cada regién se hicieron 150 cortes de 5um, se utilizaron 30
cortes por cada tincidn, éstos se fijaron en tres ldminas de 10 cortes cada una con el objeto de
tener tres réplicas técnicas. Después de tener los cortes fijados a las [dminas se procedid a
hacer las tinciones diferenciales de azul de astra -fucsina, azul de toluidina, azul de resorcina,
floroglucinol y sudan negro (Anexos, protocolos B —F).

A B

Punto de inoculacién

Region B {
Region A {

Punto de /

inoculacion

} 150 cortes de 5 um (30 por tincion)

} 150 cortes de 5 pm (30 por tincion)

Figura 3. Esquema del experimento de la evaluacion fenotipica microscopica de la enfermedad.
A. Para seleccionar el tejido empleado en los cortes de parafina se hizo un corte en forma de
cuadrado tangencial al punto de inoculacidn. Se hizo una muesca en el cuadrado para
mantener la orientacion al momento de realizar los cortes con el micrétomo. B. Esquema del
bloque de tejido con las dos regiones a evaluar, la regidon A que se encuentra inmediatamente
después de la inoculacidn, y la region B que se encuentra en la segunda mitad del bloque, en la
region intermedia coloreada de negro no se hicieron cortes.

4. Expresion diferencial por microarreglos

Extraccion de ARN

Para la recoleccion de las hojas en el invernadero se tomé la hoja y se almacend en nitrégeno
liguido. Las extracciones de ARN se realizaron utilizando fenol:cloroformo (Anexos, protocolo
G). Luego se procedid a hacer un tratamiento con DNAsa y una limpieza (Anexos, protocolo H).
Una vez se obtuvo el ARN total libre de ADN gendmico, se visualizd con electroforesis en gel de
agarosa y NanoDrop (Thermo Scientific).

Sintesis de ADNc y marcaje

La sintesis de ADNc se realizé empleando el método SMART PCR cDNA Synthesis Kit (Clontech,
CA). La ventaja de este método es que esta disefiado especialmente para casos en los cuales se
parte de una cantidad limitada de ARN total. Adicionalmente este método utiliza una
amplificacion del ADNc por LD PCR (del Inglés Long Distance Polymerase Chain Reaction) para
aumentar la concentracion del ADNc con el minimo nimero de ciclos en la amplificacion de tal
forma que no se altere la relacién en la cantidad de transcritos de cada gen. La sintesis de
primera cadena se realizd6 empleando un primer oligodT modificado que sirve como cebador
de la enzima MMLV Reserse Transcriptase (Clontech) (Anexos, protocolo I).



El ADNc amplificado se limpié empleando el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega) (Anexos, protocolo J). Posteriormente, se visualizé por electroforesis en gel de
agarosa y se evaluo la calidad con NanoDrop (Thermo Scientific).

Para el marcaje de las sondas de ADNc se empled un protocolo de marcaje directo en el cual se
incorporaron Cy3 6 Cy5 (Cy3-dUTP 6 Cy5-dUTP, GE Healthcare) mediante una reaccién de
sintesis utilizando primers aleatorios y la enzima Exonuclease-free Klenow (USB) (Anexos,
protocolo K). Para todas las comparaciones se hicieron tres réplicas técnicas (tres sintesis de
ADNCc a partir del mismo ARN) con un dye-swap (inversion de Cys) para evaluar la varianza
dada por las diferencias en la reaccidon de incorporacién de los Cys. Una vez terminada la
reaccién de marcaje se hizo nuevamente una limpieza por columna del ADN empleando
Qiagen (Anexos, protocolo J) y se evalué la pureza y eficiencia del marcaje por NanoDrop
(Thermo Scientific).

Construccion del microarreglo

Los microarreglos se construyeron a partir de colonias que contienen los insertos de ADNc de
cada uno de los 5700 genes Unicos. Estas bacterias se encuentran organizadas en 14 placas de
384 pozos y se encuentra disponible en CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical). Los
insertos fueron amplificados por PCR a partir de los clones de bacteria. Los productos de PCR
se secaron y se resuspendieron en buffer de impresién (NaCl 0.45 M, citrato de sodio 0.045 M
y betaina 1.5 M) y finalmente se transfirieron a placas de 384 pozos para ser impresos sobre
[dminas de vidrio cubiertas con poly-L-lisina (Thermo Scientific) usando un pin de 6X4 del
SPBIO Microarray Spotting Station que se encuentra en CIAT. El ADN de los microarreglos se
denaturd al ubicar la ldmina de vidrio sobre una plancha caliente a 95°C por 10 segundos, se
fijé con ultravioleta a 410mj y se incubd 2 horas a 70°C, luego se guardd en un lugar seco hasta
la prehibridizacion.

Hibridacion

La prehibridizacion de los microarreglos se realizd siguiendo el protocolo establecido en CIAT
(Anexos, protocolo L), durante dos horas. Posteriormente se realizé la hibridizacién del
microarreglo mezclando los dos ADNc (uno marcado con Cy3 y otro con Cy5) y se colocd con
cuidado sobre el microarreglo cubriéndolo con una laminilla. Se incubd por toda la noche a
420C y al dia siguiente se realizaron los lavados y secados siguiendo los protocolos descritos en
Anexos (protocolo M).

Analisis de la imagen

Las ldminas se escanearon utilizando el escaner VersArray ChipReader 10um system (BIO-
RAD). Para extraer la informacién de cada punto se utilizé el programa VersArray Analyzer, se
hizo una plantilla con la informacion de la impresidn de la ldmina y se extrajo la informacién de
intensidad cruda para los puntos de ambos canales y el background para cada punto a un
archivo de Excel.

Inicialmente para la descripcion de los datos de microarreglos se utilizaron comandos basicos
del programa para andlisis estadisticos R (RDevelopmentCoreTeam, 2010) y para la
normalizacién y andlisis de expresion diferencial se usaron distintas librerias del proyecto
Bioconductor (Gentleman et al., 2004).



Como las intensidades no son comparables directamente, los datos fueron calibrados por el
método propuesto por Huber et al. (2003) utilizando la libreria vsn (Huber et al., 2002) de
Bioconductor mediante el programa R (Gentleman et al., 2004; RDevelopmentCoreTeam,
2010), disponibles en http://www.bioconductor.org vy http://CRAN.R-project.org/. La

aproximacién que usa VSN para la normalizacidn se basa en la estabilizacion de la varianza
para un modelo en el cual los datos de intensidad de microarreglos tienen una dependencia de
la varianza vs media, ademas supera la limitacidon de otros modelos que afectan los datos de
genes expresados en bajas cantidades (Huber et al., 2002). VSN funciona en dos componentes,
primero hace un escalamiento de los datos y luego una transformacién con Log, generalizado
(gLog,). Es decir, primero busca un factor de desplazamiento y escalamiento con el fin de
calibrar factores experimentales como por ejemplo la eficiencia de marcaje o la sensibilidad
del detector, todo esto con el propdsito de que los datos entre los distintos arreglos sean lo
mas similares posible. Luego hace la transformacion con glog, para estabilizar la varianza y
que los datos puedan ser empleados para analisis de expresion diferencial (Hahne et al., 2008).
La transformacion es muy similar al logaritmo en el rango de intensidades altas, pero no afecta
diferencias entre condiciones para valores de intensidad bajos, como si sucede con el
logaritmo (Huber et al., 2002). La transformacién y calibracién usada se realiza de la siguiente
manera: h(x) = arsinh(x/s), donde x es la intensidad medida y s la desviacién estdndar en

las réplicas de cada experimento.

Para la deteccién de expresion diferencial, se usé una prueba-t modificada (Tusher, 2001).
Tusher et. al (2001) proponen SAM (Significance Analysis of Microarrays) para detectar genes
expresados diferencialmente asignando un puntaje (andlogo al estadistico t) a cada gen
basado en el cambio de expresidn de la media en relacién con la desviacidn estandar de
mediciones repetidas para cada condicién. Con el fin de decidir si este puntaje es mayor que
un umbral dado, la probabilidad (valor-p) es calculada basada en permutaciones de las
medidas repetidas para generar una distribucion de probabilidad. Ademas, el porcentaje de
genes que pudieron haber superado este umbral por casualidad, también es calculado y
reportado como descubrimiento de falsos positivos o FDR (del inglés False Discovery Rate)
(Tusher, 2001).
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Para determinar la significancia de este valor, SAM calcula el valor esperado d si no existieran
diferencias entre las condiciones permutando los nombres de las condiciones al azar y
recalculando el valor para cada gen. El umbral definido por el usuario o “delta” (valor esperado
- observado) puede ser ajustado para seleccionar genes que exceden el umbral (Tusher, 2001).

5. Disefo experimental

Se inocularon 15 plantas por cada cepa, se evaluaron tres tiempos postinoculacién (DPI) 0, 4 y
8, y se utilizaron 5 plantas como réplicas técnicas en cada DPI, para un total de 45 plantas
inoculadas. Se inocularon tres hojas jovenes por planta, una para el experimento de curvas de
crecimiento bacteriano, la segunda para evaluacion de sintomas de enfermedad por fotografia
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y la tercera para los ensayos de microarreglos. El experimento completo se repitidé una vez, es
decir se tomaron dos réplicas bioldgicas (Fig. 4). Lo ideal para los experimentos de
microarreglos ha sido la utilizacién de tres réplicas bioldgicas, pero debido a la disponibilidad
de plantas no se realizé la tercera réplica.
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Figura 4. Esquema del disefio del experimento para los ensayos de curva de crecimiento bacteriano,
evaluacién macroscépica de la enfermedad y andlisis de expresidn con microarreglos. Se inocularon 15
plantas por cada cepa, se evaluaron tres tiempos postinoculacién (DPI) 0, 4 y 8, y se utilizaron 5 plantas
como réplicas en cada DPI, para un total de 45 plantas inoculadas. Se inocularon tres hojas jovenes por

planta, una para el experimento de curvas de crecimiento bacteriano, la segunda para evaluacion de

sintomas de enfermedad por fotografia y la tercera para los ensayos de microarreglos.

RESULTADOS

Identificacion de sintomas de enfermedad en hojas de yuca de la
variedad susceptible MCOL1522 inoculadas con las cepas Xam WT, Xam
AhpaF y Xam AhpaF (hpaF).

