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RESUMEN

La asociacion simbiética Rhizobium-leguminosa comienza con un intercambio de sefales
guimicas entre la planta y la bacteria. Como resultado de esta asociacion, el proceso de
infeccion inicia en los pelos radiculares y la formacion de un nuevo 6rgano, conocido
como nédulo. Dentro de los nddulos, se da la fijacion del nitrégeno. Durante este proceso
Rhizobium desencadena el sistema de defensa dependiente de acido jasmaonico (JA) y/o
etileno (ET) conocida como Resistencia Sistémica inducida (ISR, por sus siglas en inglés),
siendo relacionada en el incremento en la defensa contra patégenos. De manera similar,
la aplicacion de &cido B-aminobutirico (BABA), incrementa la defensa contra
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola desencadenando la Resistencia Sistémica
Adquirida (SAR, por sus siglas en inglés) en plantas de frijol. Tanto la via de SAR como
la de ISR, se encuentran relacionadas con una activacion mas rapida y/o eficiente de la
respuesta defensiva de la planta, conocido como “priming”, ante un segundo estimulo,
resultando en el aumento del nivel de resistencia contra un patégeno. Se ha demostrado
que la concentracion relativa de cada hormona, el tiempo y la secuencia de inicio de la
sefalizacion del acido salicilico (SA) y JA, y posiblemente ET; son importantes para
determinar si la interaccion entre ambas vias sera antagonica, neutral o sinérgica. Por lo
gue surge el interés en analizar la activacion de priming y la resistencia contra P. syringae
pv. phaseolicola en plantas de frijol tratadas con BABA e inoculadas con Rhizobium tropici
y su efecto en la formacién de nddulos funcionales.

En este proyecto, encontramos que el incremento en la resistencia contra P. syringae pv.
phaseolicola, en plantas de frijol inoculadas con R. tropici a los 3 dpg (dias después de
la germinacién) y la aplicacion de BABA a los 10 dpg, presenta un efecto en el desarrollo
de los nodulos fijadores de nitrégeno involucrando cambios en el tamafio, nimero y el
contenido de bacteria en los nddulos maduros. Ademas, la combinacion de estos factores
incremento la fijacién de nitrégeno comparado con el control.

Por lo que proponemos el uso de activadores de priming, como BABA, para generar
plantas resistentes a diversas enfermedades en cultivos de interés agronémico, y en
particular ayudar a la produccion de nuevas variedades de frijol resistentes a patégenos
y que ademas, cuenten con una mayor capacidad de fijacion de nitrégeno por parte de
los nédulos. Con los resultados encontrados en este trabajo se contribuye incrementar el
conocimiento entre las interacciones planta-microorganismo y cambios fenotipicos
relacionados con el costo beneficio de la activacion de la defensa cuando ISR y SAR
convergen.



ABSTRACT

The symbiotic relationship Rhizobium-Legume is mediated by an exchange of chemical
signals between the plant and the bacteria. As result of this association, the infection
process begins and a new organ, the root-derived nodule, is formed. Within the nodule,
atmospheric nitrogen fixation occurs. During this symbiotic process, Rhizobium triggers
the jasmonic acid (JA) and ethylene (ET)-dependent response pathways, a mechanism
known leading to an Induced Systemic Resistance (ISR), which increases the plant
defense against pathogens. In a similar way, application of B-aminobutyric acid (BABA)
induces resistance to Pseudomonas syringae pv. phaseolicola infection, via the Systemic
Acquired Resistance (SAR), in bean plants. Both pathways (ISR and SAR) display a faster
and/or stronger activation of the plant defense responses against a second stimulus (e.g.
a subsequent attack by pathogens). This physiological condition known as “priming”, has
often been associated with enhanced resistance to a broad spectrum of biotic and/or
abiotic types of stress. It has been shown that the relative concentration of each hormone,
the time and the sequence of initiation of salicylic acid (SA) and JA signaling are important
to determinate the type of interaction between both pathways, if it will be antagonistic,
neutral or synergistic in the plant.

Here we show that enhanced resistance against the pathogen P. syringae pv.
phaseolicola, in common bean plants inoculated with the symbiont Rhizobium tropici at 3
dpg and treated with BABA at 10 dpg, has a direct effect in the development of nitrogen-
fixing root nodules involving size, number and the content of bacterium in the mature
nodules. Also the combination of these factors increases the fixation of nitrogen compared
to untreated controls.

We propose that the use of priming activators, like BABA, will allow us to generate disease
resistant crop varieties, and in particular it will help us to produce new bean varieties
resistant to pathogens and with an enhanced nitrogen-fixation capacity. Thus, the results
presented in this work will increase our knowledge on the plant-microorganism interaction
and the morphological changes involving with the activation of the plant defense when
ISR and SAR pathways are activated simultaneously in the same plant.



I.  INTRODUCCION

1. Modelo de estudio

1.1 Importancia del frijol (Phaseolus vulgaris)
El frijol se origin6 y domestico en América Latina con dos origenes geograficos
(Mesoameérica y los Andes) genéticamente diferenciables que derivan de un ancestro
comun de 100,000 afios de antigiiedad (Bitocchi, et al., 2013).

El frijol es del género Phaseolus y su nombre cientifico es Phaseolus vulgaris Linnaeus,
asignado por Linnaeus en 1753. Pertenece a la tribu Phaseoleae de la subfamilia
Papilionoideae, familia Leguminoseae dentro del orden Rosales (Cardona & Kornegay,
1999; CIAT, 1984).

La planta de frijol es anual, herbacea, intensamente cultivada desde el tropico hasta las
zonas templadas, aunque es una especie terméfila, es decir, que no soporta heladas; se
cultiva esencialmente para obtener las semillas, las cuales tienen un alto contenido
proteico, alrededor del 20-25%, contenido calculado a partir de la materia seca (CIAT,
1984). Constituye una de las principales fuentes de proteina en la dieta mediterranea
(Broughton, et al., 2003), siendo el tercer cultivo mas importante en el mundo, entre las
leguminosas, después de la soya y el cacahuate (Ma & Bliss, 1978; Singh, Teran, Mufioz,
& Takegami, 1999). Particularmente en México, el frijol es la leguminosa de mayor
consumo humano y representa el 36% de la ingesta diaria de proteinas (Lara-Flores,
2015).

El frijol es producido en las 32 entidades del pais, sin embargo, las que aportan la mayor
parte del volumen son Zacatecas, con el 35.9% de la produccién nacional; Durango con
11.6%; Chihuahua, 9.5%; Sinaloa, 8.9% y Chiapas con el 5.5%. En México, el consumo
per capita de este producto es de 8.4 kilogramos al afio y el valor de la produccion se
estima en 9.5 mil millones de pesos (SAGARPA, 2017).

Cuenta con una ventaja adaptativa al asociarse a diversos organismos del suelo, entre
los que destacan bacterias del género Rhizobium (Ben Rebah, Tyagyi, & Prévost, 2002),
interaccion que desencadena la formacion de un nuevo érgano en la planta, conocido
como nddulo, por medio del cual se realiza la fijacion del nitrégeno atmosférico en suelos
con deficiencia de nitrégeno (De Felipe Anton, 2004; Ben Rebah, Tyagyi, & Prévost, 2002).

En relacion con la cantidad de nitrogeno fijado en los ecosistemas terrestres, la mayor
contribucion proviene de los sistemas simbiéticos, especialmente la asociacion
Rhizobium-leguminosa con un 50% de todo el nitrégeno fijado en la tierra (FAO, 1995).



1.2 Morfologia del Frijol
1.2.1 Raiz

La primera etapa en el desarrollo del sistema radical esta formada por la radicula del
embrion, la cual se convierte posteriormente en la raiz principal o primaria. A los pocos
dias de la emergencia de la radicula es posible observar las raices secundarias, que se
desarrollan especialmente en la parte superior o cuello de la raiz principal (Figura 1)
(CIAT, 1986).

Figura 1. Desarrollo del sistema radicular durante la germinacion
(CIAT, 1986).

Se encuentran de 3 a 7 de estas raices en disposicién de corona y tienen un diametro
menor al de la raiz principal. Se denominan secundarias debido a que su desarrollo
ocurrié a partir de la raiz primaria. Sobre las raices secundarias se desarrollan las raices
terciarias y otras subdivisiones como son los pelos absorbentes. Los cuales ademas se
encuentran en todos los puntos de crecimiento de la raiz, especialmente en las partes
jovenes de las raices, jugando un papel importante en la absorcion de agua y nutrientes
(CIAT, 1984).

1.2.2 Nédulos

Como miembro de la subfamilia Papilionoideae, Phaseolus vulgaris L. presenta nédulos
distribuidos en las raices laterales de la parte superior y media del sistema radicular
(Figura 2). Estos nédulos tienen forma poliédrica y un diametro aproximado de 2 a 5mm.
Son colonizados por bacterias del género Rhizobium, las cuales fijan el nitrdgeno
atmosférico. Contribuyendo de esta manera a satisfacer los requerimientos de este
elemento en la planta (CIAT, 1984).
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Figura 2. Nodulos en la parte superior de la radicula en frijol variedad BAT477 (Coss-
Navarrete).

1.2.3 Tallo

El tallo es herbaceo y con seccion cilindrica o levemente angular, debido a pequefias
corrugaciones de la epidermis. Su pigmentacion puede variar de verde, rosa y morado.
Su desarrollo empieza en la insercién de las raices (CIAT, 1984).

En orden ascendente, el primer nudo que se encuentra es el de los cotiledones; éste se
caracteriza por tener dos inserciones opuestas correspondientes a los cotiledones.
Siendo la primera parte del tallo comprendida entre la insercion de las raices y el primer
nudo, llamada hipocatilo. El hipocétilo tiene una longitud apreciable porque el frijol comun
es de germinacion epigea (Figura 3) (CIAT, 1984).

Hojas primarias

Estipula
/

Primera hoja
trifoliada

Figura 3. Plantula de frijol (CIAT, 1984).



En las plantulas denominadas epigeas, los cotiledones emergen del suelo debido a un
considerable crecimiento del hipocotilo. Posteriormente, en los cotiledones se diferencian
los cloroplastos, transformandolos en 6rganos fotosintéticos y actuando como si fueran
hojas (Figura 4) (CIAT, 1984).
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Figura 4. Germinacion epigea en semilla de frijol (FAO, 2013).

En el siguiente nudo se encuentran las hojas primarias, las cuales son opuestas entre si.
Entre el nudo de los cotiledones y el de las hojas primarias, se encuentra un entrenudo
real llamado epicotilo. A nivel de cada nudo existen otros 6rganos como las hojas
trifoliadas, las ramas, los racimos y la flores (FAO, 2013).

1.2.4 Hojas

Las hojas de frijol se encuentran insertadas en los nudos del tallo y las ramas, existiendo
dos tipos: simples y compuestas (Figura 5). Las hojas primarias son simples, aparecen
en el segundo nudo del tallo y se forman en la semilla durante la embriogénesis. Son
opuestas, cordiformes, unifoliadas, auriculadas, simples y acuminadas. Estas caen antes
de que la planta esté completamente desarrollada (CIAT, 1984).



|| Compuesta

Figura 5. Tipos de hojas de la planta de frijol (CIAT, 1984).

Las hojas compuestas son trifoliadas y son las hojas tipicas del frijol. Tienen tres foliolos,
un peciolo y un raquis. Tanto el peciolo como el raquis son acanalados. El foliolo central
o terminal es simétrico y acuminado; los dos laterales son asimétricos y también
acuminados (Figura 5) (CIAT, 1984).

1.2.5 Inflorescencia

Las inflorescencias pueden ser axilares o terminales. Desde el punto de vista botanico se
consideran como racimos de racimos, es decir, un racimo principal compuesto de racimos
secundarios, los cuales se originan de un complejo de tres yemas (triada floral) que se
encuentra en las axilas formadas por las bracteas primarias y el raquis. El raquis es una
sucesion de nudos (CIAT, 1984).

En la inflorescencia se pueden distinguir tres componentes principales: el eje de la
inflorescencia que se compone de pedunculo y raquis, las bracteas primarias y los
botones florales. Antes de abrir las primeras flores, el pedinculo de la inflorescencia se
alarga rapidamente. Los nudos se distinguen porque en ellos se localizan las bracteas
primarias (CIAT, 1984).

En cada triada floral cada una de las dos yemas laterales generalmente produce una flor;
estas dos yemas laterales son las dos primeras que aparecen sobre el eje del racimo
secundario, en sucesion alterna (Figura 6). En cambio, la yema central no se desarrolla
directamente, como el eje es muy reducido, las dos flores parecen estar al mismo nivel
(CIAT, 1984).
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Figura 6. Desarrollo de la triada floral (CIAT, 1984).

En algunos casos, especialmente cuando las vainas, producto del desarrollo de las flores
laterales estan ya desarrolladas, la yema central puede producir un pequefio eje con otra
triada floral. De esta nueva triada puede resultar una tercera flor (Figura 6). El desarrollo
a partir de la tercera flor esta limitada por fenomenos de competencia, ya que al madurar
las vainas de las dos primeras yemas, la planta generalmente esta en la etapa de
maduraciéon y por lo tanto presenta disminucién de su actividad fotosintética y
normalmente esta flor ya no se desarrolla (CIAT, 1984).

1.2.6 Flores

En el proceso de desarrollo de la flor se pueden distinguir dos estados; el botén floral y
la flor completamente abierta. El botdn floral, bien sea que se origine en las inserciones
de un racimo o en el desarrollo completamente floral de las yemas de una axila, en su
estado inicial esta envuelto por las bractéolas que tienen forma ovalada o redonda. En su
estado final, la corola que aun esta cerrada sobresale y las bractéolas cubren solo el céliz.
Cuando ocurre el fendmeno de antesis la flor se abre (CIAT, 1984).

La morfologia floral de P. vulgaris L., favorece el mecanismo de autopolinizacion. Lo
anterior debido a que las anteras estan al mismo nivel que el estigma y ademéas ambos
organos estan envueltos completamente por la quilla. Cuando se produce la dehiscencia
de las anteras (antesis) el polen cae directamente sobre el estigma (CIAT, 1984).

1.2.7 Fruto

El fruto es una vaina con dos valvas, las cuales provienen del ovario comprimido. Puesto
gue el fruto es una vaina, esta especie se clasifica como leguminosa. Dos suturas
aparecen en la unién de las dos valvas. Una es la sutura dorsal, llamada placental y la
otra sutura se denomina como sutura ventral (CIAT, 1984).



Los ovulos, que son las futuras semillas, alternan en la sutura placental. En consecuencia,
las semillas también alternan en las dos valvas. Las vainas pueden ser de diversos
colores, uniformes o con rayas, existiendo diferencias entre las vainas jovenes o estado
inmaduro, las vainas maduras y las vainas completamente secas. El color dependera de
la variedad (CIAT, 1984).

1.3 Mejoramiento ante patdégenos que afectan a frijol

La formacion de variedades mejoradas a las enfermedades ocupa uno de los primeros
lugares en el programa de mejoramiento de frijol en México. Siendo las enfermedades
muy numerosas, debido a la diversidad de climas que prevalecen en las areas donde se
cultiva frijol, en cada region existen diferentes microorganismos capaces de tener una
mayor incidencia o intensidad (Miranda, 1966).

Este mejoramiento ha constado de la realizacion de cruzas entre variedades resistentes
y susceptibles a la enfermedad, ya sea ocasionada por bacterias (Pseudomonas
phaseolicola Dows, Xanthomonas phaseoli Dows y Corynebacterium flaccumfaciens
Dows), hongos (Uromyces phaseoli Var typica Arth, Collectotrichum lindemuthianum
Briose & Cav, Rhizoctonia solani Kuhn, Fusarium solani Snyder & Hansen, F. phaseoli
Snyder & Hansen, Chaeypseptoria welmani Stev, Sclerotinia sclerotiorum Dby vy
Isariopsis griseola Sacc) o virus (Virus phaseolus No.1y Virus phaseolus No.2) (Miranda,
1966).

1.3.1 Pseudomonas syringae pv. phaseolicola

A. Taxonomia

Es una proteobacteria, del orden Pseudomonadales, familia Pseudomonadaceae, género
Pseudomonas, especie Pseudomonas syringae, variedad patogénica phaseolicola
(Arnold, Lovell, Jackson, & Mansfield, 2011).

B. Propiedades microbioldgicas

Es una bacteria Gram-negativa, cuenta con forma de bacilo, es aerébica y posee flagelos
polares (Samayoa, 2010; Castafio-Zapata & Mendoza, 1994; Arnold, Lovell, Jackson, &
Mansfield, 2011), su tamafio es de 1.5um de longitud y 0.7-1.2um de diametro, cuenta
con un crecimiento 6ptimo a 25-30°C (Arnold, Lovell, Jackson, & Mansfield, 2011).

P. syringae es una bacteria hemibiotrofica, es decir, con una fase inicial biotréfica con un
mayor contacto intracelular y una posterior actividad necrotroéfica, con el uso de enzimas
degradativas, toxinas o0 ambas, generando un dafio posterior al tejido vegetal. Teniendo
la capacidad de vivir tanto en la superficie y el apoplasto de la planta (Block & Alfano,
2011).



Es el agente causal de la enfermedad conocida como “tizén de halo”, siendo una de las
enfermedades de frijol con importancia a nivel mundial (USDA, 2013; CIAT, 2010; Arnold,
Lovell, Jackson, & Mansfield, 2011).

C. Sintomas

Los sintomas en las hojas aparecen tras varios dias después de la infeccion con
pequefias manchas en el envés y en el haz, con presencia de manchas acuosas de unos
3 a 6mm de didmetro. Alrededor de las manchas necréticas se desarrolla un halo amarillo
verdoso, con un didmetro de 2.5cm. En casos de infeccion severa en las hojas, las plantas
desarrollan clorosis sistémica generalizada. Los sintomas también se pueden observar
en las vainas y tallos como lesiones marrones acuosas que pueden presentar exudado
bacteriano (USDA, 2013; CIAT, 1981; Arnold, Lovell, Jackson, & Mansfield, 2011; Taylor
J., Teverson, Allen, & Pastor-Corrales, 1996a).

Temperaturas de 16-20°C, humedad relativa alta (>80%), lluvia y rocio, favorecen la
produccion de la faseolotoxina, toxina producida por P. syringae pv. phaseolicola
(Hagedorn & Inglis, 1986; CIAT, 2010; Campos, 1991; Fourie, 2002; Zaumeyer & Thomas,
1957; Patel & Walker, 1963). La faseolotoxina actia como un inhibidor reversible de la
enzima ornitinil carbamoiltransferasa (OCTasa Ec. 2.1.3.3), que cataliza la conversion de
ornitina y carbamoilfosfato a citrulina, dentro de la principal ruta biosintética de arginina
en plantas (Mitchell, Bean halo-blight toxin, 1976; Mitchell, 1976; Arvizu-Gémez, 2011).

Debido a su accion sobre la enzima OCTasa, la toxina ocasiona la acumulacion de
ornitina, niveles bajos de citrulina y arginina, asi como un efecto inhibitorio en la sintesis
de clorofila, ocasionando la clorosis en las hojas. Ademas de ocasionar la clorosis, la
faseolotoxina facilita la invasién sistémica de la planta contribuyendo de manera
significativa a la virulencia del patégeno (Templeton, Sullivan, & Shepherd, 1984;
Ferguson & Johnston, 1980; Turner & Mitchell, 1985) (Figura 7).

En las vainas los puntos son ovalados y acuosos, pueden alcanzar hasta 9mm de
diametro y llegan a ser hundidas volviéndose de color marrén con la edad. A menudo hay
un exudado de color crema en las lesiones de las vainas y al secarse dejan una lesion
café rojiza (Hagedorn & Inglis, 1986; CIAT, 2010; Schwartz, 1989; Rudolph, 1984) (Figura
7).

El follaje superior de la planta se vuelve de un color amarillo caracteristico de la infeccion,
ademas las semillas infectadas pueden ser de un menor tamafio que las normales con la
cobertura arrugada y decolorada (Hagedorn & Inglis, 1986; CIAT, 2010).

La bacteria se transmite por medio de la semilla, lo que facilita su dispersion al siguiente
ciclo. Ademas, se dispersa por medio del salpique de agua y por el viento (Hagedorn &
Inglis, 1986; CIAT, 2010; Saettler, 1991).
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Figura 7. Sintomas producidos por P, syringae pv. phaseolicola en frijol (Phaseolus
vulgaris). Sintomas de la enfermedad presentes en hojas (A) y vainas (B). Sintomas
presentes a las 72h después de la infeccion (C), caracterizado por la presencia de
manchas acuosas Yy necrosis con halos amarillos, y respuesta a hipersensibilidad (HR,
D), caracterizado por el tejido colapsado y pardeamiento del area infectada. (E) y (F)
demuestran la respuesta a la enfermedad y la HR, respectivamente, en las vainas de frijol

(Taylor, Teverson, & Davies, 1996b; Murillo, Bardaji, & Fuhrer, 2010).

D. Pérdidas anuales y manejo de cultivos

En México el cultivo del frijol (P. vulgaris L.) con frecuencia es atacado por enfermedades
bacterianas como los tizones comun y de halo, los cuales tienen una amplia distribucién
en las zonas productoras de esta leguminosa (Campos, 1991; Navarrete, 1996) El tizon
comun, provocado por Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, esta considerado entre los
cuatro problemas fitopatoldégicos mas importantes de México (Becerra & Pastor-Corrales,
1994; Lopez, 1991). Se ha estimado que las pérdidas que provoca en el rendimiento
varian del 15 al 30% (Campos, 1991). Por otra parte, en Idaho y Michigan, EUA las
pérdidas en el rendimiento causadas por el tizon de halo varian del 23 al 43%, siendo
considerada un serio problema por lo que se demanda que los cultivos que contengan P.
syringae pv. phaseolicola deben ser destruidos (Schwartz, 1989; Prosen, Hatziloukas,
Schaad, & Panopoulos, 1993).

Esta enfermedad esta controlada principalmente mediante la siembra de semillas libres
de patdgenos, el uso de variedades resistentes y a través de la rotacion de cultivos
(Hagedorn & Inglis, 1986; CIAT, 2010; Taylor, Teverson, & Davies, 1996b).
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Actualmente, ambas enfermedades del frijol se encuentran presentes en México, en
localidades de los estados de Guanajuato, Puebla, Estado de México, Durango y
Zacateas (Acosta-Gallegos, et al., 2010), con incidencias mayores al 50% en etapas
tempranas del desarrollo por parte del tizon del halo, obteniendo este porcentaje en
etapas reproductivas por parte del tizon comun en frijol (Prudencio-Sains, Navarrete-
Maya, Navarrete-Maya, & Acosta-Gallegos, 2008; Fourie, 2002).

1.4 Asociacién simbiética Rhizobium-leguminosa

Los mecanismos que han permitido a las leguminosas establecerse en practicamente
todos los ecosistemas terrestres, comprenden la asociacion simbiotica que establece con
bacterias de la familia Rhizobiaceae, principalmente con los géneros Rhizobium,
Bradyrhizobium y Azorhizobium, los cuales infectan y nodulan preferencialmente a
diferentes géneros de leguminosas. Estas Proteobacterias, gram-negativas capaces de
interaccionar con las leguminosas son colectivamente llamadas rhizobia (Allen & Allen,
1981; Van Rhijn & Vanderleyden, 1995; Taiz & Zeiger, 2002).