Crecimiento bacteriano en hojas de yuca

Estudios previos de caracterizacion y validacion de genes asociados a virulencia vy
patogenicidad en Xam han permitido identificar a HpaF como un factor de virulencia, ya que al
ser mutado en la bacteria ésta pierde su virulencia y al ser complementado la bacteria la
recupera (Pinzén et al., 2009; Trujillo, 2008).

La evaluacion del crecimiento bacteriano en plantas es uno de los experimentos claves para
determinar la virulencia de distintas cepas en interacciones compatibles (enfermedad). En
varios patosistemas, la realizacion de curvas de crecimiento ha sido de gran importancia para
determinar el efecto dado por la mutacién de un gen patogenicidad de la bacteria (Keshavarzi
et al.,, 2004; Kim et al., 2009; Kim et al., 2003; Noel et al., 2002; Sugio et al., 2007). Sin
embargo, en yuca los experimentos de crecimiento de Xam no han arrojado resultados
consistentes ya que existe mucha variabilidad entre las réplicas (Pinzén et al., 2009; Truijillo,



2008) (Elizabeth Contreras, Andrea Vasquez, Andrea Barrera, comunicacion personal). Es por
esto que se decididé hacer un ensayo piloto con distintos métodos de inoculacién en hojas y
tallo de la variedad MCOL1522 para encontrar un procedimiento que permitiera visualizar
facilmente sintomas de enfermedad y a su vez datos de crecimiento bacteriano consistentes.
Se evalué el método de inoculacidn por corte de hojas con tijeras previamente sumergidas en
una solucién bacteriana, puncién en tallo y piercing. El método que arrojé mejores resultados
fue la inoculacidn por “piercing” o puncién en el nervio central del foliolo de las hojas de yuca
(datos no mostrados) y la evaluacion del crecimiento bacteriano en los primeros diez dias post
inoculacidn, es por esto que se decidié hacer la evaluacién del crecimiento bacteriano y la
identificacion de fenotipo macroscépico y microscépico con este método de inoculacion.
También se decidié utilizar como minimo cinco réplicas por tratamiento con el objeto de
disminuir la variabilidad de los datos, la cual era muy alta con tres réplicas.

Los resultados del crecimiento bacteriano muestran que aun al considerar cinco réplicas
técnicas sigue presentandose mucha variabilidad en el titulo para las distintas réplicas (Figura
5 y 6). Debido a los valores altos de la desviacidon estdndar, no se pueden hacer analisis
estadisticos entre las medias para determinar diferencias significativas. Si se deja a un lado
esta variabilidad, se pueden observar ciertas tendencias. En la figura 5 se muestra el
crecimiento bacteriano para la primera réplica bioldgica, y se observa que la cepa WT (barras
de color negro) es la Unica que muestra movilidad hacia el sitio cuatro, mientras que las otras
dos cepas AhpaF (barras de color gris claro) y AhpaF (hpaF) (barras de color gris oscuro) sélo
alcanzan el sitio 2. Si se examinan por separado los sitios 1 y 2 se nota que en el dia 0 la
cantidad de bacteria presente es muy similar para cada cepa, lo cual es consistente con lo
esperado. Por otro lado, después de 4 dias post inoculacion se observa una tendencia al
aumento de la cepa WT sobre las otras dos, tanto para el sitio 1 como para el 2. Después de 8
DPI, el comportamiento en el sitio 1 es muy parecido al ya descrito para 4 DPI, mientras que
para el sitio 2 la cepa WT se encuentra 3 6rdenes de magnitud por encima que la cepa AhpaF
(hpaF), y la cepa AhpaF no se presenta en este sitio.

Al repetir este experimento (segunda réplica bioldgica) se observan ciertas diferencias con
respecto al primero. En la figura 6 se muestran los resultados de la repeticion y a diferencia del
experimento anterior sélo las cepas WTy AhpaF (hpaF) alcanzan los sitios 2, 3 y 4 después de 8
DPI. Si se examina con detalle el sitio 1 se observa que en el dia 0 la cantidad de bacteria
presente en la planta es distinta para cada cepa, lo cual no es esperado ya que esto indica que
aunque todas las plantas fueron inoculadas de la misma manera la cantidad de bacteria que
entrd a la planta no fue la misma para las tres cepas. Asi mismo, al dia 4 post inoculacién se
observa menor cantidad de bacteria de la cepa AhpaF con respecto a los otras dos, y después
de 8 DPI no existe mayor diferencia entre las tres cepas. Los sitios 2, 3 y 4 manifiestan
exclusivamente la presencia de las cepas WT y AhpaF (hpaF) luego de 8 DPI y en cantidades
decrecientes de acuerdo a la lejania con el sitio de inoculacidn.

Estos resultados de la evaluacién del crecimiento bacteriano en hojas de yuca muestran mucha
variabilidad tanto entre las plantas usadas como en las réplicas técnicas (Figs. 5y 6, barras de
error). Adicionalmente, los resultados entre ambas réplicas bioldgicas no son del todo
congruentes, principalmente en cuanto a la movilidad a lo largo del tiempo.

A pesar de la variabilidad asociada al experimento, se puede decir que la mutacién de HpaF en
Xam tiene tendencia a causar una diferencia en el crecimiento bacteriano en la planta con



respecto a las bacterias que si poseen HpaF. Esta diferencia se observa principalmente en el
nivel de desplazamiento a lo largo del nervio central del foliolo de yuca a los 8DPI. También se
puede observar que HpaF alcanza a complementar parcialmente el fenotipo de la cepa AhpaF.
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Figura 5. Crecimiento bacteriano en hojas de yuca (MCOL1522) para una réplica bioldgica. Las barras de
color negro muestran la inoculaciéon con la cepa Xam WT, las de color gris claro la inoculacion con la
cepa Xam AhpaF, y las barras de color gris oscuro la cepa Xam AhpaF (hpaF). Las graficas muestran la
cantidad de bacterias (Log;, de unidades formadoras de colonias (UFC) por cm de nervio central del

foliolo) en funcidn del tiempo (dias post inoculacién). En la gréfica superior izquierda se muestra el
crecimiento bacteriano para el sitio 1, la superior derecha para el sitio 2, la inferior izquierda para el sitio
3y la inferior derecha para el sitio 4. Las lineas verticales muestran la desviacion estandar para cada
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Figura 6. Crecimiento bacteriano en hojas de yuca (MCOL1522) para la segunda réplica bioldgica. Las
barras de color negro muestran la inoculacién con la cepa Xam WT, las de color gris claro la inoculaciéon
con la cepa Xam AhpaF, y las barras de color gris oscuro la cepa Xam AhpaF (hpaF). Las graficas
muestran la cantidad de bacterias (Log,, de unidades formadoras de colonias (UFC) por cm de nervio
central del foliolo) en funcidn del tiempo (dias post inoculacién). En la grafica superior izquierda se
muestra el crecimiento bacteriano para el sitio 1, la superior derecha para el sitio 2, la inferior izquierda
para el sitio 3 y la inferior derecha para el sitio 4. Las lineas verticales muestran la desviacion estandar
para cada promedio.

Lesion en el apice del foliolo

La inoculacién en la hoja por puncidn en el nervio central generd una lesidon de necrosis en
forma de V en el dpice del foliolo inoculado tanto para la primera réplica biolégica como para
la segunda (Figuras 7 y 8). En la figura 7 se muestran las fotografias de los foliolos principales
de hojas de yuca inoculados con Xam después de 14 DPI. Este experimento se realizd
simultdneamente al de crecimiento bacteriano y se utilizaron 15 réplicas técnicas por
tratamiento. La figura 7A muestra que la inoculacion control (mock) con MgCl, no presenta
ningun efecto sobre la planta ya que de las 5 plantas inoculadas ninguna presenté necrosis ni
clorosis. Las figuras 7B y 7C muestran el fenotipo presentado en las plantas inoculadas con la
cepa WT, de las 15 plantas inoculadas 10 presentan necrosis (7B) mientras las 5 restantes no
presentan lesién (7C). Las figuras 7D y 7E muestran el fenotipo presentado en las plantas
inoculadas con la cepa AhpaF, de las 15 plantas inoculadas dos presentan necrosis (7D)
mientras que las 13 restantes no presentan lesién (7E). Las figuras 7F y 7G muestran el
fenotipo presentado en las plantas inoculadas con la cepa AhpaF (hpaF), de las 15 plantas
inoculadas 6 presentan necrosis (7F) mientras que las 9 restantes no presentan lesion (7G).

Figura 7. Fenotipo a 14 DPI del foliolo principal de hojas de yuca (MCOL1522) inoculadas con Xam para
la primera réplica bioldgica. A Inoculacién con MgCI2 (mock), ninguna de las cinco plantas inoculadas
presentd lesidn. By C Inoculacién con la cepa Xam WT, 10 de 15 plantas presentaron necrosis (B)
mientras que las 5 restantes no presentaron esta lesién (C). Dy E Inoculacién con la cepa Xam AhpaF, 2
de 15 plantas presentaron una leve necrosis (D) mientras que las 13 restantes no presentaron lesion (E).
Fy G Inoculacién con la cepa Xam AhpaF (hpaF), 6 de 15 plantas presentaron necrosis (F), mientras que
las 9 restantes no presentaron lesion (G).

Para la segunda réplica bioldgica se presentan resultados similares. La figura 8A muestra que la
inoculacién control (mock) con MgCl, no presenta ningln efecto sobre la planta ya que de las
5 plantas inoculadas ninguna presentd necrosis ni clorosis. Las figuras 8B y 8C muestran el
fenotipo presentado en las plantas inoculadas con la cepa WT, de las 15 plantas inoculadas 10
presentan necrosis (8B) mientras las 5 restantes no presentan lesién (8C). Las figuras 8D y 8E
muestran el fenotipo presentado en las plantas inoculadas con la cepa AhpaF, de las 15 plantas
inoculadas 1 presenta necrosis (8D) mientras que las 14 restantes no presentan lesion (8E). Las
figuras 8F y 8G muestran el fenotipo presentado en las plantas inoculadas con la cepa AhpaF
(hpaF), de las 15 plantas inoculadas 7 presentan necrosis (8F) mientras las 8 restantes no
presentan lesion (8G).
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Figura 8. Fenotipo a 14 DPI del foliolo principal de hojas de yuca (MCOL1522) inoculadas con Xam para
la segunda réplica bioldgica. A Inoculacion con MgClI2 (mock), ninguna de las cinco plantas inoculadas
presento lesion. B y C Inoculacion con la cepa Xam WT, 10 de 15 plantas presentaron necrosis (B)
mientras que las 5 restantes no presentaron esta lesién (C). Dy E Inoculacién con la cepa Xam AhpaF, 1
de 15 plantas presentd una leve necrosis (D) mientras que las 14 restantes no presentaron lesion (E). Fy
G Inoculacién con la cepa Xam AhpaF (hpaF), 7 de 15 plantas presentaron necrosis (F), mientras que las
8 restantes no presentaron lesion (G).

En sintesis, se observa claramente la presencia de necrosis hacia el dpice del foliolo como
resultado de la inoculacidn con bacterias que presentan todo su arsenal de efectores. Cuando
Xam estd mutada para HpaF este sintoma desaparece, aun asi la complementacion de HpaF no
recupera en su totalidad el fenotipo causado por la cepa tipo silvestre. Es importante destacar
gue a diferencia del experimento de crecimiento bacteriano, la identificacion de fenotipo
muestra resultados consistentes y con baja variabilidad entre ambas réplicas bioldgicas.

Histologia

Debido a que experimentos previos de inoculaciones en hoja han mostrado que a partir de los
10 dias post inoculacidon se empieza a formar una necrosis en el apice de la hoja, se decidié
seleccionar el tejido justo en este sitio para evaluar cambios fenotipicos a nivel microscdpico a
los 8 y 16 dias postinoculacion (DPI) (ver materiales y métodos).

Para evaluar el proceso de infeccidon a nivel microscdpico se realizaron cortes en parafina
utilizando un micrétomo de rotacidn. Se inocularon hojas de plantas de la variedad MCOL1522
con las cepas Xam WT, Xam AhpaF y Xam AhpaF (hpaF) para evaluar diferencias en el fenotipo
inducidas por HpaF. Como control de la inoculacién se realizaron cortes de plantas inoculadas
con mock (MgCl,).

Se fotografiaron cortes de hojas recogidas a 8DPI para la regién B del fragmento de hoja
seleccionado (ver Materiales y Métodos). No se muestran las imagenes para la region A ya que
no hubo una diferencia notable con la region B. Lamentablemente, las tinciones de hoja a
16DPI aparecieron sobreteiiidas ya que en la mayoria de los casos el nivel de necrosis en las
hojas no permitid la realizacion de buenos cortes en parafina (datos no mostrados).
Adicionalmente, las tinciones con los reactivos sudan IV y azul de resorcina empleados para la
deteccion de suberina y calosa respectivamente, se fotografiaron pero no arrojaron los
resultados esperados para estas tinciones (datos no mostrados).

La tincion con fluoroglucinol-HCl o test de Weissner ha sido ampliamente utilizada para la
deteccion de lignina tanto en hojas como en tallos (Bart et al., 2010; Jones et al., 2001;
Kpemoua et al., 1996). El fluoroglucinol reacciona con aldehidos aromaticos produciendo una
coloracion rosada/roja para el caso de aldehidos de tipo hidroxicinamil o una coloraciéon
roja/café para el caso de hidroxibenzaldehidos (Pomar et al., 2002).

En la figura 9 se muestra una variacion en la intensidad de la coloracidn roja en los vasos del
xilema asociada a la inoculacién con las distintas cepas de Xam. Al parecer, la ausencia de HpaF



se evidencia en la falta de coloracién de las paredes del xilema (Fig. 9 E, F flechas blancas).
Adicionalmente, en plantas inoculadas con cepas que contienen HpaF (XamWT y Xam AhpaF
(hpaF)) se observé una coloracion café la cual es predominante en las células que hacen parte
del mesdfilo de empalizada (Fig. 9, flechas negras). Esta coloracion no se observa en las hojas
de plantas inoculadas con la cepa Xam AhpaF, indicando que en estas ultimas células no se
presento dafio y/o acumulacidn de hidroxibenzaldehidos (Fig. 9 D, H).

Figura 9. Cortes transversales de hojas de yuca inoculadas con Xam a 8DPI y tefiidas con fluoroglucinol-
HCI. Las fotografias de la izquierda muestran el nervio central del foliolo, mientras que las figuras de la
derecha muestran el mesoéfilo de foliolo. Las tinciones se realizaron sobre plantas inoculadas con MgCl,
(A-B), plantas inoculadas con la cepa Xam WT (C-D), Xam AhpaF (E-F) y Xam AhpaF (hpaF) (G-H).
Aumento: 400X.

Por otro lado, la tincidn policromatica con azul de toluidina ha sido una de las tinciones mas
empleadas en estudios de histotecnia en plantas gracias a la versatilidad en la coloraciéon de los
distintos tipos celulares (Curtis, 1986; O'Brien et al., 1965).



La tincién con azul de toluidina en hojas de yuca en plantas control (inoculadas con MgCl,)
revela las paredes de los vasos de xilema y el parénquima de empalizada y esponjoso como
una coloracién azul-verdosa (Fig. 10 A, B). Las células del colénquima y los tubos cribosos se
aprecian como una coloracién morada (Fig. 10 A, B). Asociada a la inoculacidon con Xam se
presenta un aumento en la coloracién morada y degradacién del tejido, lo cual es
predominante en las inoculaciones con las cepas que presentan HpaF y se pierde en gran
medida con la ausencia del efector (Fig. 10 flechas gruesas). Este aumento en la coloracién se
observa principalmente asociado a los vasos del xilema, aunque también es abundante en las
células del meséfilo (Fig. 10 flechas negras gruesas negras). Notablemente y también asociado
a la presencia de la proteina efectora, se presenta una fuerte coloracion al interior de los vasos
del xilema en el nervio central del foliolo (Fig. 10 C, G flechas blancas), la cual se aprecia
atenuada en la ausencia de HpaF (Fig. 10 E, flecha blanca). Esta coloracién fuerte al interior de
los vasos del xilema no sélo se presenta en la nervadura principal del foliolo sino que también
estd presente en nervios secundarios del mesodfilo (Fig. 10 H flecha blanca). El xilema es un
tejido que al madurar pierde el protoplasto, por lo tanto no es comun apreciar coloracion en
sus vasos. Es posible que esta fuerte coloracion esté indicando presencia de bacterias al
interior del xilema.



Figura 10. Cortes transversales de hojas de yuca inoculadas con Xam a 8DPI y tefiidas con azul de
toluidina. Las fotografias de la izquierda muestran el nervio central del foliolo, mientras que las figuras
de la derecha muestran el mesofilo de foliolo. Las tinciones se realizaron sobre plantas inoculadas con
MgCl, (A-B), plantas inoculadas con la cepa Xam WT (C-D), Xam AhpaF (E-F) y Xam AhpaF (hpaF) (G-H).

La flecha delgada negra sefiala los vasos del xilema en el nervio central del foliolo, la flecha delgada
blanca sefala nervios terciarios en el mesdfilo. Las flechas gruesas negras sefialan una densa coloracion
morada tanto en la nervadura central como en el mesdfilo asociada a la degradacién de tejido. Las
flechas gruesas blancas muestran una fuerte coloracién morada dentro de los vasos del xilema.
Aumento: 400x.

Adicionalmente, se empled la doble tincién azul de astra — fucsina basica la cual permite un
excelente contraste en cortes semifinos. El azul de astra tifie polisacaridos, mientras que la
fucsina basica tiene afinidad por paredes lignificadas y suberificadas (Kraus et al., 1998). En
hojas de yuca control (inoculadas con MgCl,), esta tincidn revela notoriamente una coloracion
rojiza para las paredes que conforman los vasos del xilema y para la cuticula de la epidermis
superior (Fig. 11 A, B flechas delgadas negras). La inoculacidn con Xam parece disminuir la
coloracion roja de la cuticula, la cual es fuerte en el control (Fig. 11 A, B) y ausente en las
fotografias de hojas inoculadas (Fig. 11, C-H). Como ya se habia observado con la tincion de



azul de toluidina, se observan coloraciones fuertes asociadas al xilema y a tejidos degradados,
las cuales son mas evidentes en las hojas inoculadas con Xam WT y Xam AhpaF (hpaF) (Fig. 11
C, D, G, H flechas gruesas). Al igual que la tincién con toluidina también se observa coloracion
al interior de los vasos del xilema, siendo mas fuerte en plantas inoculadas con las cepas que
contienen todo el arsenal de efectores (Fig. 11 flechas blancas).

Dado que el azul de astra tifie polisacaridos se puede inferir que en estos sitios hay
proliferacién de Xam y que el reactivo esta reaccionando con una matriz de exopolisacaridos
producida por Xam.

Figura 11. Cortes transversales de hojas de yuca inoculadas con Xam a 8DPI y teiiidas con la doble
coloracién azul de astra - fucsina. Las fotografias de la izquierda muestran el nervio central del foliolo,
mientras que las figuras de la derecha muestran el mesdfilo de foliolo. Las tinciones se realizaron sobre
plantas inoculadas con MgCl, (A-B), plantas inoculadas con la cepa Xam WT (C-D), Xam AhpaF (E-F) y
Xam AhpaF (hpaF) (G-H). La flecha delgada negra sefiala la coloracidn roja en los vasos del xilema en el
nervio central del foliolo, y en la cuticula en la epidermis superior. Las flechas gruesas negras sefialan
una densa coloracién azul tanto en la nervadura central como en el mesoéfilo asociada a la degradacidon
de tejido. Las flechas gruesas blancas muestran una coloracién azul dentro de los vasos del xilema.
Aumento 400X.



Comparacion del perfil de expresion de genes en hojas de yuca de la
variedad susceptible MCOL1522 inoculadas con las cepas Xam AhpaF 'y
Xam AhpaF (hpaF).