Bajo condiciones limitantes de nitrégeno, se produce un intercambio de sefiales quimicas
entre la planta y la bacteria, en donde la planta libera flavonoides de los pelos radiculares
(Phillips, 1992) y la bacteria en respuesta libera los factores de nodulacion (factores Nod),
también conocidos como lipoquitooligosacaridos (LCOs) por su semejanza estructural
con el oligosacarido quitina (Dénarié & Cullimore, 1993; Dénarié, Debellé , & Rosenberg,
1992; Moat, Foster, & Spector, 2002) (Figura 8). El efecto del factor Nod implica la
desdiferenciacion y activacion de la division celular en algunas células del parénquima
del cortex (Mylona, Pawlowski, & Bisseling, 1995; Gualtieri & Bisseling, 2000), dando
como resultado la formacion de un nuevo Organo en la planta, el nédulo fijador de
nitrdgeno. Es aqui donde las bacterias se alojan y llevan a cabo la fijacién biolégica de
nitrogeno (FBN). Los nédulos completan su madurez a una edad bioldgica de 24 dias
después de la germinacion (dpg) o 21 dias después de la inoculacion (dpi) (Taiz & Zeiger,
2002).

Usualmente, los nédulos se forman en las raices de las plantas y en baja frecuencia en
los tallos de algunas leguminosas. En esta simbiosis las bacterias aportan a la planta una
fuente de nitrégeno para la sintesis de aminoéacidos, proteinas y acidos nucleicos. A
cambio, la leguminosa cede a las bacterias esqueletos de carbono para sus funciones
vitales (Taiz & Zeiger, 2002).
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Figura 8. Dialogo molecular establecido entre la planta leguminosa y Rhizobium.
Modificado de Schultze & Kondorosi, 1998.

La FBN es uno de los fenbmenos de mayor importancia en la naturaleza, debido a la
asociacién con varios distintivos: 1) representa la utilizacion de un gas inerte como fuente
de nitrégeno por un reducido nimero de microorganismos; 2) el nitrogeno fijado puede
ser directa o indirectamente aprovechado por plantas de interés agricola y/o forestal, a
través de las relaciones simbioticas y; 3) constituye el mecanismo natural para
compensar las pérdidas del elemento en forma gaseosa hacia la atmoésfera (Pefia-
Cabriales, La fijacién biol6gica de nitrégeno en América Latina: El aporte de las técnicas
isotdpicas, 2000).

La FBN puede ser estimada en 175 millones de toneladas métricas por afio, o
aproximadamente el 70% de todo el nitrégeno fijado en la tierra cada afio (Figura 9) (FAO,
1995).

Fijacién de nitrégeno millones de toneladas métricas por afio
Fijacion industrial (Haber-Bosch) 40
Fijacion atmosférica (rayos, etc.) 10
Combustion (industria, automdviles) 20
Ozonizacion 15
Fijacion biolégica de N, 175

Figura 9. Fuentes de fijacion de nitrogeno en el suelo (FAO, 1995).

Se ha estimado que el 50% de todo el nitrogeno fijado en la tierra proviene de
asociaciones Rhizobium-leguminosa (FAO, 1995). Sin embargo, la cantidad de nitrégeno
gue puede fijar la simbiosis esta en funcion de la cepa de rhizobio, la planta y los factores
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ambientales (Pefa-Cabriales, La fijacion bioldgica de nitrégeno en América Latina: El
aporte de las técnicas isotopicas, 2000).

El nitrégeno se encuentra presente en un 78-79% en el volumen de aire en forma de N2.
En el suelo se encuentra en forma de minerales como KNOs y NaNOs. Se asimila en la
epidermis de la raiz, donde se encuentran los pelos radiculares (Leghari, et al., 2016;
Taiz & Zeiger, 2002). De todas las especies, las leguminosas son las que estan mejor
provistas de nitrégeno gracias a esta interaccion simbibética (Taiz & Zeiger, 2002).

De esta forma, un nutriente tan abundante en la atmdsfera, aproximadamente el 78%,
pero no disponible para los sistemas vivos como es el N2 se vuelve disponible debido
este fendmeno. Confiriendo una gran ventaja a aquellas plantas que tienen acceso a esta
fuente inagotable de nitrégeno como es el aire (Pefia-Cabriales, La fijacion bioldgica de
nitrdgeno en América Latina: El aporte de las técnicas isotopicas, 2000).

2. Principios del sistema inmune vegetal

Se han descrito dos niveles principales de defensa (Jones & Dangl, 2006). El primer nivel,
implica el reconocimiento de microorganismos potencialmente patdgenos, siendo
garantizado el reconocimiento por receptores de patrones que detectan patrones
moleculares asociados a patdogenos o microbios (del inglés, PAMPs o MAMPs,
respectivamente) (Schwessinger & Zipfel, 2008). Este reconocimiento genera una
resistencia basal llamada inmunidad innata activada por PAMP o MAMP, conocidas como
PTI o MTI, confiriendo una baja resistencia a los patdogenos (Jones & Dangl, 2006). El
reconocimiento exitoso de las MAMPs y PAMPs genera una activacion baja pero efectiva
en la respuesta inmune de la planta en tejidos sistémicos, produciendo con frecuencia
niveles bajos de H202, activacion de genes relacionados con la patogénesis (PR) y la
deposicion de la callosa (Mishina & Zeier, 2007; Van Wees, Van der Ent, & Pieterse,
2008).

El segundo nivel, es la inmunidad desencadenada por efectores conocida como ETI, la
cual implica la interaccién directa o indirecta entre el producto de un gen de resistencia
del huésped y una proteina efectora codificada por un patégeno (Jones & Dangl, 2006;
Xin & He, 2013). Representa un mecanismo fuerte y especifico en la induccion de defensa
en la planta. Entre las manifestaciones generadas por la defensa tipo ETI, se encuentra
la respuesta hipersensible (HR) (Senthil-Kumar & Mysore, 2013; Vlot, Dempsey, &
Klessig, 2009). Como consecuencia de esta respuesta, la resistencia sistémica adquirida
(SAR) es activada, generando la resistencia contra un amplio espectro de patégenos (Viot,
Dempsey, & Klessig, 2009; Senthil-Kumar & Mysore, 2013; Ryals, et al., 1996; Fu & Dong,
2013). Ademas, la interaccion entre la planta'y bacterias u hongos benéficos en el suelo,
generan la activacion de la resistencia sistémica inducida (ISR), (Weller, et al., 2012;
Lugtenberg & Kamilova, 2009; Haas & Défago, 2005)
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Ambos niveles, se encuentran intimamente ligados con el fendmeno de priming o primado,
el cual es un estado inducido en el que la planta esta preparada para reaccionar mas
rapidamente y/o mas eficientemente cuando se encuentra expuesta ante un segundo
estrés (bidtico o abidtico), resultando en un incremento en el nivel de resistencia de la
planta (Conrath, Priming of induced plant defence responses, 2009; Balmer, Pastor,
Gamir , Flors, & Mauch-Mani, 2015). Los costos limitados del estado de primado a
menudo se compensan con los beneficios en la defensa ante la presion del patégeno o
herbivoria en el ambiente (Vos, Pieterse, & Van Wes, 2013).

Las especies reactivas de oxigeno y el acido salicilico (SA) son esenciales para la
correcta respuesta de activaciéon para PTI, ETI y SAR (Herrera-Vasquez, Salinas, &
Holuigue, 2015). No solo la hormona SA es importante para la regulacion de la respuesta
inmune en las plantas, también dependen del &cido jasmonico (JA) y etileno (ET). La
sefializacion por JA 'y ET puede actuar sinérgicamente para activar genes relacionados
con la defensa, principalmente contra patdgenos necrotréficos e insectos masticadores
(Pieterse, Leon-Reyes, Van der Ent, & Van Wees, 2009).

La concentracion relativa de cada hormona, el tiempo y la secuencia de inicio de la
sefializacion del SA y JA son importantes para determinar si la interaccion entre ambas
vias sera antagonica, neutral o sinérgica (Caarls, Pieterse, & Van Wees, 2015; Koornneef,
et al., 2008; Liu, et al., 2016; Pieterse, Van der Does, Zamioudis, Leon-Reyes, & Van
Wees, 2012).

2.1 Defensa por sustancias analogas al SA

Se ha demostrado que tanto el SA, como sus anélogos funcionales [Acido isonicotinico
(INA), Benzotidiazoles (BTH) y el &cido B-aminobutirico (BABA)] inducen la resistencia
contra diferentes patdgenos (Gorlach, et al., 1996; He & Wolyn, 2005; Sahebani & Hadavi,
2009), incluyendo hongos, bacterias, virus y nematodos (Kessmann, et al., 1994; Cohen,
B-amino butyric acid induces systemic resistance against Peronospora tabacina, 1994;
Oostendorp & Seikora, 1990; Sahebani, Hadavi, & Zade, 2011).

BABA es un aminoacido no proteinico, usado como inductor en la resistencia contra un
gran numero de patégenos en diferentes cultivos (Oka, Cohen, & Speigel, 1999; Lee,
Hong, Sanwald, & Hwang, 2000). Aplicado por aspersion foliar y por riego en el suelo
genera la induccion local y sistémica de los mecanismos de defensa en varias plantas
(Lee, Hong, Sanwald, & Hwang, 2000; Martinez-Aguilar, Ramirez-Carrasco, Hernandez-
Chavez, Barraza, & Alvarez-Venegas, 2016).

La aplicacion de BABA genera la resistencia contra patégenos biotroficos y necrotroficos,
basando este efecto a la activacion del priming (Conrath, Pieterse, & Mauch-Mani,
Priming in plant pathogen interactions, 2002). Esta via de sefializacién de defensa se
conoce como resistencia inducida por BABA (BABA-IR), la cual difiere de SAR e ISR
(Widmann, Gibson, Jarpe, & Johnson, 1999). En Arabidopsis thaliana, BABA es capaz
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de incrementar la resistencia contra la bacteria hemibiotrofica P. syringae pv. tomato
DC3000 (Pst DC3000), generando la expresion del gen PR1, un gen relacionado con la
via SAR, en plantas inoculadas con la bacteria. De tal forma que en plantas infectadas
se obtiene un rapido incremento de este gen en las plantas tratadas previamente con
BABA (Zimmerli, Jakab, Metraux, & Mauch-Mani, 2000). Ademas se ha observado la
dependencia de BABA-IR hacia el SA y NPR1, una proteina de sefializacién que actia
corriente debajo del SA (Suarez-Rodriguez, Petersen, & Mundy, 2010).

De manera adicional, BABA también ha demostrado generar la proteccion en plantas de
vid con la activacion potencial de genes relacionados al JA, tales como LOX-9 y PR-4
(Hamiduzzaman, Jaka, Barnavon, Neuhaus, & Mauch-Mani, 2005) (Figura 10).

BABA

4

PRIMING

( aspartyl-tRNA synthetase non-canonical activity |
accumulation of transcription factors
accumulation of signaling proteins
changes in chromatin structure

:

Potentiation of defense pathways

ABA pathway JA pathway ET pathway
RABIS

RD29A LOX-9
Stomata PR-4
Callose Callose ETRI
ibs1 ibs3 ETYA
nohG abig-1 DDG

npri-1 abil-1
abol-5
npg2-1
pmrd

Figura 10. Sefalizacion de vias potenciales de defensa activados por BABA. Una vez
activado el estado de priming por BABA, a través de los diferentes mecanismos
propuestos en la literatura, la planta puede mejorar su resistencia o tolerancia contra un
estrés definido impulsado por acido salicilico (SA), &cido abscisico (ABA), &cido
jasménico (JA), etileno (ET), fosfatidilinositol (Ptdins) y fenilpropanoides. (Baccelli &
Mauch-Mani, 2016).

Por su parte, en frijol se ha aplicado BABA por riego, obteniendo la activacién de los
genes PR1, PR4, NPR1, WRKY29, WRKY53 y WRKY6 en plantas primadas con BABA
e inoculadas con P. syringae pv. phaseolicola. Por lo que se ha propuesto que, confiere
resistencia a las plantas, otorgandoles la oportunidad para sobrevivir ante el ataque de
este patdgeno, con un efecto local marcado en la disminucién del porcentaje de dafio
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ocasionado por la bacteria y el contenido de bacteria presente en la hoja infectada
(Martinez-Aguilar, Ramirez-Carrasco, Hernandez-Chéavez, Barraza, & Alvarez-Venegas,
2016).

2.2 Defensa por rizobacterias benéficas

Las rizobacterias promotoras del crecimiento en plantas (PGPR, por sus siglas en inglés)
colonizan la rizésfera de muchas especies de plantas generando efectos positivos, como
el incremento en el crecimiento de las plantas, reduccién de la susceptibilidad a
enfermedades y el incremento en la tolerancia al estrés abiético (Kloepper, Ryu, & Zhang,
2004; Lugtenberg & Kamilova, 2009; Yang, Kloepper, & Ryu, 2009).

El control biolégico usando PGPR ha sido reconocido como una herramienta atractiva
para el manejo de enfermedades en la agricultura moderna y es considerado una
alternativa o sustitucién al empleo de agroquimicos para combatir patdgenos (Babalola,
2010; Beneduzi, Ambrosini, & Passaglia, 2012; Bhattacharyya & Jha, 2012; Compant,
Duffy, Nowak, Clément, & Barka, 2005). Las PGPR cuentan con una serie de
mecanismos para el control de patdégenos, como el antagonismo, la produccion de
antibioticos, interferencia de sefial, competicion de nutrientes en los nichos, competicion
de iones férricos por la produccion de sideréforos y la activacion del sistema de defensa
de la planta, con lo que activan la defensa tipo ISR (Weller, et al., 2012; Lugtenberg &
Kamilova, 2009; Haas & Défago, 2005).

ISR es un estado de la capacidad de defensa mejorada o incrementada generada en una
planta colonizada por PGPR u hongos benéficos (PGPF, por sus siglas en inglés) (Van
der Ent, y otros, 2009; van Loon L. , 2007; van Loon, Bakker, & Pieterse, 1998; Naznin,
et al., 2014). En plantas activadas o primadas por ISR, la respuesta de defensa no se
activa directamente sino que se aceleran cuando se produce el ataque de un patégeno o
insecto, dando como resultado la defensa mejorada contra el atacante (Van Wees, Van
der Ent, & Pieterse, 2008).

La via de sefalizacion hormonal activada y la colonizacién de una PGPR inductora del
ISR, genera una interaccion especifica para hacer frente al ataque de los patégenos
dependiente del tipo de planta, bacteria patégena y la combinacion de la cepa PGPR
usada (De Vleesschauwer & Hofte, 2009). El empleo de una bacteria activadora de la via
ISR como es P. aeruginosa 7NSK2 en Arabidopsis activa la via ISR de una manera
independiente al SA, pero la misma PGPR empleada en tabaco genera la activacion de
ISR dependiente de SA (De Meyer, Audenaert, & Hofte, 1999).

Bacillus cereus AR156 puede desencadenar la via ISR a través de la activacion
simultanea de las vias del JA y ET, lo que resulta en un mayor nivel de proteccion en
Arabidopsis debido a la activacion de los genes de defensa PR1, PR2, PR5 y PDF1.2
(Niu, et al., 2011).
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Existen muchos reportes que discuten sobre la interaccion antagonica presente entre las
vias SAy JA, pero también existen reportes de interacciones sinérgicas (Liu, et al., 2016;
Mur, Kenton, Atzorn, Miersch, & Wasternack, 2006). Las concentraciones relativas de SA
y JA presentes en las plantas son importantes para determinar los niveles de expresion
génica Asi, se ha observado una interaccion sinérgica transitoria de los genes asociados
con ambas vias de sefalizacion del JA (PDF1.2) y del SA (PR1), cuando se aplican
ambas hormonas en plantas de tabaco en concentraciones bajas (Mur, Kenton, Atzorn,
Miersch, & Wasternack, 2006). De igual manera, las plantas tratadas con
Paraburkholderia phytofirmans PsJN generaron la proteccién contra el patdgeno Pst
DC3000, en plantas de Arabidopsis, debido a la activacion de los genes PR1y PDF1.2,
generandose un sinergismo entre la via ISR y SAR (Timmermann, et al., 2017).
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ll. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

En plantas inoculadas con Rhizobium tropici y primadas con BABA se favorece la
formacion de nddulos funcionales y la defensa contra el patdgeno Pseudomonas syringae
pv. phaseolicola.

OBJETIVOS

Objetivo general:

Analizar la activacion de priming y la resistencia contra P. syringae pv. phaseolicola en
plantas de frijol tratadas con BABA e inoculadas con Rhizobium tropici y su efecto en la
formacion de nodulos funcionales.

Objetivos especificos:

OEL1. Analizar los cambios fenotipicos en hojas, raices y nddulos al aplicar BABA, R.
tropici-GUS y P. syringae pv. phaseolicola.

OE2. Determinar el nivel de fijacion de nitrégeno y analizar la morfologia interna de
nodulos en plantas tratadas con BABA e infectadas con P. syringae pv. phaseolicola.

OE3. Determinar la expresion de genes de defensa en hojas, raices y nddulos de
plantas de frijol primadas con BABA durante la infeccion por P. syringae pv. phaseolicola.
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ll.  JUSTIFICACION

La generacion de variedades mejoradas a las enfermedades ha ocupado uno de los
primeros lugares en el programa de mejoramiento de frijol en México. Basando este
mejoramiento en la realizacion de cruzas entre variedades resistentes y susceptibles a la
enfermedad, ya sea ocasionada por bacterias, hongos o virus. P. syringae pv.
phaseolicola una bacteria causal de la enfermedad conocida como “tizén del halo”, ha
sido considerada como una enfermedad de importancia a nivel mundial, con pérdidas del
23 al 43% en la produccion total del frijol. Esta enfermedad esta controlada principalmente
mediante la siembra de semillas libres de patégenos, el uso de variedades resistentes y
a través de la rotacion de cultivos. Sin embargo sigue siendo un problema constante al
transmitirse esta bacteria por semilla. Por lo que es importante la busqueda de nuevas
herramientas de mejoramiento en plantas, que reduzcan el uso de agroquimicos y
fertilizantes sintéticos, que a la larga generan el deterioro del suelo.

Considerando que la defensa por priming provee beneficios de adaptacién a ambientes
hostiles, una induccion de los mecanismos de defensa por priming puede incrementar los
niveles de adaptacion de poblaciones enteras de plantas (de interés comercial), bajo
condiciones de estrés o enfermedad, de forma generacional y transgeneracional.

Actualmente se han analizado los efectos generados con la aplicacion de analogos
funcionales a la via del SA, como es BABA, en la defensa contra patégeno en diversas
especies de plantas; asi como la relacién simbiotica, entre las bacterias benéficas
activadoras de la via del ISR. Lo anterior con la finalidad de ser empleados como una
herramienta atractiva en el manejo de enfermedades en la agricultura moderna. Pudiendo
disminuir o sustituir el uso de agroquimicos y fertilizantes altos en nitrdgeno.

Existen muchos reportes que han descrito la interaccion antagénica generada entre la via
del SAy JA. Sin embargo, se ha demostrado que no hay nada escrito, ya que ambas vias
son capaces de relacionarse sinérgicamente dependiendo de las concentraciones
relativas de cada hormona, el tiempo y la secuencia en que se da la sefial.

En este trabajo se buscan identificar las condiciones éptimas para el establecimiento del
primado de defensa durante la relacién simbiotica Rhizobium-frijol, sin que ésta se vea
afectada y que ademas otorgue un aumento en la resistencia contra P. syringae pv
phaseolicola. Para lograr lo anterior se realizara la aplicacion de BABA en tres tiempos
distintos respecto a la inoculacion con el simbionte Rhizobium.

Asi, los esfuerzos para el mejoramiento de los cultivos agricolas deben incluir el uso de
activadores del priming de defensa para activar la resistencia inducida en el campo y para
seleccionar individuos en la progenie con resistencia inducida.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Material empleado

Se utilizaron semillas de frijol de la variedad BAT477 provenientes del Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP)-Celaya, México.

La cepa de Rhizobium tropici CIAT899-GUS empleada, fue donada gentilmente por el Dr.
Federico Sdnchez Rodriguez del Instituto de Biotecnologia de la UNAM. Esta cepa
cuenta con la integracion de la enzima -glucuronidasa (GUS) dentro de su genoma.

La cepa Pseudomonas syringae pv. phaseolicola NPS3121 y el inductor sintético Acido
B-aminobutirico (BABA, SIGMA-ALDRICH Chemistry, Cat. A44207-5G) fueron
proporcionada por el Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto
Politécnico Nacional (CINVESTAYV), Unidad Irapuato.

4.2 Desinfeccion y germinacion de semillas

Las semillas de frijol de la variedad BAT477 se desinfectaron en una solucion de Etanol
al 100% por 5 min y en una solucion al 20% de hipoclorito de sodio con el 1% de Tween
20 por 40 min. Posteriormente, se realizaron 5 lavados con agua destilada estéril. Las
semillas se colocaron en camas de germinacién con papel absorbente, previamente
esterilizadas con UV por 15 min, con ayuda de unas pinzas estériles y se taparon con
papel aluminio. Las semillas se colocaron a 28°C por 3 dias para su germinacion.

4.3 Medicién radicular, transplante y fertilizaciones

Las semillas germinadas a los 3 dias post-germinacion (dpg) se transfirieron a macetas
de 2.3L con vermiculita estéril. Se realizaron riegos cada tercer dia con agua destilada y
una fertilizacion por semana con la solucion de B&D (1 mM CaClz, 0.5 mM KH2POg4, 10
puM Citrato ferrico, 0.25 mM MgSOs4, 0.25 mM K2SO4, 1 pM MnSO4, 2 uM H3BOs, 0.5 pM
ZnSO04, 0.2 pM CuSOg4, 0.1 uM Co0SO4, 0.1 pM NazMoOs; Broughton & Dilworth, 1971)
suplementando con nitrogéno (8 mM KNOgs; Estrada-Navarrete et al.,, 2007) para las
plantas que no se inocularon con el R.tropici-GUS. Por otra parte, en las plantas que
fueron inoculadas con R.tropici-GUS se llevd a cabo el mismo riego, pero con una
solucion de B&D sin nitrogeno.

4.4 Preparacion de la solucion B&D

Para la fertilizacion de las plantas se utilizo la solucion B&D propuesta por Broughton &
Dilworth (1971), las cantidades utilizadas fueron las siguientes:
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Tabla 1. Elementos que conforman la solucion B&D y sus concentraciones.

Elementos Peso molecular Cantidad (g/L) | Concentracion Nombre asignado a

(g/mol) parala soluciéon @ de lasolucién la solucidn
stock stock

CaCl2 147.01 294.02 20M Solucion A

KH2PO4 136.09 139.1 1.0M Solucién B

Citrato 244.9 6.7 20 mM Solucion C

Férrico

MgSOa4 246.5 123.3 05M Solucién D
K2SOs4 174.26 87.0 05 M
MnSO4 169.01 0.338 2 mM
H3sBO3 61.83 0.247 4 mM
ZnS04 287.56 0.288 1 mM
CuSOa4 249.68 0.100 4 mM
CoSOq4 281.1 0.056 2mM
Na2MoOas 205.92 0.048 2 mM

Tabla 2. Solucion KNOS3.