Con el fin de determinar cambios en el perfil de expresién de genes asociados a la presencia de
la HpaF en Xam, se inocularon hojas de yuca de la variedad MCOL1522 con las cepas Xam WT,
Xam AhpaF y Xam AhpaF (hpaF). Se colecté material vegetal a los 0, 4 y 8 DPI, se extrajo ARN,
se sintetizd ADNc, se marcé con Cy3 y Cy5 y se realizd la hibridacién al microrreglo de 5700
ESTs de yuca (ver materiales y métodos). Una vez obtenidas las imagenes se procedié a hacer
la extraccidn de la informacidn de intensidades utilizando el programa VersArray Analyzer (ver
materiales y métodos).

Analisis descriptivo general

Una vez se obtuvieron los datos de intensidades organizados en columnas, se procedid a
evaluar el comportamiento de los datos para las réplicas bioldgicas por separado mediante un
boxplot (Fig. 12 y 13). Dado que al hacer una resta entre dos variables aleatorias (en este caso
intensidades crudas menos intensidades del background para cada spot) se aumenta la
varianza, se decidié hacer comparaciones entre los datos de intensidad cruda, intensidad neta,
la resta de intensidad cruda menos el valor minimo del background, y la resta de la intensidad
cruda menos la media del background para cada imagen. La figura 12 muestra los datos de
intensidad cruda (arriba izquierda), intensidad neta (arriba derecha), la intensidad cruda
menos el valor minimo del background (abajo izquierda) y la intensidad cruda menos la media
del background (abajo derecha) para la primera réplica bioldgica. Asimismo, la figura 13
muestra el boxplot para los datos de la segunda réplica bioldgica.

En general se observa que los datos no varian notablemente al hacer la sustraccion de
distintos valores de background, en comparacidn con los datos crudos. Los datos de intensidad
cruda al igual que los datos de intensidad neta presentan sélo valores positivos, mientras que
al restar el valor minimo o la media del background aparecen datos negativos, especialmente
en el segundo caso. En la figura 12 se observa que particularmente una columna presenta
datos de intensidad muy distintos al resto de columnas, esta diferencia ya se habia observado
en la extraccion de los datos a partir de las imagenes. Por otro lado, la figura 13 muestra que
para la segunda réplica bioldgica todos los datos se presentan mas uniformes.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores se decidié excluir la informacién, para ambos
canales, de la hibridizacion que muestra datos atipicos. La figura 14 muestra el boxplot para
todas las hibridizaciones teniendo en cuenta ambas réplicas bioldgicas.
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Figura 12. Boxplot de los datos de la primera réplica bioldgica. Los datos crudos se muestran arriba a la
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Figura 14. Boxplot de todos los datos de ambas réplicas bioldgicas. Arriba se muestran todos los datos
por columnas y abajo se muestran sin el dato de la hibridizacién atipica para ambos canales.

Este andlisis permitid identificar los datos para continuar el analisis y con éstos se realizaron
diagramas de dispersién para evaluar diferencias dentro de las réplicas técnicas asociadas al
marcaje del ADNc. Se tomé la informacidon de un tratamiento para el cual se tienen cuatro
réplicas técnicas: dos en las cuales el ADNc correspondiente a las plantas inoculadas con la
cepa mutante se marcd con Cy5 y en las otras dos el ADNc de este mismo tratamiento se
marcé con Cy3. En la Figura 15 se muestran los diagramas de dispersion de un marcaje con
respecto al otro para el mismo ADNc. Se observa que efectivamente existen diferencias
asociadas al marcaje del ADNc con los fluoréforos Cy3 y Cy5, siendo el marcaje con Cy5 el que
tiende a arrojar mayores valores de intensidad y datos mas consistentes entre las réplicas.

Al transformar los datos con Log, se observa cdmo cambia su distribucion y se asemeja mas a
la tendencia esperada que es una linea recta en la diagonal con dispersién similar a distintos
valores de intensidad (figura 16).
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Figura 15. Diagrama de dispersion de los valores de intensidades crudas entre réplicas técnicas de la
misma muestra de ADNc. En la figura se muestran seis diagramas de dispersion de los datos de
intensidad crudos. Los dos primeros diagramas muestran la dispersion de los datos cuando una misma
muestra es marcada con el mismo Cy, los siguientes muestran la relacion cuando un mismo ADNc es
marcado con Cy3 y con Cy5.

Lo anterior muestra que los datos de intensidad de los puntos se comportan con las tendencias
esperadas de datos derivados de microarreglos. Es decir, la varianza aumenta
proporcionalmente con la intensidad en cada punto, los valores de intensidad para Cy3 son
menores que los valores para Cy5, y después de ser transformados con Log, los datos se
estabilizan.
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Figura 16. Diagrama de dispersion de los valores de intensidades crudas transformados con Log, para los
mismo datos de la figura 16. En la figura se muestran seis diagramas de dispersion de los datos de
intensidad transformados con Log, . Los dos primeros diagramas muestran la dispersion de los datos
cuando una misma muestra es marcada con el mismo Cy, los siguientes muestran la relacion cuando un
mismo ADNc es marcado con Cy3 y con Cy5.

Normalizaciéon

La normalizacién se realiza con el objeto de eliminar la variacién en los datos de intensidad
dada intrinsecamente en los experimentos de microarreglos. La calibracidon o normalizacion de
los datos se hizo con la libreria VSN (Huber et al., 2002) de Bioconductor mediante el programa
R (Gentleman et al., 2004; RDevelopmentCoreTeam, 2010).

Una vez se realiza esta normalizacidn, lo mdas recomendado para visualizar rapidamente si
funciond la estabilizacion de la varianza es hacer una gréfica de la desviacion estandar vs la
media de los datos normalizados como se muestra en la figura 18. Al hacer esta grafica se
espera que la distribucion de la desviacién estandar esté concentrada en valores pequefios y
qgue no se observe una tendencia significativa de estos valores en funcién de la media (Anexos,
figura 1). Después de la estabilizacién de la varianza se espera que los puntos rojos formen
aproximadamente una linea horizontal, se pueden presentar algunas fluctuaciones al azar pero
que no predominen sobre la tendencia general (Hahne et al., 2008; Huber et al., 2002).

A diferencia de lo que se observa en la figura 18 cuando se grafican los datos crudos, la figura
17 muestra cémo efectivamente si hubo una estabilizacién de la varianza al normalizar con
VSN, ya que no se perciben grandes tendencias.
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Figura 17. Grafica de la desviacion estandar en funcién de la media para los datos normalizados. Para
cada punto se muestra en el eje y la desviacion estandar empirica de los datos normalizados y
transformados con glog, vs el rango de la media en el eje x. Los puntos rojos conectados con lineas
muestran la mediana de la desviacién estandar.
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Figura 18. Grafica de la desviacion estandar en funcidn de la media para los datos crudos. Para cada
punto se muestra en el eje y la desviacidn estandar empirica de los datos crudos vs el rango de la media
en el eje x. Los puntos rojos conectados con lineas muestran la mediana de la desviacién estandar.

Para evaluar la normalizacién entre arreglos (columnas) se hizo un boxplot después de
normalizar con VSN. Si se compara la figura 19 con la figura 14 se advierte cdmo se escalan los
datos después de la normalizacién. Sin embargo, se observa que aunque las medias son muy
similares, siguen existiendo varios datos atipicos para casi todos los arreglos (Fig. 19). La
varianza se puede apreciar a partir del ancho de las cajas, por lo tanto se puede observar cémo
aun después de normalizar siguen existiendo diferencias en la varianza de los datos entre
microarreglos (Fig. 19).
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Figura 19. Boxplot de los datos de todas las columnas o arreglos después de normalizar con VSN. Cada
caja representa la distribucién de los datos de intensidad normalizados para un arreglo.
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Para evaluar la dispersion de los datos dentro de un mismo arreglo se hicieron diagramas de
dispersion para seis arreglos seleccionados al azar antes y después de la normalizaciéon con
VSN (Figuras 20 y 21 respectivamente). En la figura 20 se observa que existe una tendencia
general de mayores intensidades para el canal rojo comparado con el verde. Sin embargo, el
arreglo tres muestra una dispersion sobre la diagonal, lo cual indica que para algunos casos las
diferencias para ambos canales no son muy grandes. En la figura 21 se observa cémo después
de la normalizacién, la mayoria de los datos se distribuyen uniformemente sobre la diagonal.
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Figura 20. Diagramas de dispersidn de seis arreglos con los datos crudos (antes de transformar). En el
eje x se muestran los datos de intensidad para la muestra marcada con Cy5 (rojo) y en el eje y se
muestran los datos que corresponden a la muestra marcada con Cy3 (verde).
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Figura 21. Diagramas de dispersidon de los mismos seis arreglos de la figura anterior con los datos
transformados. En el eje x se muestran los datos de intensidad para la muestra marcada con Cy5 (rojo) y
en el eje y se muestran los datos que corresponden a la muestra marcada con Cy3 (verde).

Todos los resultados anteriores muestran que aunque los datos crudos no son homogéneos,
después de realizar la normalizacion se logra el objetivo de escalar los datos (Fig. 19) y
disminuir la varianza asociada a la intensidad (Figs. 18, 20y 21).

Una grafica muy usada para visualizar los datos de microarreglos es la Ilamada MA-Plot (Hahne
et al., 2008) o también RI-Plot (Quackenbush, 2002). El valor de M 6 R hace referencia al ratio
o razon, el cual para los datos crudos corresponde a la division del Log, de la intensidad del
canal rojo por el verde, y en los datos transformados a la diferencia de la intensidad del canal
rojo menos el canal verde. Por otro lado, el valor de A & | corresponde a la intensidad, siendo
para los datos crudos la multiplicacidon de los Log, de las intensidades para ambos canales, y
para los datos transformados la suma de ambas intensidades.

Para visualizar el MA-Plot de los datos antes y después de normalizar (figuras 22 y 23
respectivamente) se uso el paquete “Geneplotter” de Bioconductor. En la figura 22 se observa
que los valores de M no son uniformes a lo largo de los distintos valores de intensidad. Esto
indica que hay mucha variabilidad dentro de cada arreglo. Aun después de la normalizacion se
observa que aunque los valores de M tienden mas hacia cero (linea roja), siguen siendo muy
variables (Fig. 23). La tendencia esperada es una distribucién de los datos sobre la linea roja, es
decir valores de M cercanos a cero para todo el rango de intensidad (Anexos, figura 1). Sin
embargo, aunque esto no ocurre para la mayoria de los datos, el arreglo 3 muestra una
tendencia similar a la esperada y la asuncién de que la mayoria de genes en el microarreglo no
se encuentran diferencialmente expresados.
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Figura 22. MA-Plot de seis arreglos con los datos crudos. Se utilizaron los mismos datos de la figura 20 y
se graficaron los valores de M vs A para cada fila o spot. Esta grafica muestra la densidad de puntos
como intensidad del color azul, es decir entre mayor cantidad de puntos se presenten en un sitio, mayor
sera la coloracion azul, los puntos atipicos aislados se muestran como puntos individuales. La linea roja
demarca valores de M iguales a 0.
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Figura 23. MA-Plot de seis arreglos con los datos normalizados. Se utilizaron los mismos datos de la
figura 21y se graficaron los valores de M vs A para cada fila o spot. Esta grafica muestra la densidad de
puntos como intensidad del color azul, es decir entre mayor cantidad de puntos se presenten en un
sitio, mayor sera la coloracion azul, los puntos atipicos aislados se muestran como puntos individuales.
La linea roja demarca valores de M iguales a 0.

Posteriormente se construyeron histogramas de los valores de M para los seis arreglos con los
que se ha venido trabajando antes y después de normalizar (figuras 24 y 25 respectivamente).
Estas figuras complementan los MA-Plot ya que muestran que la distribucién de los valores de
M siguen una distribucion normal con la mayoria de los datos alrededor de O después de
realizar la normalizacidn (figura 25).
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Figura 24. Histogramas del ratio (M) de seis arreglos antes de normalizar.



Después de normalizar M1 Después de normalizar M2 Después de normalizar M3

800
|
1
500 BOO

Frequency
BO0
1
Frequency
1 1

200 400 B00 8O0 1000
|

Frequency
100 200 300 400

1}
L
1}
L
1}
L

T T T T T 1 T T T T T 1
-2 -1 o 1 2 3 -2 -1 0 1 2 3 -2 -1 0 1 2z
M1 M2 M3
Después de normalizar 4 Después de normalizar M5 Después de normalizar M6
f=]
2 _
o M @ H M
g _ -
= _ -
g il o I
o
o ]
[=a o
. @ . F 7 =
Q Q Q
5 5 2 5 S
== 3 27 =
o 2 o ™ o
g = g g
e e =g e
© o
§ 7 g | s
(= (= (=]
T T T T 1 T T T 1 T T T T 1
-2 -1 0 1 2 -4 -2 0 2 -2 -1 0 1 2
W& M5 WM&

Figura 25. Histogramas del ratio (M) de seis arreglos después de normalizar.

Los resultados anteriores muestran que aunque después de normalizar se logra obtener una
semejanza a la distibucién normal con media cero para los valores de M, sigue existiendo
mucha variabilidad dentro de cada arreglo.

Analisis de expresion diferencial con SAM

Una vez evaluada la normalizacidon se procedié a hacer el analisis de genes expresados
diferencialmente utilizando el programa SAM (Tusher, 2001) con el paquete siggenes de
Bioconductor (Gentleman et al., 2004). Inicialmente se seleccionaron todas las columnas
haciendo un pool para los tiempos de una condicion (plantas inoculadas con la cepa AhpaF) y
se compararon contra la otra condicidn (plantas inoculadas con la cepa AhpaF (hpaF)). Al hacer
la grafica de la salida de SAM para un valor de delta igual a 0,1 se observa que no hay genes
diferencialmente expresados (Figura 26).

Para corroborar este resultado, se calculd la media para las réplicas y se hizo una prueba t con
ajuste de Bonferroni para pruebas multiples y se obtuvo datos para el valor PR0.5, lo cual
indica que efectivamente no existe evidencia estadistica suficiente para rechazar la hipdtesis
nula de que las medias para ambas condiciones son iguales.

Para descartar efectos por los diferentes tiempos de recoleccion, se repitié por separado para
el dia 0,4 y 8 y tampoco se obtuvieron genes diferenciales (datos no mostrados).
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Figura 26. Salida de SAM para un pool de datos utilizando ambas réplicas bioldgicas.

Otros analisis

Con el fin de superar el problema de variabilidad en los datos se decidié hacer un filtro no
especifico de los elementos en el arreglo utilizando el paquete “genefilter” de bioconductor
(Gentleman et al., 2004). Se hizo un histograma de la desviacién estandar para todos los
puntos del arreglo después de normalizar vy se seleccionaron sélo aquellos datos con
desviacidon estandar menor a 1 (datos no mostrados). Esto se hizo con el objeto de eliminar
aquellas filas o genes con desviaciones muy grandes. Con estos datos filtrados se repitié el
SAM e igualmente no resultaron genes diferencialmente expresados.

Otra aproximacion para filtrar elementos en el arreglo es considerar la desviacion estandar del
background para cada elemento. Esta aproximacién permite filtrar elementos del arreglo
basado en la calidad de la intensidad de cada punto. Esto se hace considerando Unicamente
aquellos puntos en los cuales el valor de intensidad sea mayor a dos veces la desviacion
estandar del background para ese punto (Quackenbush, 2002). Se tomaron los datos crudos,
se aplicé este filtro y se repitid el SAM e igualmente no resultaron genes expresados
diferencialmente (datos no mostrados).

Por ultimo, se decidié estimar el “fold change” para todos los elementos del arreglo. Para esto
se promediaron los datos normalizados de las réplicas por condicidn y se calculd el ratio de
una condicién (plantas inoculadas con Xam AhpaF (hpaF)) con respecto a la otra (plantas
inoculadas con Xam AhpaF). Para nuestra sorpresa, ninguin elemento excedié un valor de ratio
> | 2| . Es decir, ain considerando un estimador descriptivo como el “fold change” no se
aprecian diferencias entre plantas inoculadas con Xam AhpaF (hpaF) con respecto a plantas
inoculadas con Xam AhpafF.



DISCUSION

La evolucién de la inmunidad en plantas se inicia con el reconocimiento de PAMPs. Esta
percepcién inicia una respuesta de defensa en la planta llamada PTI, la cual normalmente
detiene la colonizacion del patégeno. Sin embargo, los patégenos pueden suprimir esta PTI por
medio del envio de proteinas efectoras al interior de la planta, resultando en la llamada
susceptibilidad mediada por efectores o ETS (del inglés Effector Triggered Susceptibility)
(Jones & Dangl, 2006). En yuca, la susceptibilidad a la bacteriosis vascular (interaccion
compatible) ha sido poco estudiada y muy poco se sabe de las proteinas efectoras de Xam y su
funcién al interior de la planta. Es por esto que la finalidad de este estudio fue obtener un
acercamiento a la interaccion compatible mediada por la proteina efectora HpaF de Xam, la
cual por estudios previos ha mostrado jugar un papel importante en la virulencia.

Importancia de HpaF en el crecimiento bacteriano en hojas de yuca

En otros patosistemas la valoracion del crecimiento bacteriano en la planta ha sido de gran
importancia para la determinacién y caracterizacion de factores de virulencia y posibles
efectores (Keshavarzi et al., 2004; Kim et al., 2009; Kim et al., 2003; Noel et al., 2002; Sugio et
al., 2007). Nuestros resultados muestran mucha variabilidad tanto a nivel de réplicas técnicas
como bioldgicas (Figs. 5y 6). Esto corrobora lo apreciado anteriormente (Pinzén et al., 2009;
Trujillo, 2008) (Elizabeth Contreras, Andrea Vdasquez, comunicacion personal) y lleva a la
conclusién de que en el patosistema Xam-yuca la evaluacién del crecimiento bacteriano no es
un buen estimador de la induccidon de enfermedad. Es de esperarse que la mutacién en un sélo
efector no cause un mayor efecto en la patogenicidad de Xam, sobre todo teniendo en cuenta
que las bacterias fitopatdgenas presentan un arsenal de efectores que en muchos casos son
funcionalmente redundantes (Grant et al., 2006).

Adicionalmente, hay que considerar que Xam es una bacteria vascular y foliar que se mueve a
través de los haces vasculares de la planta. Esto hace especialmente dificil cuantificar su
crecimiento y evaluar su movilidad a través de la hoja. Se ha observado que la bacteria tiende
a acumularse no uniformemente en los haces vasculares con una gran cantidad de bacterias en
ciertas secciones y ausencia completa en otras. Esto puede estar determinado también por el
flujo de nutrientes a través de los haces vasculares y la fuerza de este flujo en diferentes
momentos de la fisiologia de la planta.

En otros patosistemas, ensayos de curvas de crecimiento revelan que, a pesar de que avrBs3
actia como un factor de transcripcion e induce hipertrofia en células del mesdfilo, Ia
multiplicacidn en pimienta de distintas cepas Xav que difieren Unicamente en la presencia de
avrBs3 es idéntica (Bonas et al., 1989; Kay et al., 2007; Marois et al., 2002).

A pesar de la variabilidad asociada a este experimento, la mutacion de HpaF parece afectar el
crecimiento y la movilidad de Xam a lo largo del nervio central a los 8 DPI (Fig. 6). Esto es
similar a otros estudios en tomate en los cuales la mutacién de un efector de Xav (XopN) no
altera significativamente el crecimiento bacteriano antes del dia 4 y las diferencias se observan
a partir del dia 6 (Kim et al., 2009).



La mutacion de HpaF en Xam no manifiesta necrosis en hojas de yuca

La inoculacion de bacterias silvestres en hoja muestra que después de los 10 DPI se comienza a
observar una especie de necrosis hacia el dpice del foliolo a partir del punto de inoculacioén, la
cual es mas destacada a los 14 DPI en plantas inoculadas con las cepas WT y AhpaF (hpaF)
mientras que en las plantas inoculadas con cepas mutantes para HpaF las lesiones son
menores (Figs. 7 y 8). Estos resultados muestran claramente la importancia de HpaF en la
induccion de necrosis y sintomas en las hojas de yuca. Estos resultados sugieren que HpaF
puede estar regulando negativamente la defensa al interior de planta, suprimiendo una
primera inmunidad basal de la yuca.