Elementos @ Peso molecular Cantidad (g/L) Molaridad (M)

(g/mol) para solucion de la solucién
stock stock
KNOs 101.10 101.10 1.0

Tabla 3. Proporciones para la solucién B&D.

Solucién | Concentracion 1L 3L 4L Concentracion
Inicial final
Solucién A 20M 0.5mL 1.5 Ml 2mL 1 mM
Solucién B 1.0M 0.5 mL 1.5 Ml 2mL 500 uM
Solucién C 20 mM 0.5 mL 1.5 Ml 2mL 10 uM
Solucién D Varia por 0.5 mL 1.5 Ml 2 mL Varia por
elementos elementos
Con nitrégeno
8 mM 1M 8 mL 24 mL 32mL 8 mM
KNO3
H20 Aforara | Aforara | Aforara
destilada 1L 3L 4L
estéril
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4.5 Activador sintético del priming
4.5.1 BABA

Se empled como activador del primado de defensa al Acido B-aminobutirico (BABA)
(SIGMA-ALDRICH Chemistry, Catalogo A44207-5G) a una concentracién de 100 uM, de
acuerdo a lo reportado por Martinez-Aguilar y colaboradores (2016).

4.5.2 Aplicacion del Activador sintético

Se emplearon tres tiempos para la aplicacion con BABA, la primera de ellas fue
agregando 10 mL BABA 100 puM durante la germinacion (BABA 0dpg); la segunda forma
fue por drench o riego, aplicando 50 mL de BABA 100 uM en la base de cada planta
sobre la vermiculita a los 10 dpg (BABA 10 dpg); y finalmente aplicando 20 mL de BABA
100 uM por riego a los 3 dpg, tiempo en el cual se inocul6 con R. tropici-GUS en las raices
(BABA 3 dpg) (Ver Figura 12).

La aplicacion de un volumen de 50 mL de BABA [100 pM] ya ha sido reportado Martinez-
Aguilar y colaboradores (2016), sin embargo, debido al espacio en las camas de
germinacion empleadas éste volumen cubriria en su totalidad a las semillas, lo cual
propiciaria una germinacién lenta. Por lo que, el volumen fue disminuido a 10 mL
conservando la misma concentracion de aplicacion.

4.6 Medios de cultivo para Rhizobium tropici CIAT 899-GUS

La cepa Rhizobium tropici CIAT 899 con GUS se crecié en medio PY (Extracto Peptona-
Levadura, SIGMA-ALDRICH, Catalogo # 77196) que contenia 20 pg/mL Acido nalidixico,
50 ug/mL Kanamicinay 7 mM CacClz por 2-3 dias a 28°C con agitacion (200 r.p.m.), hasta
obtener una concentracion OD600 de 0.4-0.6 (Estrada-Navarrete, et al., 2007).

Tabla 4. Composicion del medio PY

Ingredientes Gramos/Litro
Glucosa 40.0
Peptona de soya 10.0
Cloranfenicol 0.05
Sulfato de estreptomicina 0.03
Extracto de levadura 5.0
Agar 15

pH final 6.6 £ 0.2 (a una temperatura de 25°C)
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4.6.1 Pre-in6culo de R. tropici-GUS

En un tubo Falcon de 50 mL se colocaron 15 mL de medio PY liquido, 52.5 uL de 2 M
CaClz, 15 pL de 50 mg/mL kanamicina, 6 pL de 30 mg/mL acido nalidixico y 50 pL del
stock de glicerol con la cepa R. tropici-GUS. Se incubd por 18-24 horas a 28°C con
agitacion (200 r.p.m). Asi, la concentracion final fue de 50 pug/mL Kanamicina, 20 pug/mL
Acido nalidixico y 7 mM CaClz.

4.6.2 In6culo de R. tropici-GUS

En un matraz Erlenmeyer de 500 mL se colocaron 250 mL de medio PY liquido, 875 pL
de 2 M CaClz, 250 pL de 50 mg/mL Kanamicina, 166 pL de 30 pg/mL Acido nalidixico y
15 mL del pre-in6culo. Se dejé incubando por 18-24horas a 28°C con agitacion (200

r.p.m).

4.6.3 Suspensidén e inoculacion con R. tropici-GUS

Se coloco el cultivo de R. tropici-GUS en tubos de centrifuga estériles y se centrifrugd a
5,000 r.p.m. por 5 min, a 4°C en una centrifuga marca Sorvall RC-58 utilizando el rotor
JA-17, para la obtencidn de una pastilla bacteriana. Se descarté el sobrenadante y se
realiz6 un ligero lavado con 5 mL de 10 mM MgSOa. Cada pastilla se resuspendié en 10
mL de 10 mM MgSOa.

Se midié la OD a 600 nm del inéculo en un espectrofotbmetro, utilizando como blanco 1
mL de 10 mM MgSOx4 libre de bacterias y se realizaron diluciones seriales con 10 mM
MgSOa4 para obtener una concentracion de 5-8 x 108 UFC mL* en una OD de 0.4 a 0.6.

Las semillas germinadas a los 3 dpg fueron trasplantadas a macetas de 2.3 L con
vermiculita estéril e inoculadas con 4 mL de la suspensién de R. tropici-GUS en MgSOa,
en 4 puntos equidistantes a las raices. Las plantas se mantuvieron en un cuarto de
crecimiento a una temperatura de 25-28°C con un fotoperiodo de 16 horas de dia, 8 h de
oscuridad y fueron regadas con solucion nutritiva B&D sin KNOs (Broughton & Dilworth,
1971), una vez por semana, para aquellas plantas que fueron inoculadas con R. tropici.
A su vez, las plantas que no fueron inoculadas con R. tropici fueron regadas con la
solucion de B&D con 8 mM KNOs y con agua destilada estéril una vez por semana.

4.7 Medios de cultivo para Pseudomonas syringae pv. phaseolicola

Se crecié Pseudomonas syringae pv. phaseolicola NPS3212 (PspNPS3212) en medio
KB (King's B, SIGMA-ALDRICH, Catalogo 60786) preparado con 50 pg/mL rifampicina 'y
6 mM MgSOa, por 2-3 dias a 28°C, con agitacion (200 r.p.m), hasta obtener una ODsoo
de 1.0.
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Tabla 5. Composicion del medio KB

Ingredientes Gramos/Litro
Peptona combinada 20.0
Hidrogenofosfato de dipotasio 15
Sulfato de magnesio 15
Agar 1.0

pH final 7.2 £ 0.2 (a una temperatura de 25°C)

4.7.1 Pre-in6culo de P. syringae pv. phaseolicola

En un tubo Falcon de 50 mL se colocaron 15 mL de KB liquido, 15 pL de 50mg/mL
rifampicina, 90 pL de 1 M MgSOa4 y 50 pL del stock de glicerol de la cepa P. syringae. Se
dej6é incubando por 18-24 h a 28°C con agitacion (200 r.p.m). Quedando en una
concentracion final de 50pg/mL rifampicinay 6 mM MgSOa.

4.7.2 Inb6culo de P. syringae pv. phaseolicola

En un matraz Erlenmeyer de 500 mL se colocaron 250 mL de medio KB, 250 pL de
50mg/mL rifampicina, 1.5 mL de 1 M MgSOa4 y 5 mL del pre-indculo. Se dejo6 incubando
por 24-48 h a 28°C con agitacion.

4.7.3 Suspensidén e inoculacion con P. syringae pv. phaseolicola

Se coloco el cultivo de P. syringae pv. phaseolicola en tubos de centrifuga estériles y se
centrifrugé a 5,000 r.p.m. por 5 min a 4°C en una centrifuga marca Sorvall RC-58
utilizando el rotor JA-17. Una vez formada la pastilla bacteriana, se descarté el
sobrenadante y se realiz6 un ligero lavado con 5 mL de 10 mM MgCl.. La pastilla se
resuspendié en 10 mL de 10 mM MgClz.

Se midié la ODsoo en un espectrofotometro, utilizando como blanco 1 mL de 10 mM MgClz
libre de bacterias. Se realizaron diversas diluciones con 10 mM MgCIz para obtener una
concentracion de 1 x 107 UFC mL™.

Se generd una resuspension bacteriana con 10 mM MgClz, ademas se agregaron 100puL
de Silwet L-77 (LEHLE SEEDS, Catalogo VIS-01), para un volumen de 200 mL. La
inoculacién con P. syringae pv. phaseolicola se realiz6 a los 17 dpg por medio de la
inmersion del primer trifolio durante 30 segundos.

4.8 Diseilo experimental y tomas de muestras

Se utilizaron 3 modelos experimentales en tiempos distintos para la aplicacion del
activador BABA [100 pM]. El nombre de cada uno de los tratamientos se etiquet6 de
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acuerdo a la edad bidlogica en la cual se agregé BABA, como se muestra en la siguiente
figura (Figura 11).

BABA O dpg
- - wilay
phaseolicola ‘ / o
sistémico \
s ~
BABA 10 dpg U

Ty
P. syringae pv. ’
BABA 3 dpg

- P. syringae pv.
phaseolicola

Figura 11. Modelos de los tiempos de aplicacion de BABA y su combinacién con R.
tropici-GUS, asi como de la aplicacién del patégeno P. syringae pv. phaseolicola para el
analisis del efecto sistémico.

A continuacién se describe de manera detallada cada uno de los modelos utilizados
durante este proyecto.

4.8.1 BABA 0 dpg

En el primer modelo nombrado como “BABA 0 dpg”, la aplicacion de BABA 100 uM se
realizé durante la germinacion de las semillas de frijol. Posteriormente, a los 3 dpg, se
inoculd con R. tropici-GUS, para finalmente exponer las plantas con el patdégeno
P.syringae pv. phaseolicola a los 17 dpg (Figura 12A).

4.8.2 BABA 10 dpg

En este segundo modelo se inoculé con R. tropici-GUS, a los 3 dpg. Posteriormente, a
los 10 dpg, se reg6 con 50 mL de BABA 100 uM y a los 17 dpg se infect6é con P.syringae
pv. phaseolicola (Figura 12B).

4.8.3 BABA 3dpg

En el dltimo modelo, se realizdé una aplicacion simultanea de R. tropici-GUS y BABA 100
MM a los 3 dpg. A los 17 dpg se infectaron las plantas con P.syringae pv. phaseolicola
(Figura 12C).
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En los tres modelos se respeto el tiempo de aplicacion de R. tropici-GUS a los 3 dpg y de
P.syringae pv. phaseolicola a los 17 dpg, asi como de sus concentraciones. Las
concentracion empleadas para R. tropici-GUS fue de 5-8 x 108 UFC mL' y para
P.syringae pv. phaseolicola de 1 x 10’ UFC mL1. Ademas, la evaluacion del efecto
sistémico se realiz6 con la toma de muestra del segundo trifolio, ya que la aplicacion del
patégeno se realizd en el primer trifolio (considerando esta hoja trifoliada como la hoja
infectada o local).

wenois ) ey W —

B | sa8a104 - -
Pg .
Cj'r a % 100 uM

‘ Efecto Sistémico ‘

100 um

BABA 3 dpg @G‘ % ——

R. tropici-GUS

5a8 x 10° UFC mL"'
1 % 107 UFC mL™"

dpg = dias post germinacion

Figura 12. Descripcion de los tiempos de aplicacion de BABA, R. tropici-GUS vy
P.syringae pv. phaseolicola en los tres modelos. A. BABA 0 dpg, aplicacion de 100uM
BABA durante la germinacion. B. BABA 10 dpg, aplicacién de 100uM BABA por riego a
los 10 dpg. C. BABA 3 dpg, aplicacion simultdnea de 100uM BABA y R. tropici-GUS a los
3dpg. La aplicacién de R. tropici-GUS fue a los 3 dpg y P.syringae pv. phaseolicola a los
17 dpg, permanecio constante en todos los tratamientos. Se realiz6 el andlisis del efecto
sistémico a los 28 dpg en el segundo trifolio, al considerar el primer trifolio como la hoja
donde se generd la respuesta local a la infeccién por el patégeno.

4.8.4 Tratamientos

Los nombres colocados en los tratamientos fueron designados de acuerdo a la letra incial
de cada uno de los factores empleados (BABA, R. tropici-GUS y P.syringae pv.
phaseolicola). Es decir, si se utilizo BABA en algun tratamiento, este contaria con una “B”.
Cuando alguno de estos tratamientos no contaba con alguno de los tres factores
empleados, entonces se colocaba una “N” de null o nulo.
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BRP NNN

BABA/R.tropici/P.syringae

Figura 13. Definicion de los factores empleados en cada uno de los tratamientos. Se
colocé la primera letra incial de cada uno de los factores cuando estos se encontraban
presentes y una N cuando no se utilizaba. B= BABA, R= R. tropici-GUS, P= P.syringae

pv. phaseolicola y N=null o nada.

El nombre empleado en el tratamiento de BABA 10 dpg cuando se utiliz6 BABA y R.
tropici-GUS, se colocé de manera invertida, debido a que primero se aplicé R. tropici-
GUS antes que BABA. Por lo que en lugar de encontrarse como en BABA 0 dpg BRN o
BRP, se encuentra como RBN o RBP, la P es por la aplicacion de P.syringae pv.

phaseolicola.

Se emplearon los siguientes tratamientos: 4 tratamientos controles, 4 tratamientos dentro
de BABA 0 dpg y BABA 10 dpg; y 2 tratamientos en BABA 3 dpg (Tabla 6), con tres
plantas en cada uno para el andlisis de los sintomas, considerando cada planta como
una replica biolégica en cada toma de muestra.

Tabla 6. Disefio experimental global.

Controles BABA 0 dpg BABA 10 dpg BABA 3 dpg
NNN BNN BNN BRN
NRN BRN RBN BRP
NNP BRP RBP
NRP BNP BNP

En las tablas 7 a 10 se describe de manera detallada la forma en que se llevo a cabo
cada uno de los tratamientos, asi como su tiempo de aplicacion.

Tabla 7. Disefio experimental para los controles.

Controles

Tratamientos

Descripcion

NNN Plantas germinadas con agua (sin tratamientos).
NRN Plantas germinadas con agua, inoculadas con R. tropici-GUS a los 3 dpg.
NNP Plantas germinadas con agua, infectadas con P. syringae pv phaseolicola a

los 17 dpg.
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NRP

Plantas germinadas con agua, inoculadas con R. tropici-GUS a los 3 dpg e
infectadas con P. syringae pv. phaseolicola a los 17 dpg.

Tabla 8. Disefio experimental para BABA 0 dpg.

BABA 0 dpg

Tratamientos
BNN
BRN

BNP

BRP

Descripcion
Plantas germinadas con 100 uM de BABA.

Plantas germinadas con 100 uM de BABA e inoculadas con R. tropici-GUS
a los 3 dpg.

Plantas germinadas con 100 uM de BABA e infectadas con P. syringae pv.
phaseolicola a los 17 dpg.

Plantas germinadas con 100 uM de BABA, inoculadas con R. tropici-GUS
a los 3 dpg e infectadas con P. syringae pv. phaseolicola a los 17 dpg.

Tabla 9. Disefio experimental para BABA 10 dpg.

BABA 10 dpg

Tratamiento
BNN
RBN

BNP

RBP

Descripcion
Plantas germinadas con agua y regadas a los 10 dpg con 100 uM de BABA.

Plantas germinadas con agua, inoculadas con R. tropici-GUS a los 3 dpg y
regadas a los 10 dpg con 100 uM de BABA.

Plantas germinadas con agua, regadas a los 10 dpg con 100 uM de BABA
e infectadas con el P. syringae pv. phaseolicola a los 17 dpg.

Plantas germinadas con agua, inoculadas con R. tropici-GUS a los 3 dpg,
regadas a los 10 dpg con 100 uM de BABA e infectadas con P. syringae
pv. phaseolicola a los 17 dpg.

Tabla 10. Disefio experimental para BABA 3 dpg.

BABA 3 dpg

Tratamiento
{BRIN

{BR}P

Descripcion
Plantas germinadas con agua, inoculadas con R. tropici-GUS y regadas
con 100 uM de BABA a los 3 dpg.
Plantas germinadas con agua, inoculadas con R. tropici-GUS y regadas
con 100 uM de BABA a los 3 dpg, e infectadas con P. syringae pv.
phaseolicola a los 17 dpg.
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4.8.5 Tomas de muestras

Las tomas de muestras se realizaron de manera general a las 24 h antes y 24 horas
después de agregar BABA y de inocular R. tropici-GUS. Asi como 24 h antes, y 24, 72y
120 h después de infectar con P. syringae pv. phaseolicola.

Ademas, cabe aclarar que se colocaron los tratamientos controles en cada uno de los
modelos o0 experimentos, ya que se fueron realizando de manera desfasada. Fue muy
importante evitar cualquier factor externo que pudiera afectar a nuestros experimentos,
para ello comparamos entre los diferentes controles colocados en cada tiempo.

A continuacion se describe de manera especifica en qué momento se realizé la toma de
muestras en cada modelo y qué tejidos fueron recolectados en cada toma.

4.85.1 BABA 0dpg

Se realizaron 6 tomas de muestras (Figura 14). En la primera de ellas correspondiente a
los 3 dpg antes de inocular con R. tropici-GUS, se dividieron las muestras en raices y
parte aérea (cotileddn y hojas verdaderas). Esta toma fue considerada como “después
de BABA” (DB) y “antes de R. tropici-GUS” (AR). En la segunda toma, 24 horas despues
de inocular las plantas de frijol con R. tropici-GUS (DR), se colectaron de igual manera
las raices y la parte aérea.

En los siguientes muestreos se recolectaron las raices, ndédulos y hojas distales o
sistémicas, de la segunda a la cuarta hoja trifoliada sin considerar las hojas tratadas con
P. syringae pv. phaseolicola, ni expuesta a BABA. Los tiempos a considerar fueron 24
horas antes de la infeccion con el patogeno (AP), y 24, 72 y 120 h después del patdgeno
(1DP, 3DP y 5DP, respectivamente).

‘ Germinadas con: |

[l
o
sasaodrs | ) (Y = - — L

100 uM
R. tropici-GUS

Figura 14. Tomas de muestras para el modelo BABA 0 dpg. Se realizaron 5 tomas de
muestras, 1) Después de aplicar BABA y antes de inocular con R. tropici-GUS (DB/AR).
2) 24 h después de inocular con R. tropici-GUS (DR). 3) 24 h antes de infectar a las
plantas con P. syringae pv phaseolicola (AP). 4) 24 h o 1 dia después de haber inoculado
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con P. syringae pv phaseolicola. 5) 72 h 3 dias después de haber inoculado con P.
syringae pv phaseolicola. 6) 120 h 0 5 dias después de haber inoculado con P. syringae
pv phaseolicola.

El nUmero total de plantas necesarias para las tomas de muestras en este modelo fue de
102 plantas, en donde se involucro la incorporaciéon de los controles. En la Figura 15 se
ilustra la edad bioldgica en la cual se realizo la recoleccion y el numero de tratamientos
gue se recolectaron por cada toma, tomando en cuenta que por cada toma de muestra
se retiraban 3 plantas del tratamiento.

Edad biolégica Tratamientos No. Tratamientos
B 3dpg (DB/ AR) ———— (NNN)(BNN) 2
* 4dpg (DR) ———— (NNN)(NRN)(BNN) (BRN) — 4
.__< + 16dpg (AP) ——— (NNN)(NRN) (BNN) (BRN) — 4
* 18dpg (1DP) (NNN) (NRN) (NRP) (NNP) | ——— 8
* 20dpg (3DP) (BNN) (BRN) (BRP) (BNP) 8
« 22dpg (5DP) 8

Figura 15. Especificacion del nimero de tratamientos analizados y edades bioldgicas
por cada toma de muestra para BABA 0 dpg. La primera toma a los 3 dpg, se recolectd
el tratamiento control (sin ninguno de los factores, NNN) y las semillas germinadas con
BABA (BNN). En la segunda toma, 4 dpg, a las 24 h después de inocular con R. tropici-
GUS. En la tercera toma, 24 h antes de infectar con P. syringae pv phaseolicola. Cuarta,
quinta y sexta toma, 1DP, 3DP y 5DP, en esta edad las plantas ya han ido inoculadas
con el patégeno.

4.85.2 BABA 10 dpg

Se realizaron 8 tomas de muestras, la primera de ellas a los 3 dpg antes de inocular con
R. tropici-GUS (AR). Se recolectaron las raices y parte aérea. A las 24 h después de
haber inoculado con R. tropici-GUS (DR), se recolectaron las raices y la parte aérea
(Figura 16).

En las posteriores tomas de muestras se recolectaron las raices, ndédulos y hojas
sistémicas, considerando 24 h antes y 24 h después de regar con BABA, asi como 24 h
antes de la infeccion con el patogeno (AP), 24, 72 y 120 h después del patégeno (1DP,
3DP y 5DP, respectivamente).
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Figura 16. Tomas de muestras para el modelo BABA 10 dpg. 1) Antes de inocular con
R. tropici-GUS (AR). 2) 24 h después de inocular con R. tropici-GUS (DR). 3) 24 h antes
de regar con BABA. 4) 24 h después de regar con BABA. 5) 24 h antes de infectar a las
plantas con P. syringae pv phaseolicola (AP). 6) 24 h o 1 dia después de haber inoculado
con P. syringae pv phaseolicola. 7) 72 h o 3 dias después de haber inoculado con P.
syringae pv phaseolicola. 8) 120 h o 5 dias después de haber inoculado con P. syringae
pv phaseolicola.

Para BABA 10 dpg se utilizaron 111 plantas, contando las 3 repeticiones biol6gicas de
cada tratamiento y colecta. De igual manera, se incorporaron los controles (sin la
aplicacion de BABA). En la Figura 17 se indica de manera especifica la edad bioldgica y
ndmero de tratamientos recolectados en cada toma.

No. Tratamientos

Edad biolégica Tratamientos
* 3dpg (AR) —— (NNN)

* 4dpg (DR) ——— (NNN)(NRN)
*+ 9dpg (AB) ——— (NNN)(NRN)

(NNN) (NRN) (BNN) (BRN) —

* 16dpg (AP) (NNN) (NRN) (BNN) (BRN) —

* 18dpg (1DP) :|’(NNN)(NRN)(NRP)(NNP)

* 20dpg (3DP) (BNN) (BRN) (BRP) (BNP)
* 22dpg (5DP)

W 00 H H NNR

Figura 17. Especificacion del numero de tratamientos recolectados y edades bioldgicas
por cada toma de muestra para BABA 10 dpg. La primera muestra a los 3 dpg, se
recolect6 antes de inocular con R. tropici-GUS, es decir, recolectando el tratamiento
control sin ningun factor (NNN). La segunda toma, 4 dpg (DR), a las 24 h después de
inocular con R. tropici-GUS. La tercera toma, a los 9 dpg correspondiente a 24 h antes
del riego con BABA. Cuarta toma, 24 h después del riego con BABA. La quinta toma, a
los 16 dpg, 24 h antes de infectar con P. syringae pv phaseolicola. Sexta, séptima y
octava toma, 1DP, 3DP y 5DP. A estas edades, las plantas ya han ido inoculadas con el
patdgeno.
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4.85.3 BABA 3dpg

Se realizaron 6 tomas de muestras, la primera de ellas a los 3 dpg, antes de inocular con
R. tropici-GUS (AR) y antes de realizar el riego de BABA (AB). Se recolectaron las raices
y parte aérea. A las 24 h después de haber inoculado con R. tropici-GUS (DR) y después
de regar con BABA (DB), se recolectaron las raices y la parte aérea.