Es importante mencionar que para otros patosistemas caracterizados por producir
enfermedades vasculares como es el caso de la bacteriosis de arroz causada por Xanthomonas
oryzae pv oryzae, la evaluacién de virulencia para mutantes de efectores se hace
principalmente mediante un estimador cuantitativo del area de lesion en la hoja (Yang &
White, 2004). En yuca, se observa que efectivamente la valoracidon de la lesion muestra
resultados mucho mas consistentes a nivel de réplicas técnicas y bioldgicas.

(HpaF genera cambios a nivel microscopico en hojas de yuca?

Son escasos los estudios que se realizan a nivel microscdpico para evaluar el efecto de la
mutacion de un efector sobre las respuestas de defensa de la planta (Marois et al., 2002). A
pesar de que nuestros resultados no muestran hipertrofia de células del mesdfilo como se ha
reportado en el patosistema pimentdn- Xav (Marois et al., 2002), si muestran diferencias en la
tincion con fluoroglucinol-HCI asociadas a la presencia de HpaF en Xam (Fig. 9). Notablemente
se observa una coloracion café en las células del mesodfilo exclusivamente en plantas
inoculadas con las cepas WT y AhpaF (hpaF). Se sabe que esta coloracion es producida por
hidroxibenzaldehidos (Pomar et al., 2002), pero se desconoce la funcion de este compuesto en
respuesta de defensa en plantas. En general, benzaldehidos se han encontrado en semillas de
Arabidopsis, los cuales por acciéon de aldehido oxidasas son transformados a acido benzoico, el
cual a su vez es precursor de una serie de glucosinolatos (Ibdah et al., 2009). De estos ultimos
se sabe que estan involucrados en respuestas de defensa de Arabidopsis contra hongos e
insectos (Bednarek et al., 2009; Clay et al., 2009). Especificamente, el 4-hidroxibenzaldehido se
ha encontrado como principal compuesto antiflingico en la savia producida por heridas en
hojas de Phaseolus lunatus (Bell, 1970).

Por otro lado, la tincién con azul de toluidina ha sido empleada en yuca para la deteccién de
compuestos fendlicos (Kpemoua et al., 1996). En este estudio se muestra que la coloracién
estd asociada a la presencia de HpaF en Xam (Fig. 10). Al parecer el azul de toluidina esta
revelando sitios colonizados con bacterias, tanto en los haces vasculares como en el mesdfilo
(Fig. 10). Lo anterior concuerda con los bolsillos de lisis bacteriana encontrados en areas del
floema y xilema de plantas susceptibles infectadas con Xam (Kpemoua et al., 1996). En otros
patosistemas como arroz- Xoo también se observa una colonizacién en los haces vasculares del
xilema con la inoculacion por “piercing” en hoja (Xu et al., 2008).

Los resultados de la doble tincidn con azul de astra y fucsina se asemejan a lo encontrado con
la tincién de azul de toluidina (Figs. 10 y 11). Es decir, hay fuertes coloraciones de azul de astra
tanto en los haces vasculares como en el meséfilo asociados con la presencia de HpaF (Fig. 11).



Dado que el azul de astra reacciona con polisacdridos, es muy probable que esté tinendo
exopolisacaridos liberados por Xam en el apoplasto y dentro de los haces vasculares del xilema
principalmente. La presencia de exopolisacaridos en areas intercelulares, en tubos cribosos y
vasos del xilema ya han sido observados anteriormente por medio de autofluorescencia
(Kpemoua et al., 1996). Estudios en yuca han mostrado la importancia de los polisacaridos
extracelulares de Xam en la patogenicidad de la misma (Boher et al., 1997). Por otro lado, la
coloracién con fucsina muestra una disminucién con respecto a las plantas control y no parece
estar muy asociada con HpaF (Fig. 11). Es posible que la infeccion con Xam esté causando una
reduccion en el refuerzo de la cuticula por parte de la planta. Todo lo anterior parece indicar
que HpaF promueve la proliferacién de Xam en la hoja, principalmente en los haces vasculares
(Fig. 11 C, E y G). Adicionalmente permite la colonizacidn de Xam hacia el mesdfilo, ya que la
cepa mutada para HpaF no se presenta acumulada en este tejido (Fig. 11 D, Fy H).

Todo esto sugiere que la presencia de HpaF en la bacteria ayuda a la movilidad de ésta en
distintos tejidos de la hoja, y ademas se relaciona con un aumento en la producciéon de fenol e
hidroxibenzaldehidos por parte de la planta.

(HpaF suprime la defensa de la planta mediante la regulacion
transcripcional de la yuca?

Los analisis de microarreglos comparando el ARN obtenido de plantas inoculadas con las
bacterias AhpaF y Xam AhpaF (hpaF) indican que ninguno de los 5700 genes que incluye este
microarreglo es expresado diferencialmente por la accién de HpaF (Fig. 26).

Nuestros resultados de microarreglos muestran que HpaF no induce cambios en la regulaciéon
transcripcional de la yuca, sin embargo esta no es la Unica estrategia que usan los efectores
para suprimir la defensa basal. Como ya se menciond anteriormente, los efectores actian a
distintos niveles para interferir con la inmunidad basal vegetal: pueden superar las barreras
fisicas impuestas por la planta, inhiben la degradacién enzimatica en el apoplasto, también
pueden inhibir la activacién de receptores, interfieren en la sefializacion de MAPK, actian en la
degradacion de componentes de defensa de la planta y también pueden aprovechar la
magquinaria de degradacion del proteosoma del hospedero para su beneficio (Gohre &
Robatzek, 2008).

La presencia de dominios de tipo LRR en HpaF los cuales estdn asociados con interacciones
proteicas en eucariotas, sugiere un posible rol de HpaF en la interaccién directa con proteinas
de la yuca. Se sabe que efectores GALA de R. solanacearum, que contienen repeticiones ricas
en leucina (LRR) y dominios de tipo “F-box” interactian con proteinas ASK de Arabidopsis
(Angot et al., 2006). Estas proteinas hacen parte de complejos ubiquitin E3 ligasas los cuales
son encargados de adicionar ubiquitina a proteinas especificas con el fin de ser degradadas por
el proteosoma 26S con el objeto de promover la enfermedad (Angot et al., 2006; Block et al.,
2008). Otros efectores como XopD de Xav codifican para SUMO (del inglés small ubiquitin like
modifiers), proteasas que reprimen la estabilidad de proteinas del hospedero en estados
tardios de infeccion en tomate (Kim et al., 2008).

Recientemente, en ensayos de doble hibrido para evaluar interacciones proteicas utilizando
HpaF como “carnada” y una libreria de cDNA de yuca como “presa”, se encontré a la proteina



HSP70 como interactor de HpaF (César Trujillo y Adriana Bernal, comunicacion personal).
Adicionalmente, analisis bioinformaticos de la secuencia de aminodcidos de HpaF utilizando las
herramientas phobius del EBI (European Bioinformatics Institute) y TargetP del CBS (Center of
Biological Sequence Analysis) sugieren localizacién no citoplasmatica y mitocondrial
respectivamente (datos no mostrados). Se sabe que efectores tipo Il de P. syringae como
Hopll suprime la defensa del hospedero al ser translocado al cloroplasto por medio de la
interaccion con proteinas de la familia HSP70 (Jelenska et al., 2007). Adicionalmente, se
conoce otro efector de P. syringae, HopG1, el cual se localiza en la mitocondria alterando su
funcionamiento para suprimir la inmunidad innata en la planta (Block et al., 2010).

Todo lo anterior parece sugerir indicios de una posible localizacion de HpaF al interior de
organelos tales como cloroplasto y mitocondria. Esto podria explicar de cierta forma la no
expresion diferencial de genes al interior de la yuca, aun asi hay otras consideraciones para
tomar en cuenta.

Uno de los principales problemas que se presentaron en nuestros experimentos de
microarreglos fue la variabilidad intrinseca en los datos generados. Es importante destacar que
se trabajo en el caso de una interaccién compatible, lo cual puede afectar la variabilidad de los
datos. En el patosistema Arabidopsis — Pseudomonas se han estudiado las respuestas de la
planta durante interacciones compatibles e incompatibles mediante cambios en la expresiéon
de genes con la tecnologia Affymetryx (Tao et al., 2003). Estos resultados muestran un
comportamiento robusto de la interaccién incompatible como un sistema bioldgico. Se sugiere
ademas que a diferencia de lo que ocurre en una interaccién incompatible, en la interaccion
compatible las respuestas se ven muy afectadas por condiciones dificiles de controlar tales
como la calidad del suelo, el ambiente microbiano, niveles de humedad, calidad y cantidad de
luz (Tao et al., 2003). Adicionalmente encuentran que durante los periodos tempranos de
infeccidn, las respuestas en el caso de una interaccién compatible e incompatible son
cualitativamente similares y las diferencias se observan a nivel cuantitativo y cinético. Esto estd
basado en la similaridad de los perfiles de expresién entre ambas interacciones en los mismos
tiempos, pero la amplitud de los cambios de expresidn durante la interaccién compatible son
pequefios. Estos resultados sugieren que los mecanismos de transduccién de sefiales que usa
la planta son en gran parte compartidos en ambas interacciones, y que durante la interaccion
incompatible la sefializacién ocurre fuerte y rapidamente después del proceso de infeccion
llevando a la planta a superar la infeccién (Tao et al., 2003).

En yuca, se ha estudiado la interaccion incompatible mediante microarreglos y comparaciones
mediante QRT-PCR con una variedad susceptible ha permitido encontrar que algunos de los
genes encontrados por microarreglos se inducen rdpidamente en la variedad resistente en
comparacién con la susceptible (Lopez et al., 2005). Estos resultados en yuca corroboran lo
encontrado en Arabidopsis por Tao et al (2003).

Los resultados anteriores podrian dar una explicacion a la variabilidad encontrada en nuestros
datos (Figs. 22 y 23). Adicionalmente también sugieren la valoracion de tiempos tardios para
evaluar las respuestas en interacciones compatibles. Es posible que a pesar de que los cambios
fenotipicos se observen en los primeros 10 DPI, los cambios a nivel transcripcional se observen
tardiamente en yuca. Esto podria ser metodoldgicamente dificil de evaluar ya que después de



12 DPI las hojas inoculadas para la extracciéon de ARN se encuentran en un estado avanzado de
marchitamiento. En tomate se ha mostrado que la infeccién con Xav en plantas susceptibles
mutadas para XopN, las diferencias a nivel de crecimiento bacteriano se empiezan a observar a
partir de 6 DPI, tiempo en el cual se perciben diferencias en la expresién de genes relacionados
con patogenicidad en tomate (Kim et al., 2009). A su vez, y en relacién con lo que ocurre en
yuca, en tomate encuentran que la bacteria logra crecer hasta 12 DPI, momento en el cual el
tejido se satura con bacteria y se observa un marchitamiento general de la hoja (Kim et al.,
2009).