En las posteriores tomas de muestras se recolectaron las raices, nddulos y hojas distales
o sistémicas, 24 h antes de la infeccion con el patégeno (AP), 24, 72y 120 horas después
del patégeno (1DP, 3DP y 5DP, respectivamente). Retirando 3 plantas de cada
tratamiento por cada toma.

‘ Germinadas con: ‘

0dpg 3 dpg - -

100 uM

R. tropici-GUS

Figura 18. Tomas de muestras para el modelo BABA 3 dpg. 1) Antes de inocular con R.
tropici-GUS (AR) y antes de regar con BABA (AB). 2) 24 h después de inocular con R.
tropici-GUS (DR) y después de regar con BABA (DB). 3) 24 h antes de infectar a las
plantas con P. syringae pv phaseolicola (AP). 4) 24 h o 1 dia después de haber inoculado
con P. syringae pv phaseolicola. 5) 72 h o 3 dias después de haber inoculado con P.
syringae pv phaseolicola. 6) 120 h 0 5 dias después de haber inoculado con P. syringae
pv phaseolicola.

En el ultimo modelo de BABA 3 dpg, se utilizaron 75 plantas, contando las 3 repeticiones
biolégicas de cada tratamiento y toma. De igual manera, se incorporaron los controles
(sin la aplicacion de BABA). En la Figura 19 se sefiala de manera especifica la edad
biolégica y nimero de tratamientos recolectados en cada toma.
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Edad biolégica Tratamientos No. Tratamientos

* 3dpg (AB/AR) (NNN) 1
* 4dpg (DB/DR) (NNN) (NRN) (BRN) 3
- . 16dpg (AP) (NNN) (NRN) (BRN) 3
* 18dpg (1DP) (NNN) (NRN) (NRP) 6
* 20dpg (3DP) (NNP) (BRN) (BRP)
« 22dpg (5DP) 6
6

Figura 19. Especificacion del nUmero de tratamientos recolectados y edades biolégicas
por cada toma de muestra para BABA 3 dpg. La primera muestra a los 3 dpg, se recolecto
antes de regar con BABA e inocular con R. tropici-GUS, recolectando el tratamiento
control sin ningun factor (NNN). La segunda toma, 4 dpg, a las 24 h después de haber
regado con BABA e inoculado con R. tropici-GUS. La tercera toma, a los 16 dpg
correspondiente a las 24 h antes de infectar con P. syringae pv phaseolicola. Cuarta,
quinta y sexta toma, 1DP, 3DP y 5DP, de plantas inoculadas con el patégeno.

4.8.6 Distribucion del numero de plantas

El nUmero de plantas en cada modelo dependié del contenido de tratamientos, nimero
de tomas de muestra, andlisis fenotipicos, pruebas de fijacion de nitrégeno y costo-
beneficio del priming durante la floracion. A continuacion, se describe de manera
detallada la distribucion de las plantas para cada modelo.

BABA 0 dpg

Para el primero modelo “BABA 0 dpg”, se utilizaron un total de 162 plantas, distribuidas
en 102 plantas para gPCR con 6 tomas de muestra distribuidas en 34 tratamientos en
total con 3 réplicas biolégicas por cada una (Figura 20). Para el andlisis fenotipico de la
infeccion por P. syringae pv phaseolicola, se analizaron 3 plantas de los 4 tratamientos
de BABA 0 dpg (BNN, BRN, BRP, BNP) y 4 tratamientos de controles (NNN, NRN, NRP,
NNP).

Para la fijacion de nitrégeno, se analizaron solo las plantas inoculadas con R. tropici-
GUS, contando con 2 tratamientos de BABA 0 dpg (BRN y BRP) y 2 tratamientos de
controles (NRN y NRP), con 3 plantas por cada tratamiento. Y, finalmente, para el analisis
del costo-beneficio del priming durante la floracion, se analizo la generacion de flores y
vainas en 3 plantas de cada tratamiento; contando con un total de 8 tratamientos, 4
tratamientos de BABA 0dpg y 4 de controles.
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* 6tomas (3,4, 16, 18, 20, 22 dpg)
* 3 plantasx tratamiento (Replicas bioldgicas)

*  Muestras=2+4+4+(8*3)=34* 3 replicas bioldgicas5102 plantas

J—
#Desmontar CON agua
* Tinciones con GUS

._< » UFC’s hojas y nédulos
* 3 plantasx tratamiento (Replicas bioldgicas) Tratamientos:

* Toma=27dpg Controles +
* 3 replicas bioldgicas * 8 tratamientos BABAOdpg
Numero J—
de plantas | #Desmontar SIN agua

- + 3 plantasx tratamiento (Replicas biolégicas)
* Toma=27dpg
. : P :
3 replicas biolégicas * 4 tratamientosz12 plantas

#Desmontar CON agua
* No. Inflorescencias

* Fotos
.—< * Nodulos
* 3 plantas x tratamiento (Replicas biolégicas)

* Toma=40-50 dpg

- * 3 replicas bioldgicas * 8 tratamientos=24 plantas

Figura 20. Desglose del numero total de plantas contenidas en el tratamiento BABA 0
dpg. Para el primero modelo BABA 0 dpg, se ocuparon un total de 162 plantas,
distribuidas de la siguiente manera: 102 plantas sélo para tomas de muestras, 24 plantas
para observar los sintomas de infeccion por P. syringae pv phaseolicola a los 27dpg, 12
para evaluar la fijacidbn de nitrdgeno y 24 para analizar el costo-beneficio del priming
durante la floracién. Dentro del nimero total se consideraron los controles, en donde no
se aplic6 BABA.

BABA 10 dpg

En el segundo modelo “BABA 10 dpg”, se utilizaron un total de 171 plantas, distribuidas
en 111 plantas para gPCR con 7 tomas de muestra distribuidas en 29 tratamientos en
total, con 3 réplicas biolégicas en cada uno (Figura 21). Para el andlisis fenotipico de la
infecciéon por P. syringae pv phaseolicola, se analizaron 3 plantas de los 4 tratamientos
de BABA 10 dpg (BNN, RBN, RBP, BNP) y 4 tratamientos de controles (NNN, NRN, NRP,
NNP).

Para la fijacién de nitrégeno, se analizaron solo las plantas inoculadas con R. tropici-
GUS, contando con 2 tratamientos de BABA 10 dpg (RBN y RBP) y 2 tratamientos de
controles (NRN y NRP), empleando 3 plantas de cada tratamiento. Finalmente, para el
analisis del costo-beneficio del priming durante la floracion, se utilizaron 3 plantas de cada
tratamiento, contando con un total de 8 tratamientos.
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+ 8tomas(3,4,9, 11, 16, 20, 22 dpg)
* 3 plantas x tratamiento (Replicas bioldgicas)

*  Muestras=1+(2%2)+(4*2)+(8*3)=37 * 3 replicas bioldgicas+111 plantas

J—
#Desmontar CON agua
¢ Tinciones con GUS

._< * UFC’s hojas y nédulos
* 3 plantasx tratamiento (Replicas bioldgicas) Tratamientos:
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#Desmontar CON agua
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Figura 21. Desglose del numero total de plantas contenidas en el tratamiento BABA 0
dpg. Para el segundo modelo BABA 10 dpg, se ocuparon un total de 171 plantas,
distribuidas en 111 para gPCR, 24 para observar los sintomas de infeccion por P.
syringae pv phaseolicola a los 27dpg, 12 para evaluar la fijacion de nitrégeno y 24 para
analizar el costo-beneficio del priming durante la floracién. Dentro de este esquema se
consideraron los controles, en donde no se aplic6 BABA.

BABA 3 dpg

En el tercer modelo “BABA 3 dpg”, se utilizaron un total de 123 plantas, distribuidas en
75 plantas para gPCR con 5 tomas de muestra distribuidas en 19 tratamientos en total
con 3 réplicas biolégicas por cada una (Figura 22). Para el analisis fenotipico de la
infeccién por P. syringae pv phaseolicola, se analizaron 3 plantas de los 2 tratamientos
de BABA 3 dpg ({BR}N y {BR}P) y 4 tratamientos de controles (NNN, NRN, NRP, NNP).

Para la fijacion de nitrégeno, se analizaron solo las plantas inoculadas con R. tropici-
GUS, contando con 2 tratamientos de BABA 3 dpg ({BR}N y {BR}P) y 2 tratamientos de
controles (NRN y NRP), contando con 3 plantas de cada tratamiento. Finalmente, para el
analisis del costo-beneficio del priming durante la floracion, se utilizaron 3 plantas de cada
tratamiento, contando con un total de 6 tratamientos.
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Figura 22. Desglose del numero total de plantas contenidas en el tratamiento BABA 0
dpg. Para el tercer modelo BABA 3 dpg, se uso un total de 123 plantas, distribuidas en
75 para gPCR, 18 para observar los sintomas de infeccién por P. syringae pv phaseolicola
alos 27 dpg, 12 para evaluar la fijacion de nitrdgeno y 18 para analizar el costo-beneficio
del priming durante la floracién. Dentro de este esquema se consideraron los controles,
en donde no se aplicé BABA.

4.9 Analisis fenotipico
4.9.1 Efecto en lagerminacion con BABA en las raices

Se analizo el efecto del activador sintético BABA durante la germinacion, evaluando el
tamafio de la raiz principal, tamafio del hipocétilo y nimero de raices secundarias a los
3dpg. Los resultados obtenidos se compararon con plantulas germinadas con agua
destilada estéril, crecidas en las mismas condiciones.

4.9.2 Medicidon de altura

Se realiz6 la medicién de las alturas desde el inicio de la base de la planta hasta el
meristemo apical de las plantas.

4.9.3 Medicién de radicula

Se midi6 el largo de la raiz principal de las plantas a los 3, 28 y 44 dpg.
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4.9.4 Peso fresco
Se peso la parte aérea y la radicula completa de las plantas a los 28 y 44 dpg.
4.9.5 Porcentaje de dafio en hojas

Mediante el uso del software Fiji (Schindelin, et al., 2012) se midieron las hojas infectadas
con el patdgeno a los 11 dias después de la infeccion con P. syringae pv. phaseolicola o
28 dpg, tomandose la hoja trifoliada como el 100%. Posteriormente, se delimit6 el area
necrética y cloroética, considerando ambas como el porcentaje de dafio foliar.

4.9.6 Conteo de nédulos

Se contaron los nodulos maduros (color rojizo) y los pseudonddulos (sin color) de las
plantas de 28 dpg. Para esto se colocaron las plantas en una caja Petri en presencia de
agua, evitando la deshidratacion de las raices. La maduracion de los nédulos es
considerada a partir de los 24 dpg. En nuestro caso, se opto por elegir la toma a los 28
dpg para comparar entre los distintos tratamientos el efecto sistémico generado. Ademas,
a los 28 dpg también se analiz6 el porcentaje de dafio generado por P.syringae en el
primer trifolio.

Nodulos !

Pseudo-nddulos

Figura 23. Distribucion de nédulos y pseudonddulos en las raices de plantas de frijol
(Foto tomada para éste trabajo por A. Cisneros).

4.9.7 Mediciones del didmetro de nédulos

Se determino el diametro de los nddulos a los 28 dpg de los tratamientos donde se inoculd
R. tropici-GUS, es decir, BABA 0 dpg (BRN y BRP), BABA 10 dpg (RBN y RBP), BABA
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3 dpg ({BR}IN y {BR}P) y de los controles (NRN y NRP). Para ello se tomaron fotografias
a 155 nédulos de cada tratamiento utilizando el microscopio estereoscopico LEICA EZ4D
(con camara digital integrada) a una magnificacion de 8 X. Utilizando el programa de
LEICA EZ se ajusto la fotografia a una exposicion de 118.5 ms, ganancia de 5.0 X,
gamma de 1.00 y una saturacion de 91.0. Mediante el software Fiji se midi6 el diametro
de los nédulos en milimetros, obteniendo finalmente un promedio por tratamiento.

4.9.8 Unidades formadoras de colonias (UFC)
4.9.8.1 UFCde P. syringae pv phaseolicola de hojas infectadas

Se tomaron 3 discos de 1 cm?de cada foliolo, con un sacabocado, y se colocaron en un
tubo Eppendorf de 1.5 mL. Esta toma se realiz6 adyacente a la zona de infeccion en hojas
de 28 dpg. Se lavaron con 1 mL de agua destilada estéril y se colocaron durante 3 min
en una solucion de 1% hipoclorito de sodio (v/v). Posteriormente, se realizaron 5 lavados
con agua destilada estéril y finalmente se maceraron con 1 mL de 10 mM MgClz con
ayuda de un pistilo estéril.

Se realizaron 3 diluciones seriadas (1:10 o 101, 1:100 o 102y 1:1000 o 10°%), partiendo
del primer tubo (10°) que contenia la muestra de hoja molida. Tomando 100 pL del primer
tubo y colocandolé en el siguiente tubo que contenia 900 pL de 10 mM MgClz,
consideranto esta primera dilucién como 101. Sucesivamente, se fueron tomando 100 pL,
para las siguientes diluciones (102 y 1073).

En una caja Petri con medio KB sdlido adicionado con 6 mM MgClz y 50 pg/mL
Rifampicina, se colocé una alicuota de 40 pL de una de las diluciones, teniendo 3 réplicas
técnicas por cada dilucién en cajas. Las cajas se incubaron por 36 horas a 28°C. Se
contaron las colonias presentes por medio de un contador de placa (Darkfield Quebec,
Colony counter American optical, Catalogo 3327) (Figura 24).
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Figura 24. Colonias de P. syringae pv phaseolicola en medio KB adicionado con
antibioticos sobre el contador de colonias con cuadrantes. Las colonias obtenidas de P.
syringae pv phaseolicola en medio KB son transparentes y pequefas, por lo que es
necesaria una buena iluminacion.

4.9.8.2 UFCde R. tropici-GUS de n6édulos maduros

Se recolectaron a los 28 dpg, 3 nddulos de cada tratamiento, colocandolos en un tubo
eppendorf separando por tratamiento. Se desinfectaron en 1% de hipoclorito de sodio
(v/v) por 10 min. Posteriormente, se realizaron 5 lavados con agua destilada estéril y
finalmente se maceraron con 1 mL de 10 mM MgSOa4 con ayuda de un pistilo estéril.

Se realizaron diluciones seriales partiendo de 100 pL del primer tubo con los nédulos
macerados, para pasarlo a un segundo tubo con 900 uL de 10 mM MgSOQO4, considerando
esta primera dilucién como 1:10 o 10-%. Se continuaron las diluciones hasta 108,

Para conocer la dilucidon que presentara una mayor dispersion de colonias, se colocé en
una caja con medio PY, adicionado con &acido nalidixico 20 pg/mL, 20 yL de cada una de
las diluciones, cuidando que no estuvieran en contacto con las otras diluciones. Las
placas se incubaron por 36 horas a 28°C (Figura 25).
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Figura 25. Inoculacién de R. tropici-GUS en medio PY adicionado con acido nalidixico a
distintas diluciones (10°-10%). Las colonias de R. tropici-GUS presentan una coloracion
blanca en el medio PY.

La diluciéon con un menor numero de colonias se selecciond y se plaguearon 20 uL por
triplicado en cajas individuales de PY con acido nalidixico (20 pg/mL). Para
posteriormente, realizar el conteo de las colonias por medio de un contador de placa
(Darkfield Quebec, Colony counter American optical, Catalogo 3327).

4.10 Fijacion biolégica de nitrégeno

El calcul6 de la fijacion de nitrégeno en nddulos maduros y frescos se realizé en el
laboratorio del Dr. Juan José Pefa Cabriales (Cinvestav, Unidad Irapuato), empleando
para su analisis nddulos con una edad de 28 ddg, mediante la reduccion de acetileno
(Vessey, 1994) (Figura 26). Para este andlisis, se separ6 la parte aérea de las raices y
se pesé la masa fresca de las raices con los nédulos. Posteriormente, se colocaron
(raices con nédulos) en un frasco de vidrio con tapa de rosca. Se removié con una jeringa
el 10% del aire contenido en el frasco y se sustituyd el mismo volumen retirado con
acetileno (este volumen en mL o cm?3, depende de las dimensiones del recipiente). Se
calculo el volumen del recipiente con base en la férmula de un cilindro (Ec. 1).

V = hmr? Ec. 1

Se considero altura de 9 cm y un radio de 2.75 cm, obteniendo un volumen total de 213.82
cm?® que equivale a 213.82 mL. Por lo que el 10% del volumen es 21 mL, pero por
cuestiones técnicas de la recoleccion se consideraron 20 mL.
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Figura 26. Calculo del volumen del recipiente para reduccion de acetileno.

Se incubaron las muestras durante 1 h a temperatura y presion constantes. Una vez
transcurrida la hora de incubacion, se recolecto el gas contenido en el frasco con un tubo
rojo BD Vacutainer®. Las muestras gaseosas se almacenaron a temperatura y presion
constante hasta el andlisis en el Cromatégrafo de gases (CG). Por otra parte, se
extrajeron los nodulos maduros de las raices procesadas en éste andlisis, para
determinar el peso fresco (Figura 27).

Q Cromatagrafo de gases
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Figura 27. Procedimiento para la fijacién de nitrégeno por reduccion de acetileno. 1) Se
desmoldan las raices de la maceta y se retira la parte aérea. 2) Se retira la vermiculita y
se pesan las raices frescas con nodulos. 3) Se almacenan en un frasco con rosca. 4) Se
sustituye el 10% de aire por acetileno con ayuda de una jeringa. 5) Se incuba durante
una hora a temperatura ambiente. 6) Se recolecta el gas con ayuda de un Vacutainer de
doble aguja y se guarda en un tubo rojo. 7) Se procede al andlisis de muestras en un
cromatografo de gases.

El CG empleado en el andlisis de reduccién de acetileno a etileno fue el YL-6500GC
System, con una columna de 30 m de largo, diametro 0.530 mm y grosor 40.0 um, marca
Agilent Technologies, con temperaturas maximas de trabajo de 270/290°C. La
temperatura manejada en el horno de la columna fue de 60°C con un tiempo de corrida
de 3 min; el capilar de entrada se mantuvo en una tempetura de 110°C, con un flujo de 7
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psi y un split radio de 1/5 (la fraccidbn de muestra que entra). Por su parte, el detector de
flama (FID) se manej6é en una temperatura de 220°C y con flujos de aire de 300 e
hidrogeno de 30. La cantidad de muestra inyectada al cromatografo fue de 4 pL.

Para la cuantificacion de la actividad de la nitrogenasa en nodulos, fue necesario la
obtencion de una curva de etileno. Se realizaron diluciones con el stock de etileno de
1x10%, 1x10? y 1x103, con sus respectivas 3 réplicas técnicas de 4 pL de volumen
gaseoso. Con los datos obtenidos se realizé una regresion lineal con base en el area bajo
la curva de cada pico obtenido entre 1.72-1.75 en el tiempo de retencién del
cromatograma, este valor se encuentraba en unidades de mV.s correspondiente a etileno
(Figuras 28 y 29, Tabla 11).

Los valores promedios obtenidos del area bajo la curva (Figura 28), también conocida
como abundancia, representan el valor de y en la regresion lineal.
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Resuilt Tabla (tincal - C:|\CLARITY|DA TAFILES | WORKT| DA TA | EVE|NUEVA 5|BA T477 CONTROLES -5-_150617 R1 - FID)

Reten. Time Area Height Area Height Wios Compound Mame
[min] [rmiv.s] [mv] [%:] [%a] [min]
1 1.155 4.108 1.948 24 14 0.02
2 1.730 3.960 3.264 23 2.4 0.02
3 1.843 165.134 131.539 95.3 96.2 0.02
Total 173.203 136.751 100.0 100.0

Figura 28. Cromatograma de reduccion de acetileno a etileno del tratamiento con solo
R. tropici en nédulos frescos.
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Tabla 11. Areas bajo la curva y el promedio obtenido de los cromatogramas de las
diferentes diluciones de etileno.

0 RRISKN lectura Abundancia
R1 84.479 | Promedio 1 65.6458
R2 34.85
1*107-1 R3 58.32
R4 71.45
RS 79.13
R1 6.442 | Promedio 1 6.584666667
1*107-2 R2 7.019
R3 6.293
R1 0.798 [ Promedio 1 0.844333333
1*107-3 R2 0.842
R3 0.893

Posteriormente, se utiliz6 la férmula de los gases ideales (Ec.2), se desejo la n de la
ecuacion para obtener el nimero de nanomoles presentes (Ec.3), tomando en cuenta
una presion de 1 atm, un volumen de 4x10° L, la constante R de 0.0821 atm x L/ K x mol
y una temperatura de 298 K.

Pv = nRT Ec. 2

P = presién; v= volumen; n= nimero de nanomoles; R= constante de los gases; T=
temperatura

_Pv
T RT

Ec. 3

Sustituyendo todos estos valores en la férmula, se obtuvo una n=1.63494x10" moles. Al
convertir este valor a nanomoles, multiplicando por 10° (al considerar que por cada mol
se tienen 10° nanomoles) y por el factor de dilucién correspondiente a las tomadas para
la curva de etileno, se obtuvieron los datos mostrados en la Tabla 12. Lo anterior
represento la x en la regresion lineal.

Tabla 12. Conversion del nimero de moles a nanomoles para cada dilucion.

X
n= 1.634 E-07 | mol
1*10/-1 16.34 | nmol
1*10/-2 1.634 | nmol
1*101-3 0.1634 | nmol
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Se graficaron los valores de x y y, obteniedo una regresion lineal de y = 32.1x —40.1y
un valor de R?=0.816.

Tabla 13. Abundancia vs nanomoles obtenidos de etileno en el cromatografo de gases
y con base en la férmula de los gases ideales.

y X
Abundancia Nanomoles
0.8 0.1634
6.5 1.634
65 16.34

Curva etileno

70
60
50 y =32.1x - 40.1

R2=0.816
40
30
20
10

0
0.16349853 1.634935297 16.34935297

-10
-20

—0—0.86.565 oeeeuee Lineal (0.8 6.5 65)

Figura 29. Curva de etileno con los valores de abundancia y nimero de nhanomoles de
etileno presentes.

De esta manera se obtuvo una formula para obtener el nimero de nanomoles de etileno
obtenidos de acuerdo a la abundancia generada en la incubacion con acetileno en cada
muestra de los tratamientos inoculados con R. tropici. Ademas, el peso obtenido de los
nodulos después de esta prueba se utiliza para comparar entre cada tratamiento la
cantidad de nanomoles de etileno fijados por cada gramo de nddulos presentes.
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4.11 Histologia en nddulos

El analisis de microscopia e histologia se realizé en el laboratorio del Dr. Stefan de Folter,
en la Unidad de Gendmica Avanzada (UGA, Irapuato), con la ayuda de la Dra. Joanna
Serwatowska, investigador posdoctoral del laboratorio.