Aun asi y a pesar de la variabilidad asociada al experimento es de destacar que dentro de 5700
genes ninguno presente cambios en la expresidn producidos por este efector. Para esto
también hay que considerar que segun la informacidn que se tiene disponible del genoma de
yuca en http://www.phytozome.net/ se ha estimado que el genoma contiene

aproximadamente 32.000 genes codificantes para proteinas. Es decir, mediante el uso del
microarreglo de ADNc de yuca se evaliia menos del 20% del genoma de yuca.

Por otro lado, es de resaltar que los estudios de expresion diferencial utilizando el mismo
microarreglo de ADNc desarrollados en wuna interacciébn incompatible muestran
aproximadamente 200 genes expresados diferencialmente como respuesta a la inoculacidn
con Xam en una variedad resistente (Lopez et al., 2005). Es decir, tan sélo el 4% de genes
dentro del microarreglo se regulan diferencialmente como respuesta a la infeccidn por Xam, lo
cual es interesante comprado con nuestros resultados ya que en nuestro estudio evaluamos el
efecto de un solo efector en la regulacién de expresion de genes de yuca. Todo esto sugiere
gue es muy posible que hpaF si regule la transcripcion de algunos genes al interior de la yuca,
pero que éstos no se encuentren representados dentro del microarreglo de cDNA y es por esto
gue no se encontraron en este trabajo.

En sintesis se puede concluir que HpaF favorece la proliferacion y la movilidad de Xam en hojas
de yuca susceptibles. Aunque no se encontraron genes expresados diferencialmente por la
accion de HpaF, la presencia de estructuras tipicas eucariotas en su secuencia sugiere una
funcién en la interaccidn con posibles proteinas al interior de la planta y una posible regulacién
transcripcional.

Es importante continuar realizando estudios que permitan comprender la funcion del
repertorio de efectores de Xam y los mecanismos que éstos utilizan para causar enfermedad
en plantas de yuca. Estos resultados serian de gran utilidad para futuros programas de
mejoramiento genético en yuca y para el desarrollo de la agricultura no sélo en Colombia sino
en otros paises de Africa donde la yuca es ampliamente cultivada.

PERSPECTIVAS

La disponibilidad que se tiene de un draft del genoma permitird proximamente construir chips
para evaluar el repertorio completo de genes de yuca. Alternativamente estrategias como
RNAseq podrian tener una mejor representacidon de posibles cambios en la expresion de genes
de manera mas confiable y sensible.


http://www.phytozome.net/

ANEXOS

A. Preparacion de cortes en parafina utilizando

Histochoice Clearing Agent
1. Fijacién en F.A.A. por 48 horas.

70% EtOH....covovieeecececiees 900ml
Acido acético glacial ................... 50 ml
FOrmol.....ceeeeeeececeeeeenes 50ml
2.70 % EtOH 24 horas.

3.90 % EtOH 4 horas.

4. (95%) 96% EtOH 4 horas.

5. 100% EtOH 4 horas.

6. 100% EtOH 4 horas.

7. 90 EtOH: 10 histochoice, 4 horas.
8. 70 EtOH: 30 histochoice, 4 horas.
9. 50 EtOH: 50 histochoice, 4 horas.

10. 30 EtOH: 70 histochoice, 4 horas.

11. 10 EtOH: 90 histochoice, 4 horas.

12. histochoice 100%, 2 cambios por 12 horas.

12a. eliminar % del Histochoice y remplazar por parafina a 602, mezclar rdpidamente, colocar
en horno a 602.

13. Cambios de parafina (x3, 12 horas).

14. Montar bloques.

15. Cortar en micréotomo y montar cortes en laminas con adhesivo, secar en horno.
Adhesivo de Mayer: (Ver Ruzzin, 1999: 84-85)

1. mezclar 50 cc de clara de huevo y 50 cc de glicerol.

2. afiadir 1 g de salicilato de sodio.

3. agitar y filtrar (con algoddn).

B. Doble tincion azul de astra - fucsina basica

A partir del protocolo A.

1. Xilol 3 mins.

. Xilol 3 mins.

. Xilol 50:50 EtOH abs. 3 min.

. Xilol 50:50 EtOH abs. 3 min.

. EtOH 100% 2 min.

. EtOH 95% 2 min.

. EtOH 70% 2 min.

. EtOH 50% 2 min.

. H20 destilada 2 min.

10. 1% azul de astra acidificado

Variable (Hoja y tallo de yuca a 5 micras=10min; Hoja a 12 micras= 6 minutos)
11. Lavado en H20 destilada (2 mins.).

12. 0.1% fucsina basica etandlica

Variable (Hoja y tallo yuca a 5 micras=20 min; Hoja a 12 micras= 4 minutos)
12a. Lavado en H20 destilada (15 segundos).

F15. EtOH 50% 1 min.

F16.EtOH 70% 1 min.
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F17. EtOH 95% 1 min.

F18. EtOH 100% 1 min.

F19. EtOH 100% 1 min.

F20. EtOH 70: 30 Xilol 2 mins.

F21. EtOH 50:50 Xilol 2 mins.

22. Xilol 100% 3 mins.

23. Xilol 100% 3 mins o hasta montaje (no mas de 4 horas)
24. Colocacidn de citoresina y ldminillas y secado.

Azul de astra acidificado: 1g / 100 ml de 2% acido tartarico.
Fucsina basica etandlica: 0.1g/ 100 ml de etanol 50%.

C. Tincidn policromatica con Toluidina (Curtis, 1986)

A partir del protocolo A, paso 14.
1. Cortar en micrétomo y montar cortes en laminas con adhesivo Mayer.
2. Secar las laminas sobre placa calefactora a < de 40 grados, no importa el tiempo, hasta
secado total. S| SE SOBRECALIENTA LA TINCION ES DESIGUAL.
3. Toluidina 0.05% (en agua destilada) ----- tiempo variable
(hoja de yuca: 30 min. a 5 micras, 15 min. a 12 micras; tallo 15 min. a 5 micras).
4. Secado a < de 40 grados sobre placa calefactora.
1. Xilol 100% 3 mins.
2. Xilol 100% 3 mins o hasta montaje (no mas de 4 horas)
7. Colocacion de citoresina y laminillas y secado.
Resultados:
1. Paredes lignificadas de coloracién azul-verde a verde.
2. Colénquima y parenquima de color purpura-rojizo
3. Tubos cribosos y células acompafiantes de color rojo.

D. Tincion para floema - callosa (Cheadle et al. 1953)

A partir del protocolo A.

1. Xilol 3 mins.

. Xilol 3 mins.

. Xilol 50:50 EtOH abs. 3 min.

. Xilol 50:50 EtOH abs. 3 min.

. EtOH 100% 2 min.

. EtOH 95% 2 min.

. EtOH 70% 2 min.

. EtOH 50% 2 min.

. Agua destilada 1 min.

R10. acido tadnico 1% 5 min (1g de salicilato de sodio por 100 ml para prevenir contaminacion)
R11. 3 lavados en H20 destilada, 1 minuto.

R12. 2% cloruro férrico por 5 mins.

R12. 3 lavados en H20 destilada por 1 minuto (paredes celulares de color gris)

R13. NaHCO3 1% en 25% EtOH en H20 destilada. Por 30 mins. (cambio de gris a café)
R14.0.25 g de azul de resorcina por 100 ml de 30% EtOH + 3 ml de 1% NaHCO3. 24 horas.
R15. 50% EtOH en 1% NaHCO3 por 30 segs. (depende de la tasa de decoloracion del azul de
resorcina).

R16. EtOH 70% 30 seg.

R17. EtOH 95% 30 seg.
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R18. EtOH 100% 30 seg.

R19. EtOH 100% 30 seg.

R20. EtOH 70:30 Xilol 1 min.

R21. EtOH 50:50 Xilol 1 min.

22. Xilol 100% 3 mins.

23. Xilol 100% 3 mins o hasta montaje (no mas de 4 horas)
24. Colocacion de citoresina, [dminillas y secado.
Resultados:

1. Calosa: azul-verdoso.

2. Tejidos lignificados: similar

3. Paredes celulares: gris a café.

E. Deteccion de lignina con floroglucinol (coloracion no

permanente): (12 micras)

A partir del protocolo A.

1. Xilol 3 mins.

. Xilol 3 mins.

. Xilol 50:50 EtOH abs. 3 min.

. Xilol 50:50 EtOH abs. 3 min.

. EtOH 100% 2 min.

. EtOH 95% 2 min.

. EtOH 70% 2 min.

. EtOH 50% 2 min.

. H20 destilada 2 min.

10. Secado.

11. Agregar floroglucinol al 1% en EtOH 96% (0.1 gramo en 10 cc. de EtOH 96%)
12. Agregar HCl 25% (68 ml HCI 37% y 32 ml H20 destilada).
13. Glicerol y laminilla; (sellado con esmalte).

14. Toma de fotografias inmediata.
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F. Suberina y cutina utilizando Sudan Black B (Ruzin,
1999).

A partir del protocolo A.

1. Xilol 3 mins.

. Xilol 3 mins.

. Xilol 50:50 EtOH abs. 3 min.
. Xilol 50:50 EtOH abs. 3 min.
. EtOH 100% 2 min.

. EtOH 95% 2 min.

. EtOH 70% 2 min.

. EtOH 50% 2 min.

. H20 destilada 2 min.