Se utilizaron dos protocolos: 1) Protocolo de tincion de GUS, procedente del laboratorio
de la Dra. Cristina Ferrandiz (y comunmente empleado en el laboratorio del Dr. Stefan
para inflorescencia de Arabidopsis); y 2) Protocolo de fijacion en Paraplast.

En ambos casos se emplearon ndédulos maduros a una edad de 28 dpg de cada
tratamiento utilizado durante el proyecto.

4.11.1 Protocolo de tincién de GUS

Los nddulos maduros fueron recolectados y depositados en acetona fria al 90% por 20
min a temperatura ambiente. Se desechd la acetona y se realizé un lavado con el buffer
sin X-Gluc por 5 min en hielo (modo de preparaciéon Tabla 13); posteriormente se afiadio
la solucion de tincion (buffer con X-gluc) y se colocaron las muestras en vacio por 20 min.
Las muestras se dejaron en oscuridad a 37°C por 24 h (Campisi, et al., 1999).

Tabla 13. Solucciones de trabajo para tinciones con GUS.

Reactivos SIN CON
Buffer de fosfato pH 7 0.1 M ImL |1mL
EDTA0.25 M 80 uL |80 uL
Tritobn 10% 20uL | 20 uL
X-gluc 40 mM, 20 mg/ml (diluido en DMSOQO) | --------- 100 puL
Ferricianuro de potasio 100 mM | —=--——-- 100 pL
Ferrocianuro de potasio 100 mM | ----—--- 100 pL
Agua ultra pura (Mili Q estéril) 900 uL | 600 puL
Volumen total 2mL | 2mL

A continuacion, se realizaron las series de deshidratacion con etanol a temperatura
ambiente, como se muestra a continuacion:

o EtOH 20% oo 30 min.
o EtOH 35% e 30 min.
o EtOH 50%------ m-mmmemememeeees 30 min.
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0 FAE #----memmmmmm e ----1hr

o EtOH 70%------------=mmmmmmmmm oo 1 dia** a 4°C (se puede dejar por
largo tiempo)
EtOH 80% e 30 min.
EtOH 90% e 30 min.

o EtOH 100%------====mmmmmmmm oo 2X 30 min.

# La solucion de FAE se prepar6 en un Falcon de 50 mL , tomando 25 mL EtOH 100%, 2.5 mL Acido
aceético glacial, 5mL formaldehido al 37% y 17.5 mL H20 MiliQ estéril. Todas las soluciones a nivel reactivo
y siguiendo el orden al agregarlos.

Una vez obtenidas las muestras deshidratadas, se procedio a la preinfiltracion de las
muestras empleando la solucién de preinfiltracion, para lo cual se prepar6 una solucién
1:1 (v/v) con la solucién de Technovit (Glycol Methacrylate, Technovit H7100 Embedding
kit Cat. 14653 Kulzer) y etanol 100%. Posteriormente, las muestras se infiltraron con la
solucion de infiltracion, que consiste en la mezcla de 100 mL de la Solucién de Technovit
y un sobre en polvo de Hardener | (0.6 g Bag Hardener I, Technovit H7100 Embedding
kit Cat. 14653 Kulzer) (Electron Microscopy Science, 2017). En general, esta solucién
siempre debera encontrarse preparada y almacenada en el refrigerador a 4°C, ya que
Su preparacion toma una hora de agitacién en una placa magnética. Las muestras se
colocaron en vacio por 10 min y se dejaron por 24 horas a temperatura ambiente.

Al dia siguiente, se generaron los bloques de Technovit empleando la solucion de
polimerizacion, que consiste en una mezcla de 15 mL de la Solucion de infiltracion y 1mL
Hardener 1l (Hardener Il, Technovit H7100 Embedding kit Cat.14653 Kulzer), y moldes
medianos de 1 mL3 de volumen (Disposable base mold, cavity measures:7x7x5mmbD,
Electron Microscopy Sciences Cat. 62352-07) (Electron Microscopy Science, 2017). Los
moldes se colocaron a 37°C por 3 dias. Una vez obtenido los bloques sdlidos, se procedié
a perfilarlos, un método muy rudimentario y poco ortodoxo, el cual consiste en el uso de
la fuerza bruta para eliminar las porciones del bloque sobrante que no contienen las
muestras con el uso de un formén para madera.

Se realiz6 el corte de los bloques perfilados a 8 um en un micrétomo (Leica 2035),
hidratando los tejidos con agua destilada entre cada corte. Cada corte se coloc6 en un
portaobjetos con agua destilada en una placa de calentamiento a aproximadamente 42°C
(Lab-Line, Sline Warmer). Una vez que se ha secado por completo la muestra se agregan
unas gotas de Citoseal 60 (Cytoseal 60, Electron Microscopy Sciences Cat. 18007) y se
conservan con un cubreobjeto largo y uno corto.
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4.11.2 Protocolo de fijacién en Paraplast

Los ndédulos maduros se recolectaron y colocaron en tubos Eppendorf de 2 mL. Se realizo
la fijacion del tejido con FAE (Formaldehido 5%, Acido Acético 10% y EtOH absolito 50%)
por 24 h a temperatura ambiente. Al dia siguiente se removio la solucion FAE, realizando
un lavado con EtOH 70%. Posteriormente, se descartd la solucion y se agrego
nuevamente EtOH 70%. Las muestras se almacenaron en esta solucion por 24 h a 4°C.

A continuacion, se realiz6 el proceso de deshidratacion del tejido, pasando a 80%, 90%
y 100% de EtOH, con cambios de solucién cada hora. Una vez que las muestras se
colocaron en EtOH 100%, se almacend el tejido por 12 h a 4°C. Al dia siguiente se
removid el solvente y se realizé una incubacion de 2 h en una solucion fresca de EtOH
100%.

La siguiente etapa, conocida como la pre-inclusién del tejido, se encuentra dividido en
dos partes. En la primera parte, se retird el EtOH 100% del tejido y se realizaron
recambios e incubaciones de 12 h a temperatura ambiente con las soluciones de EtOH-
Histoclear 2:1, EtOH-Histoclear 1:1 y EtOH-Histoclear 1:2. Para finalizar la primera parte
de la pre-inclusion del tejido, se coloco el tejido en Histoclear al 100% por 12 h.

En la segunda parte, se retird0 el Histoclear al 100% y se realizaron recambios e
incubaciones de 24 h a temperatura de 60°C en un horno con las soluciones de
Histoclear-Paraplast 2:1, Histoclear-Paraplast 1:1 y Histoclear-Paraplast 1:2. Finalmente,
el tejido se coloca por 24 h en Paraplast puro. Es importante recalcar que el Paraplast
fue previamente colocado en forma de hojuelas en un horno para su fundicién y facil
manipulacion.

Al dia siguiente, se realiz6 la inclusién en Paraplast, colocando un nédulo por separado
en el centro de una mini charola de metal. Se agreg6 un poco de Paraplast para evitar el
movimiento del nédulo y posteriormente se coloca el molde de plastico sobre la mini
charola. Se agreg6 cuidadosamente el Paraplast fundido sobre el nédulo de tal manera
gue este quedara cubierto completamente. Se dej6é secar por 20 min, colocando las mini
charolas en agua con hielo para su facil desmonte.

Se realizaron los cortes de los bloques perfilados a 8 pum en un micrétomo (Leica 2035).
Cada corte se coloco en un portaobjetos con metanol sobre una placa de calentamiento
a aproximadamente 42°C (Lab-Line, Sline Warmer). Una vez secadas las muestras por
completo, se desparafinaron e hidrataron, colocando por 15min en Xilol al 100%,
posteriormente, se colocaron por 5 min en las soluciones de Histoclear-Etanol 2:1,
Histoclear-Etanol 1:1 y Histoclear-Etanol 1:2. A continuacion, se colocaron por 3 min en
soluciones de Etanol desde 100% hasta 50%.
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Finalmente, se colocaron directamente 500 pL de Acido peryodico (1%) y Reactivo de
Shiff (Sigma Aldrich) en los portaobjetos que contenan a las muestras, dejando
reaccionar por 15 minutos en la oscuridad. El exceso de colorante se retiro con Etanol al
50% por goteo. Por ultimo, las muestras se sumergieron durante 20 segundos en las
soluciones de Etanol al 50%, hasta Xilol al 100%. Se dejaron secar los portaobjetos de
manera vertical por 10 segundos y se cubrieron las muestras con Entellan, colocando un
cubreobjeto y dejando secar por 24 h.

412 Extracciéon de RNA total

A continuacion se describe el protocolo que se realiz6 con base en la descripcion
sefalada por Life technologies (2012), utiizando el protocolo de la extraccion del reactivo
Trizol (Life technologies, 15596-026).

Fase de preparacion

Se pesaron 100 mg de tejido y se pulverizaron en un mortero con el pistilo en presencia
de nitrégeno liquido. Una vez pulverizado se coloco el tejido en un tubo Eppendorf de 1.5
mL previamente enfriado en nitrégeno liquido. Se adicion6 1 mL de Trizol-Reagent, se
mezcld y dej6 reposar durante 5 min a temperatura ambiente. Se agregaron 200 pL de
cloroformo, se mezcldé por 15 s, hasta generar una mezcla homogenea y se incubd
durante 3 min a temperatura ambiente. Se centrifugaron los tubos a 12, 000 x g por 15
min, a 4°C. Se transfirio la fase acuosa o sobrenadante a un nuevo vial y se agregan 600
puL de una mezcla fenol acido:cloroformo (1:1). Se incubaron por 15 min a temperatura
ambiente, posteriormente se centrifugaron a 12,000 x g x 15 min a 4°C. La fase acuosa
se transfirié a un nuevo vial.

Precipitacion del RNA

Se agregaron 500 pL de isopropanol a cada tubo, se mezclaron de manera invertida e
incubaron por 10 min a temperatura ambiente. Se centrifugaron los tubos a 12, 000 x g
por 10 min a 4°C.

Lavado del RNA

Se removié el sobrenadante de los tubos, se lavo la pastilla con 1 mL de Etanol al 75%
(preparado con Agua DEPC). Se mezclé en el vortex hasta desprender la pastilla y se
centrifugaron los tubos a 7,500 x g por 5 min a 4°C. Se eliminio el sobrenadante y se
invierten los tubos para dejar secar la pastilla por 10 min.

Resuspension del RNA

Se resuspendieron las pastillas en 50 puL Buffer TE y se cuantificé el RNA total en el
Nanodrop A260/280-~2.0, ademas, se analizo la integridad de RNA en un gel de agarosa
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al 1.5% con el buffer de corrida MOPS 1X-DEPC-MiliQ. Las muestras se almacenaron a
-80°C.

413 Sintesis de cDNA

El protocolo para la sintesis de cDNA se realiz6 de acuerdo a las indicaciones sefaladas
por Invitrogen (2010), por medio del uso de la Transcriptasa Reversa SuperScript™ Il
(Invitrogen, Catalogo 18064-022) .

Se ajustd la concentracion de cada muestra de RNA a 2000 ng/pL, colocando 2 pL de
cada muestra en un nuevo tubo etiquetado. Posteriormente, se agregd 1 uL de dNTP’s
10mM, 1 pL de Oligo dT 10 pM y 8 pL de agua libre de RNAse, obteniendo un volumen
total de 12 pL. Se colocaron las muestras en un horno a 65°C por 5 min. Pasados los 5
min, se colocaron en hielo por 2 min.

Se realiz6 un pulso de 10 segundos, para bajar la solucion de las paredes hasta el fondo
del tubo. Se agregaron 4 uL del Buffer 5x, 2 yL de DTT 0.1M y 1 uL de RNAse Out
(Invitrogen, Catalogo 10777-019). Se colocaron los tubos en el horno a 42 °C por 2 min.
A continuacion, se agregé 1 pL de Retrotranscriptasa (SuperScript™ Il RT, Invitrogen
Catélogo 18064-022) (200 unidades). Se realizé un pulso de 10 segundos. Se colocaron
los tubos en un horno a 42°C por 50 min. Finalmente, se incubaron los tubos a
temperatura ambiente por 5 min. Se agregé 1 pL de RNase A (PureLink™ RNase A,
Catalogo 12091-021) y se dejo incubando por 1 hora a 37 °C, para eliminar el RNA. Se
cuantificaron en el Nanodrop A260/280 y se almacenaron los tubos a -80°C.

4.14 Disefio de oligonucledtidos para q-PCR

Se realizd una busqueda en la literatura de los genes que estuvieran involucrados en la
resistencia a estrés bidtico en Arabidopsis thaliana. Con base en esta informacion se
seleccionaron los genes AtPR1, AtNPR3, Atibs2, AtPDF1.2, AtWRKY33, AtMYC2, At
ERF6, AtPAL2 y AtLOX1 5 . Ademas, buscamos la secuencia de la proteina PR10 en
Thalictrum flavum (TfPR10). Por medio de un BLASTP se buscaron los genes ortélogos
en frijol, encontrando los genes PvPR1, PYNRP3, Pvibs2, PvSymRK, PvPDF1.2 (3 pares),
PVMYC2 (2 pares), PWWRKY33, PvPR10, PVERF6, PvPAL2 y PvLOX1 5. Como genes
de referencia se emplearon PVEF-a, PvActina11y PvTUBA. Posteriormente, se procedio
al disefio de los oligonucleoétidos de cada uno de estos genes.

Para el disefio de los oligonucledtidos o primers se utilizo la pagina de Primer3Plus y
Oligo Calc bajo las especificaciones sefialadas para el Master Mix Maxima SYBR
Green/ROX Qpcr De Thermo Scientific (2013):

e El contenido de GC: 30-60%.
e Longitud de los oligos: 18-30 nucleotidos
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e Longitud del amplicén: 70-150 pb.
e Temperatura Optima de amplificacion de: 60°C. La Tm de ambos oligonucleétidos

no debe sobrepasar una diferencia de 2°C.

e No se deben formar estructuras secundarias (hairpin) ni ser complementarios.

En la Tabla 14 se muestra el nombre del gen encontrado en frijol, la secuencia de los
oligonucledtidos y el tamafio de los amplicones correspondientes a cada uno de los genes
empleados durante el proyecto.

Tabla 14. Genes empleados para el andlisis de la resistencia sistémica en hojas, raices

y nodulos.

ID de la proteina en

Phytozome

Nombre de
oligos

Secuencia 5°-3°

Tamafio del
amplicon pb

Phaseolus vulgaris

CAT GGG TTT GCC TAT
PvPR1 F GAT CC
PvPR1 | Phvul.006G196900.1 GAG CGT TGA GGA AGT 113
PVvPR1_R CTT GG
GGT TGT CTC TGA GGT
PVNPR3_F GCTTGG TTT GGG
PVNPR3 | Phvul.006G131400.1 CAA TAT GAA GCA CCG 80
PVNPR3 R AGT AGC CCC GAG
ACC GGT CCAAGTTTC
, Pvulbs2_F AGT CC
Pvibs2 Phvul.002G115600.2 CTA ACG GCG TGTTTG 109
Pvulbs2_R GAA GC
AAT TCAATC TCC TTA
PvuSymRK F [CTCGTCTTCC
PvSymRK | Phvul.002G143400 GTACTG AAT TGG ATG 126
PvuSymRK R |GAG GAT TAG A
ACC AAG CCACTCTTT
PvPDF 1.2 PvPDF1.2(1) F |CAA GG
(1) Phvul.002G278600.1 TCC CAC CAG TAA AAC 83
PvPDF1.2(1) R|CTT CG
CTT CTG ATATGG GCG
PvPDF 1.2 PvPDF1.2(2) F |[TGATG
) Phvul.002G278600.2 TCC CAC CAG TAA AAC 129
PvPDF1.2(2) R|CTT CG
GGT TTG CATTGG TTC
PvPDF 1.2 PvPDF1.2(3) F|TCCTC
3) Phvul.002G278600.3 ACC CTT GAA AGA GTG 98
PvPDF1.2(3)_ R|GCT TG
AAT GGA ATG ACG GAG
PVMYC 2 PVvMYC2(1) F |TAC CG
(1) Phvul.003G285700.1 AGC CAA AGG GAG 110
PVvMYC2(1) R |GAG AAATC
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CGG AGG TGATTT TCC
PVYMYC2 PVYMYC2(2) F |AGA AC
) Phvul.003G285700.1 CAA TCG AGG AAG AAG 144
PYMYC2(2) R |GGT TG
CAT ACC CAA ATT GCC
PVWRKY33 F |CTACG
PVWRKY33 | Phvul.008G251300.1 TAG ATT GAG GCT TGG 105
PVWRKY33 R |GAT GG
TTC GAG GAC CAA ACC
PvPR10 F ACTTC
PVPR10 | Phvul.002G209500.1 GCC CTC AAC GAT TTC 123
PvPR10 R AAC AC
TAA CTC ATC CGC AAC
PVERF6_F ACT CG
PVERF6 | Phvul.002G055800.1 ATT TGG AAG AGG 90
PVERF6 R GGG AACTG
AAA TCT GCT TCC CCA
PvPAL2 F CTC AC
PvPAL2 | Phvul.007G150500.1 CTT TTC CAT TGG GCG 70
PvPAL2 R TG
TGA ATG CCC TCG AAG
PvLOX1 F AGA AC
PvLOX 1 5| Phvul.006G091400.1 CCC ATA AAC TCG TGA 133
PvLOX1 R AGA CG
GGT CAT TGG TCATGT
PvEF-A F CGACTCTGG
PVEF-A Phvul.004G075100.1 GCA CCC AGG CAT ACT 146
PVEF-A R TGA ATG ACC
TGC ATA CGT TGG TGA
PvuActll F TGA GG
PvActll | Phvul.008G011000.1 AGC CTT GGG GTT AAG 190
PvuActll R AGG AG
CAA CCATGA GTC GAG
. PvTUB R TGA CC
PvTubulina | Phvul.002G007900.1 TGG GAA TGG AAT CAA 110
PvTUB F GTT CA
4.15 Andlisis de expresién por PCR

Se analiz6 la expresion de los genes candidatos por PCR punto final, antes de ser
analizados por g-PCR, realizando la siguiente reaccién en hojas, raices y nédulos (Tabla
15). Se colocaron las reacciones en un termociclador con 30 ciclos a una temperatura de
amplificacion de 60°C, se utilizaron los oligonucleétidos disefiados para g-PCR.
Posteriormente se analizaron las amplificaciones en un gel de agarosa al 2% con el buffer
de corrida TAE 1X-DEPC-MiliQ.
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Tabla 15. Reaccion para PCR.

Reactivos 1x
10x Buffer 2
MgCl2 50 mM 0.6
dNTP’s 10 mM 0.4
Mix de oligos 2 uM 1
Tag Polimerasa DNA 5 U/uL 0.2
cDNA (50ng/pL) 0.8
H20 libre de DNases 15
Total 20 pL

4.16 Analisis de expresion por g-PCR

Se analiz6 la expresion de genes relacionados con la defensa en hojas, raices y nédulos,
considerando los siguientes genes PvPR1, PVWRKY33 y PvMYC2; y como genes de
referencia se utilizaron PvActll y PvTubulina. Para este andlisis se utilizé el Master Mix
de SYBR Green de Thermo Scientific, por lo que sigui6 el protocolo planteado por Thermo
Scientific (2013).

Se realizaron diluciones iniciales a una concentracion de 50 ng/uL de las muestras, y se
agregaron 2 uL de la dilucion inicial de cada muestra en tubos nuevos, colocados sobre
hielo. Posteriormente, se agregaron 21 pL del agua libre de DNases y 30 uL de Master
Mix SYBR Green (Thermo Scientific, Cat. K0222), generando una mezcla que
contemplaba 3 réplicas técnicas por muestra.

Para el andlisis en placa (MicroAmp™ Fast optical 48-Well reaction plate, Applied
Biosystems, Cat. 4375816) de cada uno de esto genes, se agregd a cada pozo 2 pL del
Mix de oligos (conteniendo el Forward y Reverse, 10 uM), por triplicado técnico. El
volumen total por reaccién fue de 20 pL. Se colocd la filmina (MicroAmp™ 48-Well Optical
Adhesive Film, Cat. 4375323) y se centrifugé la placa a 1500 r.p.m por 20 segundos,
utilizando el rotor de 221.16 para placa, en una centrifuga HERMLE Labnet 2326.
Finalmente, se llevd la placa al termociclador de tiempo real StepOne (StepOne Real-
Time PCR System, Applied Biosystems, Cat. 4376357) con un tiempo de corrida de 2
horas. La temperatura de amplificacion empleada fue de 58°C con 30 ciclos.
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4.17 Cuantificacion de la expresion génica por qPCR

Una vez que los 30 ciclos de amplificacion se han completado en el equipo, se analizan
los datos obtenidos en el equipo por medio del programa StepOne Real-Time PCR
System de Applied Biosystems. Para lo cual, se empled la siguiente formula que nos
permite determinar el valor de AACt, por medio del valor promedio de las 3 réplicas
técnicas empleadas.

AACt = ACt1 — ACt2
ACt2 = (Ct blanco — Ct control ) condicion inicial

ACt2 = (Ct blanco — Ct control ) tiempo X
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V. RESULTADOS

5.10E1. Analizar los cambios fenotipicos en hojas, raices y nédulos al aplicar
BABA, R. tropici-GUS y P. syringae pv. phaseolicola.

5.1.1 Efecto en la germinacién con BABA en las raices

Con el objetivo de conocer los efectos que pudiera generar BABA, al interactuar
directamente durante el desarrollo de las raices, se analizé el efecto del activador
sintético (BABA) durante la germinacion en 25 plantulas de 3 dpg, comparando los
resultados obtenidos con plantulas germinadas con agua destilada. EI modelo analizado
en este experimento es nombrado como BABA 0 dpg.

H20 destilada BABA 100puM

Figura 30. Plantulas germinadas con agua destilada estéil y BABA 100 puM.

Sin embargo, una vez realizadas las mediciones de la longitud de la radicula, del
hipocotilo y nimero de raices secundarias, no se encontraron diferencias significativas
utilizando la prueba de T-student. Obteniendo un valor de P=0.6238 en el caso del
tamafio de la raiz principal (Figura 31), P=0.0953 para el tamafio del hipocétilo (Figura
32) y P=0.2333 para el numero de raices secundarias a los 3dpg (Figura 33).
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Tamafo de la raiz principal en plantulas (3dpg)

107

Largo (cm)

H20 destilada BABA

Soluciones usadas para germinacion

Figura 31. Tamafo de la raiz principal en plantulas de 3dpg germinadas con agua
destilada estéril y BABA 100 uM. Las barras representan la media * el error estandar
(SEM). Letras iguales sobre las barras indican la falta de diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos (T-student, n=25).

Tamafo del hipoco6tilo en plantulas (3dpg)

6 a

Largo (cm)
5

N)
1

H20 destilada BABA

Soluciones usadas para germinacién

Figura 32. Tamafio del hipocaétilo en plantulas de 3dpg germinadas con agua destilada
estéril y BABA 100 uM. Las barras representan la media £ SEM. Letras iguales sobre las
barras indican la falta de diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (T-
student, n=25).
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Nimero de raices secundarias en plantulas (3dpg)

151

NUumero de raices secundarias

H20 destilada BABA

Soluciones usadas para germinacion

Figura 33. Numero de raices secundarias en plantulas de 3dpg germinadas con agua
destilada estéril y BABA 100uM. Las barras representan la media £ SEM. Letras iguales
sobre las barras indican la falta de diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos (T-student, n=25).

5.1.2 Medicién de altura

Se realizé la medicién de las alturas de 10 plantas de cada uno de los tratamientos a los
28 dpg (Figura 34). Posteriormente, se realizaron dos andlisis estadisticos: ANOVA y
Tukey, para identificar las diferencias significativas que pudieran encontrarse entre los
tratamientos.

Los controles utilizados se emplearon en todos los modelos, para ser comparables las
mediciones obtenidas entre cada uno de ellos.
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Figura 34. Paneles de fotos representativas de 3 plantas por cada tratamientos en los
diferentes modelos empleado. A) BABA 0 dpg. B) BABA 10 dpg. C) BABA 3 dpg, D)
Controles. Barrra de escala= 20cm, n=10.

BABA 0 dpg

En la Figura 35, se muestran las alturas obtenidas a los 28 dpg en plantas tratadas
durante la germinacion con BABA a una concentraciéon de 100 puM, y sus respectivos
controles sin BABA.

Tanto en la Figura 34, como en la Figura 35, podemos observar que la inoculacion de R.
tropici-GUS, o la combinacion de R. tropici-GUS con BABA y/o P. syringae, provoca una
disminucién en el tamario de la planta, a los 28 dpg, en comparacion al tratamiento control
gue no ha sido inoculado con R. tropici-GUS, NNN, pero que ha sido suplementado con
nitrégeno durante las fertilizaciones con la soluciéon B&D (méas 8 mM de KNOs, como
fuente de nitr6geno). Dicho efecto se observa en los tratamientos BRN, BRP y NRN
(Figura 35).

Sin embargo, el tratamiento NRP, no muestra diferencias significativas entre los controles
NNN, NNP y NRN, por lo que la tendencia se encuentra en un punto medio del analisis,
mostrando una compensacion de este efecto debido a la aplicacion de P. syringae (Figura
35).

Por su parte, los tratamientos BNN y BNP no mostraron diferencias significativas con
respecto a NNN y NNP (Figura 35).

BABA 0dpg
Altura plantas 28 dpg

80 7

Altura (cm)

Tratamientos
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Figura 35. Altura de las plantas en el modelo de BABA 0 dpg, asi como los controles sin
la aplicacion de BABA. B=BABA, R=R. tropici-GUS, P= P. syringae, N=nulo . Las barras
representan la media £ SEM. Letras iguales sobre las barras indican la falta de diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos (P= 0.05, prueba HSD-Tukey, n=10).

BABA 10 dpg

En la Figura 36 se muestran los resultados del modelo BABA 10 dpg. Como se puede
apreciar, las plantas del tratamiento BNP, mostraron un aumento significativo en la altura
a los 28 dpg, con respecto a los demas tratamientos. Al mismo tiempo, el tratamiento
BNN no mostro diferencias significativas con respecto a NNN y NNP (Figura 36).

De igual manera a lo ya sefialado, las plantas tratadas con R. tropici-GUS (fertilizadas
con la solucién B&D, sin nitrdgeno), mostraron una disminucion de la altura, en
comparacién con los tratamientos suplementados con nitrégeno en la fertilizacion, como
es el caso de los tratamientos RBN y RBP (Figura 36).

BABA 10 dpg
Altura plantas 28 dpg
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404

Altura (cm)

201

Tratamientos

Figura 36. Altura de las plantas en el modelo de BABA 10 dpg, asi como los controles
sin la aplicacion de BABA. B=BABA, R=R. tropici-GUS, P= P. syringae, N= nulo. Las
barras representan la media £ SEM. . Letras iguales sobre las barras indican la falta de
diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (P= 0.05, prueba HSD-Tukey,
n=10).

BABA 3 dpg

De igual manera que en los modelos BABA 0 dpg y BABA 10 dpg, la inoculacion de R.
tropici-GUS gener6é una disminucion significativa a comparacion de los demas
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tratamientos que no fueron inoculados con esta bacteria (pero suplementados con
nitrogeno durante la fertilizacion), como podemos observar en los tratamientos {BR}N y
{BR}P (Figura 37).

BABA 3 dpg
Altura plantas 28 dpg

40 1
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Altura (cm)

AN N <

Tratamientos

Figura 37. Altura de las plantas en el modelo de BABA 3 dpg, asi como los controles sin
la aplicacion de BABA. B=BABA, R=R. tropici-GUS, P= P. syringae, N= nulo. Las barras
representan la media + SEM. . Letras iguales sobre las barras indican la falta de
diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (P= 0.05, prueba HSD-Tukey,
n=10).

5.1.3 Largo de laraiz principal

Se realiz6 la medicién del largo de la raiz principal en 6 plantas de cada uno de los
tratamientos a los 28 dpg. Posteriormente, con los datos obtenidos se realizé el andlisis
estadistico ANOVA de una via y Tukey. Con base en los andlisis se asigné con una letra
a cada barra, mostrando de esta manera las diferencias estadisticas.

BABA 0 dpg

No se encontraron diferencias significativas con respecto a la longitud de la raiz principal,
a los 28 dpg, entre las plantas tratadas durante la germinacion con BABA 100 uM (BNN,
BRN, BRP y BNP) y las germinadas con agua destilada (NNN, NRN, NRP, NNP) a una
edad de 28 dpg. Sin importar que las plantas hayan sido regadas con una solucién B&D,
con o sin nitrégeno (Figura 38).
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BABA O0dpg
Largo de laraiz principal de plantas BAT477 (28dpg)
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Tratamientos

Figura 38. Largo de la raiz principal de las plantas en el modelo de BABA 0 dpg, asi
como los controles sin involucrar la aplicacion de BABA. B=BABA, R=R. tropici-GUS, P=
P. syringae, N= nulo. Las barras representan la media £ SEM. . Letras iguales sobre las
barras indican la falta de diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (P=
0.05, prueba HSD-Tukey, n=6).

BABA 10 dpg

Las plantas del tratamiento BNP mostraron un menor tamafio en el largo de la raiz
principal a los 28 dpg, a comparacion de los demas tratamientos. Sin embargo, los demas
tratamientos BNN, BRP y BRN no presentaron diferencias significativas a comparacion
de los controles NNN, NRN, NRP y NNP (Figura 39).

Cabe sefalar que, a pesar de que las raices del tratamiento BNP presentaron una
menor longitud de la raiz, dichas plantas mostraron un aumento significativo en la altura
total de la planta a los 28 dpg (Figura 35).
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BABA 10dpg
Largo de la raiz principal de plantas BAT477 (28dpg)
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Figura 39. Largo de la raiz principal de las plantas en el modelo de BABA 10 dpg, asi
como los controles sin involucrar la aplicacion de BABA. B=BABA, R=R. tropici-GUS, P=
P. syringae, N= nulo. Las barras representan la media + SEM. . Letras iguales sobre las
barras indican la falta de diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (P=
0.05, prueba HSD-Tukey, n=6).

BABA 3 dpg

Como se puede apreciar en la Figura 40, no se encontraron diferencias significativas
entre los distintos tratamientos con respecto al largo de la raiz principal a los 28 dpg, tanto
con {BR}N y {BR}P y en comparacion a los controles (NNN, NRN, NRP y NNP) (Figura
40).

BABA 3 dpg
Largo de la raiz principal de plantas BAT477 (28dpg)
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Figura 40. Largo de la raiz principal de las plantas en el modelo de BABA 3 dpg, asi
como los controles sin involucrar la aplicacion de BABA. B=BABA, R=R. tropici-GUS, P=
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P. syringae, N= nulo. Las barras representan la media + SEM. . Letras iguales sobre las
barras indican la falta de diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (P=
0.05, prueba HSD-Tukey, n=6).

5.1.4 Peso fresco de la parte aérea

Se determind el peso fresco de la parte aérea de las plantas, tomando en consideracion
tanto el tallo como las hojas presentes, para obtener el peso fresco de 6 plantas de cada
uno de los tratamientos a los 28 dpg. A continuacion, los datos obtenidos se analizaron
por ANOVA de una viay Tukey.

BABA 0 dpg

Como se muestra en la Figura 35, el peso fresco de la parte aérea a los 28 dpg, se ve
influenciado por la altura de las plantas, teniendo un comportamiento acorde con el mismo
(Figura 35). Por lo que los tratamientos que presentaron una menor altura, también
presentaron un menor preso fresco y del mismo modo aquellos que tenian una mayor
altura.

De esta forma, los tratamientos inoculados con R. tropici-GUS presentaron diferencias
significativas en cuanto al peso fresco de la parte aérea, tales como: BRN, BRP y NRN,
en comparacion de los controles.

BABA Odpg
Peso fresco parte aérea (28dpg)
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Figura 41. Peso fresco de la parte aérea de las plantas en el modelo de BABA 0 dpg, asi
como los controles sin involucrar la aplicacion de BABA. B=BABA, R=R. tropici-GUS, P=
P. syringae, N= nulo. Las barras representan la media £+ SEM. . Letras iguales sobre las
barras indican la falta de diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (P=
0.05, prueba HSD-Tukey, n=6).
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BABA 10 dpg

De igual manera que BABA 0 dpg, el peso fresco de la parte aérea se observo relacionado
con la altura a los 28dpg en cada tratamiento. Por lo que, los tratamientos inoculados con
R. tropici-GUS, como son: RBN, RBP, NRN y NRP, mostraron diferencias significativas a
comparacién de los controles.

El tratamiento BNP que habia presentado una altura mayor que los controles, de igual
manera, presentd una tendencia mayor en cuanto al peso fresco en la parte aérea.

BABA 10dpg
Peso fresco parte aérea (28dpg)
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Figura 42. Peso fresco de la parte aérea de las plantas en el modelo de BABA 10 dpg,
asi como los controles sin involucrar la aplicaciéon de BABA. B=BABA, R=R. tropici-GUS,
P= P. syringae, N= nulo. Las barras representan la media £ SEM. . Letras iguales sobre
las barras indican la falta de diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos
(P=0.05, prueba HSD-Tukey, n=6).

BABA 3 dpg

Las combinaciones {BR}N y {BR}P presentaron el mismo comportamiento que los
tratamientos inoculados con R. tropici-GUS en los modelos de BABA 0 dpg y BABA 10
dpg. Por lo que, al inocular con esta bacteria las plantas presentaron una menor altura 'y
un menor preso fresco en la parte aérea, presentando diferencias significativas marcadas
en comparacioén con los controles.
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Figura 43. Peso fresco de la parte aérea de las plantas en el modelo de BABA 3 dpg, asi
como los controles sin involucrar la aplicacion de BABA. B=BABA, R=R. tropici-GUS, P=
P. syringae, N= nulo. Las barras representan la media + SEM. . Letras iguales sobre las
barras indican la falta de diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (P=
0.05, prueba HSD-Tukey, n=6).

5.1.5 Peso fresco de las raices

Se pesaron las raices de las plantas, los nédulos presentes en las plantas inoculadas R.
tropici-GUS, obteniendo el peso fresco de 7 plantas de cada uno de los tratamientos a
los 28 dpg. A continuacion, los datos obtenidos se analizaron por ANOVA de una via y
Tukey.

BABA 0 dpg

El comportamiento de los tratamientos inoculados con R. tropici-GUS se mostraron
relacionados tanto el peso fresco en la parte aérea como en las raices, por lo que plantas
con diferencias significativas en la altura, también presentaron diferencias significativas
en el peso fresco de la parte aérea y de las raices. Como son los tratamientos: BRN, BRP,
NRN y NRP.

Los tratamientos que no fueron inoculados con R. tropici-GUS no presentaron diferencias
significativas en el peso fresco de las raices a comparacion de los controles.
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Figura 44. Peso fresco de las raices de las plantas en el modelo de BABA 0 dpg, asi
como los controles sin involucrar la aplicacion de BABA. B=BABA, R=R. tropici-GUS, P=
P. syringae, N= nulo. Las barras representan la media £ SEM. . Letras iguales sobre las
barras indican la falta de diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (P=
0.05, prueba HSD-Tukey, n=7).

BABA 10 dpg

El tratamiento BNP present6 diferencias significativas con los controles, mostrando un
mayor peso fresco en las raices a los 28 dpg. El tratamiento BNN no presento diferencias
significativas con NNN y NNP. Por su parte los tratamientos inoculados con R. tropici-
GUS (RBN, RBP, NRN y NRP) presentaron diferencias significativas con respecto a los
controles, obteniendo una disminucién en el peso fresco de las raices.
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Figura 45. Peso fresco de las raices de las plantas en el modelo de BABA 10 dpg, asi
como los controles sin involucrar la aplicacion de BABA. B=BABA, R=R. tropici-GUS, P=
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P. syringae, N= nada. Las barras representan la media £ SEM. . Letras iguales sobre las
barras indican la falta de diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (P=
0.05, prueba HSD-Tukey, n=7).

BABA 3 dpg

Como se ha venido observando, los tratamientos inoculados con R. tropici-GUS
presentan una disminucién en el peso fresco de las raices a los 28 dpg. Pudiéndose
observar de una manera clara en los tratamientos {BR}P, NRN y NRP. Por su parte, el
tratamiento {BR}N no mostro diferencias significativas entre los demas tratamientos, sin
embargo, la tendencia de los datos se observd menor que NNN y NNP. Mostrando un
comportamiento, mas relacionado con {BR}P, NRN y NRP.
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Figura 46. Peso fresco de las raices de las plantas en el modelo de BABA 3 dpg, asi
como los controles sin involucrar la aplicacion de BABA. B=BABA, R=R. tropici-GUS, P=
P. syringae, N= nulo. Las barras representan la media + SEM. Letras iguales sobre las
barras indican la falta de diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (P=
0.05, prueba HSD-Tukey, n=7).

5.1.6 UFC de P. syringae de hojas infectadas

Se contaron las colonias presentes en las cajas Petri con medio KB inoculadas con las
hojas molidas, infectadas anteriormente con P. syringae a los 17 dpg. Se emplearon las
diluciones 1071, 102 y 10 para inocular las cajas y de ahi realizar conteos. En total se
analizaron 12 datos por tratamiento de los conteos obtenidos. Los datos se analizaron
por ANOVA de una viay Tukey.
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BABA 0 dpg

Los tratamientos NRP y BNP tuvieron una tendencia menor en la presencia de la bacteria
P. syringae en las hojas. Al observar los datos, con base en el numero de bacteria
presentes en las hojas, podemos observar que no hay diferencias significativas con el
control NNP (Figura 47).

Sin embargo, al aplicar el logaritmo con base 10 en los datos, las diferencias se vuelven
mas significativa entre los tratamientos (Figura 48). Mostrando que existe una resistencia
local por parte de la inoculacion de R. tropici y la aplicacion de BABA, en las hojas que
han sido infectadas por P. syringae, pero solo cuando son aplicados por separado, ya
que la combinaciébn de ambos activadores de defensa provoca la disminucion en la
resistencia y por ende la propagacion de la bacteria.
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Figura 47. Numero de UFC presentes en hojas infectadas con P. syringae en el modelo
de BABA 0 dpg, asi como los controles sin involucrar la aplicacion de BABA. B=BABA,
R=R. tropici-GUS, P= P. syringae, N= nulo. Las barras representan la media + SEM.
Letras iguales sobre las barras indican la falta de diferencias estadisticas significativas
entre los tratamientos (P= 0.05, prueba HSD-Tukey, n=12).
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Figura 48. Numero de UFC presentes en hojas infectadas con P. syringae en el modelo
de BABA 0 dpg con base log10, asi como los controles sin involucrar la aplicacion de
BABA. B=BABA, R=R. tropici-GUS, P= P. syringae, N= nulo. Las barras representan la
media £ SEM. . Letras iguales sobre las barras indican la falta de diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos (P= 0.05, prueba HSD-Tukey, n=12).

BABA 10 dpg

Los tratamientos BNP, RBP y NRP mostraron una tendencia menor en la presencia de la
bacteria P. syringae en las hojas infectadas. Al analizar los datos del nimero de UFC
presentes en las hojas, podemos observar que existen diferencias significativas entre
BNP y RBP con respecto al control NNP. Sin embargo, el tratamiento NRP no muestra
diferencias significativas entre los tratamientos (Figura 49). Con base en la grafica
podemos observar que el tratamiento RBP muestra un sinergismo entre la aplicacion de
R. tropici-GUS y BABA, aun mejor que la aplicacion de BABA o R. tropici por si solo.

Por su parte, al aplicar el logaritmo con base 10 en los datos, los resultados difieren ya
gue muestra que el tratamiento BNP y NNP no tienen diferencias significativas, pero los
tratamientos RBP y NRP cuentan con diferencias significativas con respecto a NNP
(Figura 50).
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Figura 49. Numero de UFC presentes en hojas infectadas con P. syringae en el modelo
de BABA 10 dpg, asi como los controles sin involucrar la aplicacién de BABA. B=BABA,
R=R. tropici-GUS, P= P. syringae, N= nulo. Las barras representan la media + SEM. .
Letras iguales sobre las barras indican la falta de diferencias estadisticas significativas
entre los tratamientos (P= 0.05, prueba HSD-Tukey, n=12).
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Figura 50. Numero de UFC presentes en hojas infectadas con P. syringae en el modelo
de BABA 10 dpg con base log10, asi como los controles sin involucrar la aplicacion de
BABA. B=BABA, R=R. tropici-GUS, P= P. syringae, N= nada. Las barras representan la
media + SEM. . Letras iguales sobre las barras indican la falta de diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos (P= 0.05, prueba HSD-Tukey, n=12).
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BABA 3 dpg

No se observaron diferencias significativas entre los tratamientos {BR}P, NRP y NNP
(Figura 51). Por lo que, la aplicacion simultanea de BABA con R. tropici provoca una
disminucién en la defensa, mostrando la propagacion y proliferacion de la bacteria en las
hojas infectadas.

Al aplicar el logaritmo con base 10 a los resultados, podemos observar que el tratamiento
NRP mostro una disminucién en la defensa con diferencias significativas con respecto al
control NNP (Figura 52).
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Figura 51. Numero de UFC presentes en hojas infectadas con P. syringae en el modelo
de BABA 3 dpg, asi como los controles sin involucrar la aplicacién de BABA. B=BABA,
R=R. tropici-GUS, P= P. syringae, N= nulo. Las barras representan la media + SEM. .
Letras iguales sobre las barras indican la falta de diferencias estadisticas significativas
entre los tratamientos (P= 0.05, prueba HSD-Tukey, n=12).
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Figura 52. Numero de UFC presentes en hojas infectadas con P. syringae en el modelo
de BABA 3 dpg con base logl0, asi como los controles sin involucrar la aplicacion de
BABA. B=BABA, R=R. tropici-GUS, P= P. syringae, N= nulo. Las barras representan la
media + SEM. Letras iguales sobre las barras indican la falta de diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos (P= 0.05, prueba HSD-Tukey, n=12).

5.1.7 Porcentaje de dafio por P. syringae

Para el porcentaje de dafio se tomaron en cuenta el halo clorético y la necrosis presentes
en las hojas infectadas por P. syringae a los 28 dpg. Se analizaron 7 plantas por
tratamiento. Los datos se analizaron por ANOVA de una via y Tukey (Figura 53).
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Figura 53. Paneles de fotos representativas de 3 plantas por cada tratamientos en los
diferentes modelos empleado con respecto al dafio foliar ocasionado por P. syringae pv
phaseolicola a 28 dpg. A) BABA 0 dpg. B) BABA 10 dpg. C) BABA 3 dpg, D) Controles.

BABA 0 dpg

Respecto al porcentaje de dafio no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos BNP, BRP, NRP y NNP. A pesar de observar una disminucion en la
poblacién bacteriana de P. syringae en el tratamiento de BNP, las hojas infectadas
presentaron hojas cloréticas y con necrosis (Figura 54).
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Figura 54. Porcentaje de dafio en hojas infectadas con P. syringae en el modelo de BABA
0 dpg, asi como los controles sin involucrar la aplicacion de BABA. B=BABA, R=R. tropici-
GUS, P= P. syringae, N= nulo. Las barras representan la media £ SEM. Letras iguales
sobre las barras indican la falta de diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos (P= 0.05, prueba HSD-Tukey, n=7).

BABA 10 dpg

Los tratamientos BNP y BRP mostraron una disminucion en el contenido de UFC
presentes en las hojas infectadas de P. syringae. Sin embargo en cuanto al porcentaje
de dafio, no existieron diferencias significativas respecto al control NNP. Del mismo modo,
el tratamiento NRP, no mostré diferencias significativas en el porcentaje de dafio
ocasionado por la bacteria con respecto a NNP (Figura 55).
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Figura 55. Porcentaje de dafio en hojas infectadas con P. syringae en el modelo de BABA
10 dpg, asi como los controles sin involucrar la aplicacion de BABA. B=BABA, R=R.
tropici-GUS, P= P. syringae, N= nulo. . Las barras representan la media £+ SEM. Letras
iguales sobre las barras indican la falta de diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos (P= 0.05, prueba HSD-Tukey, n=7).

BABA 3 dpg

Los tratamientos {BR}P y NRP no mostraron diferencias significativas con respecto al
control NNP, comportamiento que coincide con el contenido de UFC presentes en las
hojas infectadas, donde la combinacion simultanea de estos dos activadores generd una
disminucién en la defensa (Figura 56).
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Figura 56. Porcentaje de dafo en hojas infectadas con P. syringae en el modelo de BABA
3 dpg, asi como los controles sin involucrar la aplicacion de BABA. B=BABA, R=R. tropici-
GUS, P= P. syringae, N= nulo. Las barras representan la media £+ SEM. Letras iguales
sobre las barras indican la falta de diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos (P= 0.05, prueba HSD-Tukey, n=7).

5.1.8 UFC de R. tropici-Gus de nédulos

Se contaron las colonias presentes en las cajas Petri con medio PY inoculadas con los
nédulos molidos, que contenian albergado en su interior a R. tropici. Se emplearon las
diluciones 10 y 10 para inocular las cajas. Posteriormente, se realizaron conteos de
las UFC presentes en cada dilucion. En total se analizaron 14 datos por tratamiento de
los conteos obtenidos. Los datos se analizaron por ANOVA de una via y Tukey.

BABA 0 dpg

Los tratamiento BRN y NRP mostraron diferencias significativas en el contenido de UFC
presentes en los noédulos con respecto al control NRN, por su parte BRP no mostro
diferencias significativas con respecto a los otros tratamientos (Figura 57). Por lo que, el
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contenido las UFC presentes en los nédulos se mostraron afectados por la aplicacion de
BABA durante la germinacion y la inoculacion de P. syringae a los 17dpg de manera
individual. En cambio, cuando se combinaron estos dos factores, este efecto es
aminorado. De igual manera, este efecto puede ser observado al aplicar el logaritmo con
base 10 a los resultados (Figura 58).
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Figura 57. Numero de UFC de R. tropici en nédulos en el modelo de BABA 0 dpg, asi
como los controles sin involucrar la aplicacion de BABA. B=BABA, R=R. tropici-GUS, P=
P. syringae, N= nulo. Las barras representan la media £+ SEM. Letras iguales sobre las
barras indican la falta de diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (P=
0.05, prueba HSD-Tukey, n=7).