SU10. Sudan black B por 2 horas
SU11. EtOH 50% 15 segundos
SU12. EtOH 40% 1 minuto

13. H20 destilada 1 minuto
14. Secado a 40 grados.
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15. Citoresina.
Solucion de Sudan Black B: 70% EtOH 100 ml + Sudan Black B 0.07 g.
Resultados: La cutina y suberina se tifien de negro

G. Protocolo de Extraccion de ARN.

Buffer de Extraccion:

Reactivo Concentracion final Stock Para 8 Rx

Tris — HCl (pH 7,5) 100mM 1M 400ul
NacCl 100mM 1M 400ul

EDTA 25mM 0,5M 200ul

SDS 1% 20% 200ul

PVP K30 (360.000) 2% 100% 80mg

B mercaptoetanol (14.3M) 2% 100% 80ul

1300 ul (Sreactivos) +
2700 agua DEPC

Dia 1:

Precalentar el buffer de extraccion a 60°C.

Mantener el tubo de 2ml con 0,1 g de tejido congelado en nitrégeno liquido.

Adicionar 500ul de buffer de extraccién precalentado y mezclar por vortex.

Adicionar 500ul de cloroformo puro y mezclar nuevamente por vortex.

Centrifugar a 12.000rpm por 20 minutos a 4°C.

Transferir la fase superior a un nuevo tubo y repetir la extraccién con cloroformo dos veces.
Finalmente transferir la fase superior a un tubo de 1,5ml, adicionar 0,33 volumenes de_LiCl
8M e incubar overnight a 4°C.

Nou,swnNeE

Dia 2:

8. Centrifugar a 12.000rpm a 4°C por 15 minutos.

9. Descartar el sobrenadante y disolver el pellet en 500ul de agua DEPC (DiEtilPiroCarbonato).

10.Extraer una vez con 1 volumen de Fenol::Cloroformo::lsoamilico (25::24::1) y dos veces con
1 volumen de Cloroformo::Isoamilico (24::1). Nota: se usa fenol acido.

11.Transferir la fase superior a un tubo nuevo y precipitar con 0.25 vol de NaCl 5My 2 vol de
etanol porlo menos 30 minutos a -80°C.

12.Centrifugar a 13.000rpm por 20 minutos a 4°C.

13.Decantar el sobrenadante, lavar el pellet con etanol al 70%, y dejar secando 10 minutos.

14.Resuspender el pellet en 30ul de agua libre de nucleasas y almacenar a -80°C.

15.Evaluar la estabilidad y calidad del ARN por electroforesis en gel de agarosa y NanoDrop
(Thermo Scientific).

H. Tratamiento con DNasal (libre de RNasa).

1. Hacer la siguiente mezcla:

Reactivo Volumen

ARN total 10-40ul
10X Dnasel Buffer (Ambion) Sul




O N

11.

L.

DNasel (2U) (Ambion) 1ul
Volumen final 50ul

Mezclar bien, centrifugar e incubar a 37°C durante 30 minutos.

Adicionar 1 volumen of Fenol::Cloroformo::isoamilico (25::24::1), mezclar bien con vortex y
centrifugar a 13.000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Nota: se usa fenol acido.

Rescatar el sobrenadante en un nuevo tubo y agregar 1 volumen de Cloroformo::lsoamilico
(24::1), mezclar por vértex y centrifugar a 13.000 rpm durante 10 minutos a 4°C.

Rescatar el sobrenadante en un nuevo tubo y adicionar 1/10 de volumen de Acetato de
Sodio 3M pH 5.2, 3 ul de glicégeno (5 mg/ml), y 2 1/2 de volumen de etanol al 96% frio,
mezclar bien e incubar a -80°C por lo menos 10 minutos.

Centrifugar las muestras durante 20 minutos a 13.000 rpm a 4°C.

Descartar el sobrenadante, tener cuidado de no perder el pellet.

Lavar el pellet con etanol al 70%, centrifugar por 10 minutos a 4°C a 13.000rpm.

Descartar el sobrenadante, tener cuidado de no perder el pellet.

. Resuspender el ARN en 12 ul de agua libre de nucleasas. Verificar la estabilidad del ARN con

electroforesis en gel de agarosa vy la calidad con NanoDrop (Thermo Scientific).
Almacenar las muestras a -80°C.

Sintesis de ADNc con el método SMART™ PCR cDNA

Synthesis Kit (Clontech).

Sintesis de primera cadena de ADNCc:

1.

2.
3.
4.

5

Hacer la siguiente mezcla:

Reactivo/reacciones 1Rx

ARN (~1ug) 6ul

3°SMART CDS Primer IIA (12uM) 2ul

SMART Il oligonucleotide 2ul
(12uMm)

Volumen final 10ul

Mezclar el contenido y hacer spin con microcentrifuga.
Incubar el tubo a 70°C en termociclador por 2 minutos.
Hacer spin y se mantiene a temperatura ambiente.
Adicionar a cada tubo la siguiente mezcla:

Reactivo/reacciones 1Rx

5X First Strand Buffer 4ul
(Clontech)

DTT (20mM) 2ul

dNTPs (10mM c/u) 2ul

MMLV Reverse Transcriptase 2ul
(Clontech)

AntiRNasa (Ambion) 2ul




Volumen Final 12ul

6. Hacer spin e incubar a 42°C durante una hora.

7. Diluir la reaccion de primera cadena en buffer TE (10mM Tris pH 7.6, 1ImM EDTA). A 10ul de
la reaccion de sscDNA agregar 40ul de buffer TE.

8. Calentar los tubos a 72°C durante 7 minutos.

Amplificacion del cDNA por LD PCR:

Las condiciones del PCR son las siguientes:

Reactivo Para 1 reaccion

Agua 74ul
10X Advantage PCR Buffer 10ul
(Clontech)
dNTPs (10mM c/u) 2ul
5°PCR Primer lIA (12uM) 2ul
50x Advantage 2 Polymerase 2ul
Mix (Clontech)
Volumen Final 90ul (mix) + 10ul (muestra)=
100ul

El protocolo del termociclador es el siguiente:

Temperatura Tiempo Ciclos
95°C 1 minuto 1
95°C 15 segundos Repetir X veces.
65°C 30 segundos Optimo 17-19.
68°C 6 minutos Minimo 15.

Las secuencias de los primers utilizados se muestran a continuacién, la zona subrayada es
idéntica en los tres primers:

Nombre del primer u Secuencia
oligonucleétido
SMART Il A Oligonucleotide 5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG-3'
3' SMART CDS Primer Il A 5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACT 30 N-1N-3'
(N=AC G,orT;N-1=A,G, orC)
5' PCR Primer Il A 5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3'




J.

Limpieza con el Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up

System (Promega)

N

1
2
3.
4. Centrifugar a 13.000rpm por 1,5 minutos a temperatura ambiente. Descartar el liquido y

Adicionar 1 volumen de “Membrane Binding Solution” y mezclar bien.
Insertar la columna al tubo de coleccion.
Transferir la mezcla al tubo de coleccidn, e incubar a temperatura ambiente por 1 minuto.

reinsertar la columna en el mismo tubo de coleccién.

Adicionar 700ul de “Membrane Washing Solution” y centrifugar a 13.000rpm por 1 minuto.
Descartar el liquido y reinsertar la columna en el tubo de coleccién.

Repetir el paso anterior con 500ul y centrifugar a 13.000rpm por 5 minutos.

Dejar secar el etanol residual de la columna por 1 minuto después del ultimo lavado.

Eluir el producto en un nuevo tubo limpio utilizando agua libre de nucleasas. Se colocan
30ul en el centro de la columna, se centrifuga a 13.000rpm por 1 minuto, y luego se
pipetean los mismos 30ul eluidos y se vuelven a adicionar al centro de la columna y se
centrifugan de nuevo, para obtener un mayor rendimiento.

K. Marcaje de la sonda de ADNCc.

1.

ou kW

Concentrar 2ug de ADNc a un volumen de 5,4ul, y adicionar 2ul de nondmeros aleatorios
(Invitrogen) (110ng/ul). Denaturar 3 minutos a 95°C en un termociclador. Mantener en
hielo por 2 minutos.

. Adicionar la siguiente mezcla a cada tubo: 1.2ul de Exonuclease-Free Klenow Reaction

Buffer 10X, 1.2ul de dNTPs*, 1.2 ul de Exonuclease-Free Klenow Fragment Enzyme (10U) y
1.0ul de Cy3-dUTP 6 Cy5-dUTP (GE Healthcare, anteriormente Amersham Bioscience).
*Preparacion de los dNTPs: dATP, dGTP y dCTP 2mM cada uno, DTTP 1.6mM.

Mezclar bien y centrifugar el tubo de reaccién.

Incubar el tubo a 37°C durante 1 hora y media en un termociclador.

Limpiar el producto de marcaje utilizando el protocolo J.

Adicionar 20ug de ADN de esperma de salmén (GE Healthcare, anteriormente Amersham
Bioscience) y 10ug de Polyadenylic acid-Polyuridylic acid sodium salt (Sigma-Aldrich).
Reducir el volumen de ADNc marcado a 25 pl mediante un SpeedVac.

L. Prehibridizacion del microarreglo

1. Lavar las [dminas en SDS al 0,2% para retirar las moléculas que no se fijaron a la ldmina.

2. Incubar las Idminas a 55°C durante 45 minutos en la solucién de prehibridizacion (BSA 1%,
SSC5X, y SDS 0,1%).

3. Lavar las laminas en agua destilada y repetir cuatro veces, lavar una vez en isopropanol.
4. Secar las ldminas centrifugando 5 minutos a 850rpm. Hibridizar inmediatamente.

M. Hibridizacion

1. Ajustar el ADNc marcado a 25 pl.

2. Adicionar 25 pl de buffer de hibridizacién2x (formamida 50%, SSC 10x y SDS 0,2%).
3. Incubar 3 minutos a 95°C y luego mantener en hielo en oscuridad.

4. Hacer un spin a los tubos y homogeneizar la solucion por pipeteo.

5. Colocar el microarreglo en la cdmara de hibridizacién y colocar la laminilla.



6. Adicionar la solucidon pipetando suavemente al borde de la laminilla.

7. Humedecer la camara con buffer de hibridizacion 1x.

8. Incubar durante 16 horas a 42°C.

9. Transcurrido este tiempo hacer un lavado a 55°C durante 5 minutos con la solucién de
lavado 1 (SSC 2%, SDS 1%).

10. Hacer dos lavados con la solucidn de lavado 2 (S5C1%) durante 5 minutos.

11. Hacer un lavado final con la solucién de lavado 3 (SSC0,1%)

12. Secar las laminas centrifugando 5 minutos a 850rpm.
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