BABA Odpg
UFC de R.tropici en n6dulos (28 dpg)

159

UFC de R. tropici

Tratamientos

77



Figura 58. Numero de UFC de R. tropici en nédulos en el modelo de BABA 0 dpg con
base log10, asi como los controles sin involucrar la aplicacion de BABA. B=BABA, R=R.
tropici-GUS, P= P. syringae, N= nulo. Las barras representan la media £+ SEM. Letras
iguales sobre las barras indican la falta de diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos (P= 0.05, prueba HSD-Tukey, n=7).

BABA 10 dpg

Los tratamientos RBN y RBP no mostraron diferencias significativas con respecto al
control NRN, por su parte el tratamiento NRP, si mostro diferencias significativas. Por lo
que, la secuencia de los factores en estos tratamientos no afecto el contenido bacteriano
presente en los ndédulos (Figura 59). Sin embargo, al analizar mis datos con base
logaritmica de 10, encontramos que los tratamientos BNP, BRP y NRP cuentan con
diferencias significativas con el control NRN (Figura 60).

BABA 10 dpg
UFC de R. tropici en plantas (28 dpg)

3.09610 0=

2.03810 0

1.03410 10

Numero de UFC
WSOSOANS
RN

R

$A
%
%
%
%
%
%
%
%
%
%

OIS

o
1
[
[
[

Tratamientos

Figura 59. Numero de UFC de R. tropici en nédulos en el modelo de BABA 10 dpg, asi
como los controles sin involucrar la aplicacion de BABA. B=BABA, R=R. tropici-GUS, P=
P. syringae, N= nulo. Las barras representan la media + SEM. Letras iguales sobre las
barras indican la falta de diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (P=
0.05, prueba HSD-Tukey, n=7).
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Figura 60. Numero de UFC de R. tropici en nédulos en el modelo de BABA 10 dpg con
base log10, asi como los controles sin involucrar la aplicacion de BABA. B=BABA, R=R.
tropici-GUS, P= P. syringae, N= nulo. Las barras representan la media + SEM. Letras
iguales sobre las barras indican la falta de diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos (P= 0.05, prueba HSD-Tukey, n=7).

BABA 3 dpg

Los tratamientos {BR}N y {BR}P no mostraron diferencias significativas con respecto al
control NRN, por lo que la aplicacion simultdnea en el mismo dia de la inoculacion de R.
tropici en las raices no interrumpe el ciclo de infeccién de la bacteria, aun cuando BABA
también esta siendo aplicado en las raices. Por lo que ademas, podemos intuir que BABA
no esta actuando como un bactericida (Figura 61). Ademas, este efecto puede ser
observado al analizar los datos de manera logaritmica con base 10 (Figura 62).
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Figura 61. Numero de UFC de R. tropici en nédulos en el modelo de BABA 3 dpg, asi
como los controles sin involucrar la aplicacion de BABA. B=BABA, R=R. tropici-GUS, P=
P. syringae, N= nulo. Las barras representan la media + SEM. Letras iguales sobre las
barras indican la falta de diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (P=
0.05, prueba HSD-Tukey, n=7).
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Figura 62. Numero de UFC de R. tropici en nédulos en el modelo de BABA 3 dpg con
base log10, asi como los controles sin involucrar la aplicacion de BABA. B=BABA, R=R.
tropici-GUS, P= P. syringae, N= nulo. Las barras representan la media + SEM. Letras
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iguales sobre las barras indican la falta de diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos (P= 0.05, prueba HSD-Tukey, n=7).

5.1.9 NuUumero de nédulos

Se contaron el numero total de nddulos presentes en las raices de 9 plantas de cada
tratamiento. Con base en los datos obtenidos se realiz6 el analisis estadistico por ANOVA
de una viay Tukey.

BABA 0 dpg

Los tratamientos BRN, BRP y NRP no mostraron diferencias significativas en el nimero
de nddulos presentes en las raices de las plantas a los 28dpg con respecto a NRN. Por
lo que la secuencia de aplicacidon de estos activadores de defensa, no tuvieron un efecto
directo sobre la nodulacion (Figura 63).
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Figura 63. Numero de ndédulos presentes en las raices de las plantas inoculadas con R.
tropici, en el modelo BABA 0 dpg y con la inoculacion de P. syringae en el primer trifolio.
B=BABA, R=R. tropici-GUS, P= P. syringae, N= nulo. Las barras representan la media *
SEM. Letras iguales sobre las barras indican la falta de diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos (P= 0.05, prueba HSD-Tukey, n=7).

BABA 10 dpg

De igual manera, que el modelo de BABA 0 dpg, no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos RBN, RBP y NRN en cuanto al numero de nédulos
presentes en las raices con respecto al control NRN (Figura 64).
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Figura 64. Numero de ndédulos presentes en las raices de las plantas inoculadas con R.
tropici, en el modelo BABA 10 dpg y con la inoculacién de P. syringae en el primer trifolio.
B=BABA, R=R. tropici-GUS, P= P. syringae, N= nulo. Las barras representan la media *
SEM. Letras iguales sobre las barras indican la falta de diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos (P= 0.05, prueba HSD-Tukey, n=7).

BABA 3 dpg

El tratamiento {BR}N mostré diferencias significativas respecto a {BR}P. Sin embargo, no
mostro diferencias significativas con NRN y NRP. Por lo que, la aplicacion simultanea de
estos dos activadores y la posterior infeccién de P .syringae provoca una compensacion
ante este efecto de disminucién en el nimero de nédulos (Figura 65).
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Figura 65. Numero de nédulos presentes en las raices de las plantas inoculadas con R.
tropici, en el modelo BABA 3 dpg y con la inoculacion de P. syringae en el primer trifolio.
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B=BABA, R=R. tropici-GUS, P= P. syringae, N= nulo. Las barras representan la media *
SEM. Letras iguales sobre las barras indican la falta de diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos (P= 0.05, prueba HSD-Tukey, n=7).

5.1.10 Diametro de noédulos

Se realiz6 la medicién del diametro de los ndédulos presentes en las raices con un total
de 155 nédulos. Con base en los datos obtenidos se realizo el analisis estadistico por
ANOVA de una viay Tukey (Figura 66).
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" - - . BRP
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Figura 66. Paneles de fotos representativas de 3 plantas por cada tratamientos en los
diferentes modelos empleado con respecto a los nédulos. A) BABA 0 dpg. B) BABA 10
dpg. C) BABA 3 dpg, D) Controles. Barrra de escala= 1mm, n=155.

BRP

BABA 0 dpg

El tratamiento BRN mostro diferencias significativas en el diametro de los nédulos con
respecto a NRP y NRN, es decir, los nédulos presentes en este tratamiento mostraban
un tamafio menor que los controles. A su vez, el tratamiento BRP, mostré diferencias
significativas tanto con los controles NRP y NRN como con BRN. En pocas palabras, los
nodulos presentes en el tratamiento BRP se mostraron con un tamafio mucho menor que
los demas tratamientos (Figura 67).
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Figura 67. Porcentaje de dafio en hojas infectadas con P. syringae en el modelo de BABA
3 dpg, asi como los controles sin involucrar la aplicacion de BABA. B=BABA, R=R. tropici-
GUS, P= P. syringae, N= nulo. Las barras representan la media £ SEM. Letras iguales
sobre las barras indican la falta de diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos (P= 0.05, prueba HSD-Tukey, n=7).

BABA 10 dpg

De manera contraria a lo observado en los tratamientos de BABA 0 dpg (BRN y BRP),
los tratamientos RBN y RBP presentaron un mayor tamafio que los controles NRN y NRP.

Por lo que los datos arrojaron diferencias significativas notables entre los tratamientos
(Figura 68).
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Figura 68. Porcentaje de dafio en hojas infectadas con P. syringae en el modelo de BABA
3 dpg, asi como los controles sin involucrar la aplicaciéon de BABA. B=BABA, R=R. tropici-
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GUS, P= P. syringae, N= nulo. Las barras representan la media £+ SEM. Letras iguales
sobre las barras indican la falta de diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos (P= 0.05, prueba HSD-Tukey, n=7).

BABA 3 dpg

De igual manera que el modelo BABA 10 dpg, los tratamientos {BR}N y {BR}P mostraron
un aumento en el diametro de los nodulos presentes en las raices de las plantas a
comparacion de los controles NRP y NRN (Figura 69).
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Figura 69. Porcentaje de dafo en hojas infectadas con P. syringae en el modelo de BABA
3 dpg, asi como los controles sin involucrar la aplicacion de BABA. B=BABA, R=R. tropici-
GUS, P= P. syringae, N= nulo. Las barras representan la media + SEM. Letras iguales
sobre las barras indican la falta de diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos (P= 0.05, prueba HSD-Tukey, n=7).

5.20E2. Analizar la fijacion de nitrogeno y morfologia interna de nddulos en
plantas tratadas con BABA e infectadas con P. syringae pv. phaseolicola.

5.2.1 Reduccidén de acetileno

Con el fin de conocer de qué manera la aplicacién de BABA pudiera afectar el rendimiento
en funcion de la FBN en los nodulos, asi como la infeccion con P. syringae pv.
phaseolicola se evalud la reduccion de acetileno a etileno. El gas recolectado después
de una hora de incubacion con acetileno se midid en un cromatégrafo de gases (CG),
obteniendo dos picos de respuesta, el primero correspondiente a etileno y el segundo
con una abundancia mayor, al acetileno. En total se analizaron 3 plantas de cada
tratamiento.
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Los datos obtenidos de los cromatogramas, se analizaron de dos maneras: 1) La
eficiencia de la FBN y; 2) La cantidad de nmoles fijados por peso fresco y nimero de
nodulos presentes en la reaccion.

Con base en los datos obtenidos se realizo el analisis estadistico por ANOVA de dos vias,
tomando en cuenta que todos los tratamientos han sido inoculados con R. tropici-GUS.
Por lo que, el factor A fue considerado como BABA y el factor B a P. syringae.
Posteriormente, se realizo el andlisis de Tukey, para conocer el comportamiento de los
grupos.

1) Eficienciade la FBN

En este analisis los datos obtenidos de los nmoles de etileno se normalizaron por el peso
fresco de los nédulos presentes, a valores de 1 g por tratamiento.

BABA 0 dpg

Los tratamientos BRN, BRP y NRP mostraron diferencias significativas respecto a NRN,
lo que se traduce, en una reduccién en la FBN por cada gramo de nédulo presente. Por
lo que, la aplicacion de BABA durante la germinacion y la infeccién de P. syringae, genera
una disminucién en la fijacion de nitrégeno por gramo de nodulos (Figura 70).
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Figura 70. Eficiencia de la FBN por gramo de nodulos presentes en el modelo BABA 0
dpg. B=BABA, R=R. tropici-GUS, P= P. syringae, N= nulo. Las barras representan la
media £ SEM. Letras iguales sobre las barras indican la falta de diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos (P= 0.05, prueba HSD-Tukey, n=3).
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BABA 10 dpg

Los tratamientos RBN y RBP no mostraron diferencias significativas respecto al control
NRN, sin embargo la tendencia de los datos en estos tratamientos se muestran menores
que el control (Figura 71).
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Figura 71. Eficiencia de la FBN por gramo de nédulos presentes en el modelo BABA 10
dpg. B=BABA, R=R. tropici-GUS, P= P. syringae, N= nulo. Las barras representan la
media + SEM. Letras iguales sobre las barras indican la falta de diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos (P= 0.05, prueba HSD-Tukey, n=3).

BABA 3 dpg

De igual manera que el modelo BABA 10 dpg, los tratamientos {BR}N y {BR}P no
mostraron diferencias significativas con respecto al control NRN, sin embargo la
tendencia de los datos se muestra menor a comparacion de este control (Figura 72).
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Figura 72. Eficiencia de la FBN por gramo de ndédulos presentes en el modelo BABA 3
dpg. B=BABA, R=R. tropici-GUS, P= P. syringae, N= nulo. Las barras representan la
media + SEM. Letras iguales sobre las barras indican la falta de diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos (P= 0.05, prueba HSD-Tukey, n=3).

2) Cantidad de nmoles fijados por peso fresco y numero de nédulos presentes
en lareaccion

BABA 0 dpg

Se analizaron los datos crudos obtenidos de nmoles de etileno, con relacion al peso
fresco de los nodulos y al nimero de nddulos presentes. Generando dos graficas, la
primera con base en el numero de nédulos presentes y el nimero de nmoles de etileno.
Y la segunda con base en el peso fresco de los nédulos presentes durante la reaccion de
reduccion de acetileno (Figura 73).

Enla Figura 73, al analizar el total de fijacion obtenido en las raices noduladas por nimero
de ndédulos (o peso fresco de nodulos) encontramos que los tratamientos expuestos a
BABA y/o P. syringae, presentaron una mayor fijacion de nmoles de etileno que NRN.

Ademas, podemos observarlo claramente en el tratamiento BRN, encontrandose en la
parte superior derecha de la grafica, cuenta con un mayor numero de nédulos y con una
mayor cantidad de nmoles de etileno fijados a comparacion de los demas tratamientos
(Figura 73).
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Figura 73. Niomero de nmoles de etileno obtenidos con la reduccion de acetileno de
acuerdo al numero y peso fresco de los nédulos presentes en las raices en el modelo
BABA 0 dpg. A) Por numero de nddulos presentes. B) Por peso fresco de nodulos.
B=BABA, R=R. tropici-GUS, P= P. syringae, N= nulo. Las barras representan la media *
SEM. Letras iguales sobre las barras indican la falta de diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos (P= 0.05, prueba HSD-Tukey, n=3).

Las barras de error que se muestran en la grafica, se calcularon de acuerdo a la
desviacion estandar (SD) generada por los datos, por lo que para el bigote superior se
resta el promedio de los nmoles menos el valor SD. A su vez, el bigote inferior resulta de
la suma del valor promedio de los nmoles mas el SD. Debido a lo anterior, los valores

observados en la tabla se muestran muy pequefios, teniendo diferencias minimas (Tabla
16).

Tabla 16. Datos promedios de la FBN a los 28 dpg en el modelo BABA 0 dpg.

Peso
nmoles fresco |Numero de
Tratamientos|  etileno SD (9) nddulos
BRN 1.3728 0.0407 | 0.7013 264
BRP 1.3264 0.0765 | 0.4776 233
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NRN 1.2521 0.0599 | 0.187 124
NRP 1.3402 0.0534 | 0.4738 227

Por otra parte, podemos relacionar estos valores obtenidos con los datos previos
analizados como son el numero de nédulos, las UFC de R. tropici presentes en nédulos
y el didmetro. Para lo cual, el tratamiento BRN, no presenta diferencias significativas entre
el numero de ndédulos. Sin embargo, presenta una menor poblacién bacteriana en los
ndédulos y un diametro menor. Pero al coexistir en este conjunto funcional, los nédulos de
este tratamiento presentan una mayor fijacibn en comparacion a los demas tratamientos
(Figura 74). De acuerdo a la Tabla 16, el tratamiento BRN fija 1.3728 nmoles de etileno
en 264 nodulos.

Sin embargo, no debemos descartar que todos los tratamientos a los cuales se les
adicion6, BABA y/o P. syringae, presentan una mayor fijacion en términos globales en
comparacion del control NRN (Figura 74A).
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Figura 74. Numero de nmoles de etileno obtenidos con la reduccion de acetileno de
acuerdo al numero de nédulos en el modelo BABA 0 dpg. A) Numero de nmoles de etileno
por numero de nédulos presentes. B) Niumero de nddulos. C) Numero de UFC en
nodulos. D) Diametro de los nédulos. B=BABA, R=R. tropici-GUS, P= P. syringae, N=
nulo. Las barras representan la media £ SEM. Letras iguales sobre las barras indican la
falta de diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (P= 0.05, prueba
HSD-Tukey, n=3). Para fines practicos las graficas fueron pintadas de acuerdo al color de
cada tratamiento en la grafica 74A.

BABA 10 dpg

De igual manera que en BABA 0 dpg, se generaron dos gréficas, una relacionando el
numero de nodulos con el nimero de nmoles de etileno y otra relacionando el peso fresco
de los nddulos con el numero de nmoles de etileno (Figura 75).
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Figura 75. Numero de nmoles de etileno obtenidos con la reduccion de acetileno de
acuerdo al numero y peso fresco de los nédulos presentes en las raices en el modelo
BABA 10 dpg. A) Por nimero de nédulos presentes. B) Por peso fresco de nddulos.
B=BABA, R=R. tropici-GUS, P= P. syringae, N= nulo. Las barras representan la media +
SEM. Letras iguales sobre las barras indican la falta de diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos (P= 0.05, prueba HSD-Tukey, n=3).
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En este caso, el tratamiento que presentd una mayor fijacion fue NRP a comparacion de
los demas tratamientos. Con un valor de 1.34023333 nmoles de etileno fijjados en 227
nodulos en promedio (Tabla 17).

De acuerdo a la Tabla 17, el tratamiento NRP presenté una mayor fijacion en
comparacion con los demas, sin embargo, conté con un menor numero de nédulos a
comparacion del tratamiento RBP, el cual contenia 249 ndédulos, pero presentaba un
menor nimero de nmoles de etileno fijados.

El tratamiento NRP de acuerdo a los andlisis previos, no cuenta con diferencias
significativas de acuerdo al nimero de nédulos. Sin embargo, presenta un menor nimero
de UFC dentro de los nédulos a comparacion del control NRN, a su vez, el didmetro de
sus noédulos no presentan diferencias significativas con respecto a NRN (Figura 76). De
igual manera, debemos remarcar que los tratamientos presentes en este modelo, es decir,
RBN y RBP, presentaron una mayor fijacién global a comparacion del control NRN (Figura
76A).

Tabla 17. Datos promedios de la FBN a los 28 dpg en el modelo BABA 10 dpg.

nmoles de Peso fresco | Numero de
Tratamientos| etileno SD (9) nodulos
RBN 1.30323333( 0.03638164 | 0.40316667 | 141.333333
RBP 1.30633333| 0.02466624 0.3835 249.333333
NRN 1.25213333( 0.00228546 | 0.18703333 | 124.333333
NRP 1.34023333( 0.05610119 0.4738 227
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Figura 76. Naomero de nmoles de etileno obtenidos con la reduccion de acetileno de
acuerdo al niumero de nédulos en el modelo BABA 0 dpg. A) Niumero de nmoles de etileno
por nimero de nodulos presentes. B) Numero de nédulos. C) Numero de UFC en
nédulos. D) Didmetro de los nddulos. B=BABA, R=R. tropici-GUS, P= P. syringae, N=
nulo. Las barras representan la media £ SEM. Letras iguales sobre las barras indican la
falta de diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (P= 0.05, prueba
HSD-Tukey, n=3). Para fines practicos las graficas fueron pintadas de acuerdo al color de
cada tratamiento en la grafica 76A.

BABA 3 dpg

Se generaron dos gréficas, una relacionando el nimero de nédulos con el nUmero de
nmoles de etileno y el otro con relacion al peso fresco de los nodulos (Figura 77). Por
medio de la cual podemos sefalar que las plantas del tratamiento {BR}P contaron con
una mayor fijacion, con un valor promedio de 1.4506 nmoles de etileno en 306 nédulos
(Tabla 18). De acuerdo a la Tabla 18, como ya se menciono el tratamiento que presento
una mayor fijacion fue {BR}P, seguido por {BR}N con 1.3676 nmoles de etileno contando
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con 155 ndodulos. Uno pensaria que una mayor cantidad de nédulos equivaldria a una
mayor fijacion, pero si comparamos el tratamiento {BR}N y NRP observamos que la
diferencia en la fijacion entre ambos es minima, {BR}N con 1.3672 nmoles de etileno y
NRP con 1.3402 nmoles de etileno. Sin embargo, al comparar el nimero de nédulos el
tratamiento NRP present6 227 nodulos y {BR}N 155 nddulos. Por lo que el tratamiento
NRP conté con una mayor cantidad de nédulos en comparacién al tratamiento {BR}N,
pero su fijacion fue menor que el tratamiento {BR}N.

Ademas cabe destacar, que de acuerdo a los andlisis previos este tratamiento no cuenta
con diferencias significativas en el numero de nddulos ni UFC presentes . Por su parte,
los nddulos cuentan con un diametro mayor a comparacion del control NNN (Figura 78).
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Figura 77. Numero de nmoles de etileno obtenidos con la reduccion de acetileno de
acuerdo al niumero y peso fresco de los nédulos presentes en las raices en el modelo
BABA 10 dpg. A) Por numero de nodulos presentes. B) Por peso fresco de nddulos.
B=BABA, R=R. tropici-GUS, P= P. syringae, N= nulo. Las barras representan la media
SEM. Letras iguales sobre las barras indican la falta de diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos (P= 0.05, prueba HSD-Tukey, n=3).

Tabla 18. Datos promedios de la FBN a los 28 dpg en el modelo BABA 3 dpg

nmoles de Peso fresco | Numero de
Tratamientos | etileno SD (9) nodulos
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{BR}N 1.3672 0.10939822 |0.41603333 | 155.666667
{BR}P 1.45063333 |0.05525127 |0.8979 306
NRN 1.25213333 |0.00228546 |0.18703333 | 124.333333
NRP 1.34023333 |0.05610119 |0.4738 227
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Figura 78. Numero de nmoles de etileno obtenidos con la reduccion de acetileno de
acuerdo al niumero de nédulos en el modelo BABA 0 dpg. A) Nimero de nmoles de etileno
por numero de nédulos presentes. B) Numero de nodulos. C) Numero de UFC en
nodulos. D) Diametro de los nodulos. B=BABA, R=R. tropici-GUS, P= P. syringae, N=
nulo. Las barras representan la media + SEM. Letras iguales sobre las barras indican la
falta de diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (P= 0.05, prueba
HSD-Tukey, n=3). Para fines practicos las graficas fueron pintadas de acuerdo al color de
cada tratamiento en la grafica 78A.
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5.2.2 Cortes histolégicos

Protocolo de tincion de GUS

La cepa utilizada para la generacion de los nédulos en las raices R. tropici, contiene
integrado en su genoma el gen de la enzima que codifica a la B-glucuronidasa
proveniente de Escherichia coli, Por lo que, al realizar la incubacién por 24 horas de los
nodulos en un buffer con presencia de X-Gluc (acido 5-bromo-4-cloro-3-1H-indol-3ilo-D-
glucopiranosiduronico), los nodulos presentan una coloracion azul. El producto de la
accion de la enzima glucuronidasa sobre X-Gluc no genera una coloracion, siendo la
coloracion el producto de la dimerizacion oxidativa de los derivados indoxilo producidos
(Jefferson, 1987). De este modo, podemos observar de manera visible las células
infectadas por nuestra bacteria dentro de los nédulos.

La técnica de tinciones con GUS se estandarizd con las muestras obtenidas del
tratamiento BABA 0 dpg y controles a una edad de 28 dpg. Por lo que, se conté con
nodulos de los tratamientos BRN, BRP, NRN y NRP. Una vez realizadas las tinciones
con GUS, el tejido fue montado en los bloques de Technovit. Se utilizaron 10 nédulos por
planta, empleando 3 plantas por tratamientos.

Los cortes de los blogues se realizaron en 8 um cada uno. Se observé la morfologia
interna de cada nédulo tomando en cuenta las células infectadas, la morfologia de los
haces vasculares y el tamafio de los nédulos.

BABA 0dpg BRP
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Figura 79. Cortes histolégicos de nddulos a los 28 dpg del modelo BABA 0 dpg, con
tinciones GUS especificas para deteccion de las células infectadas por R. tropici-GUS.
Magnificaciones a 5Xy 20 X. Barra de escala en 5X= 100 ym y 20X= 10 pm.

En la Figura 77, podemos identificar las células infectadas con R. tropici (1) las cuales
presentan un abultamiento en el centro caracteristico de la membrana peribacteroidal
donde se encuentran los bacterias endofitas de R. tropici (o bacteroides). Por su parte,
podemos identificar la acumulacién de amiloplastos (2) y la estructura de los haces
vasculares (3).

Sin embargo, aun faltaria realizar las tinciones de GUS correspondientes a los
tratamientos BABA 10 dpg y BABA 3 dpg.

Protocolo de fijacién en paraplast

Para distinguir con mayor facilidad las posibles diferencias que pudieran existir entre los
diversos tratamientos se planea utilizar las reacciones histoquimicas o tinciones
especificas para carbohidratos, como es la reaccion conocida como PAS, la cual genera
una combinacion rojiza al combinar el &cido peryddico con el reactivo de Schifft.
Actualmente, se cuentan con algunos bloques, por lo que resta comprobar la correcta
fijacion de los nddulos en Paraplast y los tiempos de tincién de estos reactivos.

5.30E3. Determinar la expresion de genes de defensa en hojas, raices y nédulos
de plantas de frijol primadas con BABA durante la infeccién de P. syringae
pv phaseolicola.

Con base en los analisis generados con respecto al numero de UFC y porcentaje de dafio
ocasionado por P. syringae, asi como a la interaccion generada entre BABA y R. tropici,
se ha determinado que el tratamiento BABA 10 dpg, es el tratamiento mas adecuado y
con caracteristicas que pudieran definir este fendbmeno como un sinergismo contra P.
syringae.

Una vez corroborada la defensa local inducida por BABA y R. tropici, ahora se busca
conocer si existe una defensa sistémica en la planta (por ejemplo, en el segundo trifolio,
el cual no ha sido inoculado con P. syringae). Para ello se ha recolectado tejido de cada
tratamiento, para realizar el andlisis de expresion.

Las tomas de muestra que han sido empleadas son las que se muestran en la Figura 80,
en donde podemos destacar las colectas un dia antes de aplicar BABA (9 dpg), un dia
después de su aplicacién (11 dpg), recordando que su aplicacién se realiza por riego en
el sustrato. Por su parte, contamos con tomas con un dia antes de la infeccién con P.
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syringae (16 dpg), un dia, tres y cinco dias después de la infeccion (18 dpg, 20 dpg y
22dpg, respectivamente). En los cuales ya tenemos el primero y segundo trifolio formado.

16dpg
22d
20dpe
0dpg 3dpg -
0dpg

,m Cor A8
e 3 s @& 4 3
(e @) @ = o m— O

R. tropici-GUS

Figura 80. Tomas de muestras realizadas en el tratamiento BABA 10 dpg.

Posteriormente, se realizaron pruebas iniciales de expresién por medio de PCR semi-
cuantitativa o PCR punto final, con diferentes oligonucle6tidos en los tres tejidos
recolectados: hojas, raices y nédulos. Los genes analizados fueron PvPR1, PVYNRP3,
Pvibs2, PvSymRK, PvPDF1.2 (3 pares), PyMYC2 (2 pares), PYWRKY33, PvPR10,
PVERF6, PvPAL2 y PvLOX1 5. Como genes de referencia se emplearon PVEF-q,
PvActinall y PvTUBA (Tabla 14).

Se empled el tratamiento NRN a los 16 dpg para este andlisis inicial. Se realizd un
gradiente para analizar la mejor temperatura de amplificacidn por par de oligonucleétidos.
Asi, se selecciond la temperatura de 58°C para todas las muestras con base en las
amplificaciones obtenidas (Figura 81).
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Figura 81. Pruebas de amplificacién de diversos genes relacionados con la defensa en
plantas en hoja, raices y nddulos del tratamiento NRN a una temperatura de 58°C.

Con base en los amplicones obtenidos para estos genes, se decidié emplear solamente
los genes PvPR1, PYWRKY33, PvMYC2, PvActinall y PvTUBA. Por lo que, se corroboré

la expresion de estos genes en los diferentes tejidos a una temperatura de 58°C (Figura
82).

Hojas Raices Nodulos

W RTE

o - - - -

100 - - —

113 80 109 126 83 110 105 123 70 146 190

113 80 109 126 83 110 105 123 70 146 190 113 80 109 126 83 110 105 123 70 146 190

Figura 82. Amplificacion de de los genes seleccionados para el andlisis de defensa
sistémica en plantas en hoja, raices y nédulos del tratamiento NRN a una temperatura de
58°C.

Finalmente, se analizaron los niveles de expresion de estos genes seleccionando solo el
tejido de hojas para este analisis. Para ello, se corroboraron las temperaturas de
amplificacion de 55, 58 y 61°C por g-RT-PCR en el equipo StepOne Plus para placas de
96 pozos del laboratorio de la Dra. June Simpson (Cinvestav, Irapuato), recolectando los
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valores del Melt Curve y los AACT arrojados por el equipo. Obteniendo las siguientes
graficas de amplificacion de los genes (Figura 83).
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Figura 83. Curva de amplificacion de los genes de interes en las hojas del tratamiento
control NNN en las temperaturas 55, 58 y 61°C. A) PvPR1. B) PvMYC2. C) PYWRKY33.
D) PvActinall. E) PvTUBA.

La estandarizacion y los tiempo ya se encuentran corroborados, restando solamente el
realizar las 680 reacciones necesarias para analizar los distintos tiempos de muestra del
tratamiento BABA 10 dpg con sus respectivos controles.
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VI. DISCUSION

La aplicacion de BABA a una concentracion de 100 uM durante la germinacion no afecta
el desarrollo de la raiz, tanto su tamafio como el niumero de raices secundarias formadas
durantes estas estapas tempranas del desarrollo son normales. Ademas, tampoco mostré
un efecto directo en el tamafio del hipocatilo.

Al analizar las plantas germinadas con BABA 100 uM a los 28 dpg (BABA 0 dpg),
encontramos que no existieron diferencias significativas con respecto a la altura, largo
de laraiz principal, peso fresco de la parte aéreay raices entre los tratamientos BNN
y BNP con respecto a los controles NNN. Sin embargo la presencia de R. tropici en los
diferentes tratamientos provoco una disminucion en estas variables. Ya sea con la
inoculaciéon por si solo de R. tropici o en combinacion con BABA y/o P. syringae.
Obteniendo plantas mas pequefias en los tratamientos BRN, BRP, NRN y NRP. Este
mismo comportamiento fue observado en los tratamiento BABA 10 dpg (RBN y RBP) y
BABA 3 dpg ({BR}N y {BR}P).

Un factor importante a tomar en cuenta fue la diferencia en el riego realizado, ya que los
tratamientos que fueron inoculados con R. tropici, fueron privados en la totalidad de una
fuente de nitrégeno que no fuera la generada por la propia simbiosis; es decir, la solucion
B&D no se le afiadio KNOs. En cambio a las plantas que no fueron inoculadas, contaban
con una concentracion de 8 mM de KNOs durante las fertilizaciones. En promedio, se ha
estimado que el frijol comun bajo condiciones naturales durante la simbiosis, no
obteniene mas del 50% de sus necesidades de nitrégeno (Pefa-Cabriales & Grageda-
Cabrera , Dinamica del nitrégeno en el ecosistema agricola., 1999), en las condiciones
biogeograficas presentes en Guanajuato.

Ademas, el tratamiento donde s6lo se inocul6 con P. syringae, es decir NNP, no presenté
diferencias significativas en la altura, largo de la raiz principal, peso fresco de la parte
aérea y raices con respecto al control NNN. Por lo que, este comportamiento de
disminucién en estas variables puede ser atribuido al bajo contenido de nitrdgeno
disponible que se proporciona durante las fertilizaciones a los tratamientos a los cuales
se les ha inoculado R. tropici.

Por otra parte, el tratamiento BNP del modelo BABA 10 dpg, presenté una altura mayor
respecto al control NNN, atribuyendo este efecto a la secuencia de aplicacién de los
factores, es decir, BABA 10 dpg y P. syringae a los 17 dpg. Y no soélo a la presencia de
BABA, ya que se ha demostrado que a pesar de que BABA es un aminoacido no proteico,
por lo que es un compuesto que no puede ser asimilado por la planta, si no simplemente
es traslocado en los tejidos (Cohen & Gisi, 1994). En un estudio en el cual se aplicé 4C-
BABA, se logro volver a extraer de hojas de tomate el 96% de la cantidad aplicada inicial,
sugiriendo que BABA no es un compuesto metabolizado (Cohen & Gisi, 1994). El 4%

101



restante fue etiqguetado como insoluble, localizado en proteinas de las paredes celulares
de las plantas, sugirendo que este compuesto se incorpora en los complejos proteina-
carbohidrato (Cohen & Gisi, 1994). Ademas, se ha demostrado que BABA se sintetiza de
manera endogena, encontrando que su concentracion relativa en la planta se encuentra
relacionada con la activacion de defensa tipo PTI (Bacelli, Glauser, & Maunch-Mani,
2017).

En cuanto a términos de defensa, el tratamiento BRP del modelo BABA 0 dpg no presento
diferencias significativas en cuanto al nimero UFC de P. syringae en comparacion al
control NNP. Por lo que, la combinacion de BABA durante la germinacion y posterior
inoculacién con R. tropici a los 3 dpg, genera una respuesta antagonica entre las vias de
defensa de SAR e ISR, viéndose reflejado en la proliferacion de esta bacteria
hemibiotrofica en las hojas infectadas. Sin embargo, el tratamiento BNP presenté una
disminucién en la cantidad de UFC en las hojas infectadas, por lo que la aplicacion de
BABA durante la germinacién y el posterior enfrentamiento con P. syringae incrementa la
defensa de las plantas.

Por su parte, las combinaciones RBP y BNP en el modelo BABA 10 dpg presentaron
diferencias significativas respecto a NNP. Por lo que, esta combinacién RBP, en donde
primero se inocul6 R. tropici a los 3 dpg, y que posteriormente se regd con 50 mL de
BABA 100 uM, muestra un sinergismo entre BABA y R. tropici al aumentar la defensa
contra este patdgeno reduciendo el nimero de UFC en las hojas infectadas, contando
con diferencias significativas al tratamiento BNP.

En el laboratorio se ha analizado la aplicacion de BABA a los 10 dpg con la misma
concentracion empleada en este trabajo (de 100 uM) en plantas de frijol variedad BAT93,
la cual es una variedad que se ha descrito como resistente a P. syringae. Demostrando
gue bajo estas condiciones, BABA induce la defensa contra este patégeno (Martinez-
Aguilar, Ramirez-Carrasco, Hernandez-Chavez, Barraza, & Alvarez-Venegas, 2016). Asi,
en este trabajo también pudimos comprobar el efecto generado por BABA en la induccién
de la defensa contra P. syringae en una variedad descrita como susceptible a este
patégeno, BAT477.

La combinacién simultanea aplicada a los 3 dpg con BABA y R. tropici en plantulas de
frijol {BR}P), no mostro diferencias significativas con NNP. Generando como resultado
una disminucion en la defensa y un aumento en la proliferacion bacteriana de P. syringae
en las hojas infectadas.

Por lo que, al observar los comportamientos obtenidos en BRP (BABA 0 dpg), RBP
(BABA 10 dpg) y {BR}P (BABA 3 dpg), podemos indicar que aun utilizando la misma
concentracion de BABA, R. tropici y P. syringae en los tratamientos, el comportamiento
mostrado en el aumento o disminucion de la defensa dependio de la etapa bioldgica de
la planta y la secuencia de aplicacion en la cual fueron incorporados estos factores.
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Demostrando que no todo esta escrito, ya que la interaccién entre las vias de defensa
dependera de las hormonas involucradas, del tiempo y la secuencia de aplicacion (Caarls,
Pieterse, & Van Wees, 2015; Koornneef, et al., 2008; Liu, et al., 2016; Mur, Kenton, Atzorn,
Miersch, & Wasternack, 2006; Timmermann, et al., 2017).

Por otra parte, se ha demostrado que el nivel de proteccion depende de la cantidad de
BABA que es traslocada a los tejidos, lo que sugiere que la resistencia depende de la
presencia real de BABA en el tejido foliar (Cohen & Gisi, 1994), Ademas, se ha
encontrado que BABA se acumula después del reconocimiento y activacion de la defensa
PTI en los tejidos donde se ha inoculado Pst DC 3000 (Bacelli, Glauser, & Maunch-Mani,
2017).

En cuanto al porcentaje de dafo, no se observaron diferencias significativas en la
presencia de la clorosis y la necrosis en las hojas infectadas con P. syringae. Esto difiere
con lo obtenido por Martinez-Aguilar y colaboradores en el 2016, pudiendose atribuir este
efecto con el tipo de resistencia en la variedad que ellos emplearon. Ademas, de diferir
en la forma en la cual fue inoculado P. syringae, ellos lo han aplicado por infiltracion en
las hojas lo cual generé HR en la parte infiltrada y una zona de necrdsis especifica. Por
su parte, nosotros sumergimos la hoja, lo cual generé méas puntos de necrosis y clorosis
por parte en la bacteria en toda el area de la hoja.

La traslocacion de BABA dentro de la planta se mueve en ambas direcciones, tanto a la
parte foliar como a las raices (Cohen & Gisi, 1994). Debido a lo anterior, fue importante
conocer de qué manera BABA pudiera influir en la formaciéon de nddulos funcionales en
las raices.

Los tratamientos BRN y BRP (BABA 0 dpg), RBN y BRP (BABA 10 dpg) y {BRIN y {BR}P
(BABA 3 dpg) no presentaron diferencias significativas en cuanto al nimero de nédulos
presentes en las raices. Sin embargo, los tratamientos {BR}N y {BR}P en el modelo BABA
3 dpg presentaron diferencias entre ellos, donde el tratamiento {BR}P mostré un mayor
namero de nodulos a diferencia de {BR}N.

La variedad BAT477 ha sido reportada como tolerante a la desecacion, muy buena
fijadora de nitrégeno y con un rendimiento mayor en la fijacion cuando hay desecacion
(Sponchiado, White, Castillo, & Jones, 1989; Hardarson, et al., 1973; Castellanos, Pefia-
Cabriales, & Acosta-Gallegos, 1996; Pefia-Cabriales & Castellanos, 1993). Aunado a esto,
Tang y colaboradores (2001) reportaron que la variedad BAT477 al ser inoculadas con R.
tropici, presentaba 60 ndédulos en promedio por planta. Comparando este dato con los
resultados que se obtuvieron, las plantas que solo han sido inoculadas con R. tropici
(NRN) contaron con un promedio de 220 nédulos por planta. Por lo que, las condiciones
biogeograficas presentes en nuestro lugar de analisis han sido idoneas para el desarrollo
de nddulos en BAT477.

103



Analizando los datos obtenidos en cuanto al numero de UFC de R. tropici presentes en
los nodulos, pudimos observar que los tratamientos BRN y NRP presentaron diferencias
significativas con respecto a NRN, en el modelo BABA 0 dpg. Por su parte, el tratamiento
BRP no mostré diferencias con los demas tratamientos. Por lo que, podemos atribuir este
comportamiento a la combinacién de estos dos factores BABA y P. syringae en este
modelo. Por otro lado, en el modelo BABA 10 dpg, los tratamientos RBN y RBP no
mostraron diferencias significativas con respecto a NRN, por lo que el contenido de
bacteria presentes en los nédulos no se observo afectado por BABA ni por P. syringae.
De igual manera, los tratamientos {BR}N y {BR}P del modelo BABA 3 dpg, ho mostraron
una disminucién en el nimero de UFC presentes en los nodulos.

Asi, solo el tratamiento BRN donde previamente se ha inducido la defensa por parte de
BABA, en el modelo BABA 0 dpg, ha mostrado afectar el contenido de bacterias
presentes en los ndédulos, mas no el nimero de nodulos por planta. Los demas
tratamientos por su parte no se mostraron afectados en el numero de nédulos ni en el
contenido de bacterias presentes.

La reduccién en el contenido de UFC de R. tropici presentes en los nodulos al infectar
con P. syringae, es decir el tratamiento NRP, sugiere que existe una interaccion entre la
deficiencia en la fotosintesis ocasionada por la faseolotoxina producida por P. syringae y
el movimiento de los fotosintatos hacia los nddulos. Al existir una disminucion en la
fotosintesis producto de la inhibicién de la enzima ornitinil carbamoiltransferasa (Arvizu-
Gbomez, 2011; Mitchell, Bean halo-blight toxin, 1976; Mitchell, 1976), hipotetizamos que
la planta ya no es capaz de producir los fotosintatos necesarios para cumplir con la
demanda generada por la FBN en los nodulos, por lo que la presencia bacteriana es
menor en los nédulos.

Por otro lado, los tratamientos BRN y BRP (del modelo BABA 0 dpg) presentaron una
disminucién en el diametro de los nédulos respecto a NRN y NRP, por lo que los
nédulos de estos tratamientos fueron mas pequenos. El tratamiento que se mostré6 mas
afectado debido a la secuencia en la combinacion de los factores fue BRP, donde el
diametro de los nddulos fue significativamente menor que los nédulos del tratamiento
BRN, atribuyendo este efecto a la infeccion por P. syringae. Por su parte, el tratamiento
NRP, no mostr6 diferencias significativas respecto a NRN, es decir, que el efecto en la
disminucién del tamafio de los nddulos no puede ser solo enfocada a la infeccién por P.
syringae.

En el caso de los tratamientos RBN y RBP (del modelo BABA 10 dpg), los nodulos
presentaron un mayor tamafio a comparacion de NRN y NRP. Del mismo modo, los
tratamientos {BR}N y {BR}P (del modelo BABA 3 dpg) presentaron nddulos mas grandes
en comparacién con los controles. Debido a lo anterior, es importante destacar que la
secuencia y la etapa biolégica en la cual se estan aplicando estos factores, influye no
s6lo la defensa en la parte aérea contra P. syringae, si no en la relacion simbiética entre
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Rhizobium-leguminosa. Efecto relacionado con las UFC de Rhizobium presentes en los
nodulos y el diametro de los nédulos.

En cuanto a los resultados obtenidos en el analisis de reduccidn de acetileno podemos
rescatar que en el modelo BABA 0 dpg, el tratamiento que presentd una mayor fijacion
fue BRN con 1.37 nmoles de etileno en funcién de 264 ndédulos equivalentes en peso a
0.7013 g. Por su parte, en el modelo BABA 10 dpg, los tratamientos RBN y RBP
presentaron una tendencia menor a la fijacion a comparacion de NRN y NRP. Por otro
lado, el tratamiento {BR}P present6 una fijacion de 1.45 nmoles de etileno en relacion a
306 noédulos equivalentes a 0.8979g.

Con base en lo anterior, la eficiencia por gramo de nédulos fue menor para todos los
tratamientos en los cuales se agregaba otro factor, ya sea BABA y/o P. syringae, a
comparacion del control NRN que no presentaba ningun otro estrés. Pero al realizar la
comparacion por el nimero de nmoles de etileno reducidos en relacién al nUmero o peso
fresco de los nédulos, obtenemos que todos los tratamientos presentaron una mayor
fijacion a comparacion del control NRN. Por lo anterior, hipotetizamos que la planta
compensa la baja eficiencia de los nodulos individuales generando un conglomerado
funcional regulado con la cantidad de fotosintatos que manda a los nédulos, que
finalmente repercutiran en el tamafio de los nédulos, contenido bacteriano y nimero de
nodulos.

Por todo lo anterior, podemos proponer los siguientes esquemas de acuerdo a los
modelos planteados:

En el modelo de BABA 0 dpg, la aplicacion de BABA y R tropici de manera independiente
y la posterior infeccion con P. syringae, genera la resistencia local en las plantas; sin
embargo, la combinacién de estos dos factores en la secuencia BABA 0 dpg, R. tropici 3
dpg y P. syringae 17 dpg, no produce una resistencia local en las hojas si no la
proliferacion de esta bacteria patégena (Figura 84).

BABA Odpg

R. tropici
3dpg

|

Nodulacion —_

Resistencia
local

Figura 84. Modelo BABA 0 dpg. R=R. tropici-GUS, P= P. syringae, N= nada.
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De igual manera que en BABA 0 dpg, la aplicacion de BABA y R tropici de manera
independiente, y la posterior infeccion con P. syringae, genera la resistencia local en las
plantas en el modelo BABA 10 dpg. Sin embargo, la combinacién R. tropici 3 dpg, BABA
10 dpg y P. syringae 17 dpg, tiene como resultado la resistencia local en las hojas, por lo
gue existe una disminucion en la poblacion bacteriana de este patégeno (Figura 85).

R. tropici
3dpg

¥ BABA 10dpg

Resistencia
- Nodulacién local
—_—

Figura 85. Modelo BABA 10 dpg. R=R. tropici-GUS, P= P. syringae, N= nada.

En el modelo BABA 3 dpg, la aplicacién simultanea de BABA y R tropici a los 3 pdg, y la
posterior infeccion con P. syringae a los 17 dpg, no genera una resistencia local si no una
disminucién en la defensa y proliferacion bacteriana de este patégeno en las hojas (Figura

86).

R. tropici
3 dpg

‘ e

Figura 86. Modelo BABA 3 dpg. R=R. tropici-GUS, P= P. syringae, N= nada.
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VII. CONCLUSIONES

1. La aplicacion de BABA a una concentracion de 100 uM durante la germinacion no
afecta la morfologia de la raiz, tanto en el tamafio como en el nimero de raices
secundarias; ademas no altera el tamafio del hipocatilo.

2. La secuencia de aplicacién asi como la edad biolégica en la cual se aplique BABA
100 uM influird tanto en la parte aérea como en las raices. Afectando el tamafio de la
planta y su peso.

3. La combinacion R. tropici con BABA y/o P. syringae gener6 una disminucion en la
altura en las primeras etapas vegetativas, debido a la baja cantidad de nitrégeno presente
durante el inicio de la FBN en los nddulos y la activacion en la defensa.

4. Durante los primeros dias después de la maduracion de los nédulos en las raices,
la FBN se genera en cantidades bajas, las cuales no logran satisfacer la demanda de
nitrégeno generada por las plantas. Presentando una disminucion en la altura, largo de
la raiz principal, peso fresco de la parte aérea y raices en las plantas inoculadas con esta
bacteria.

5. Ademas, las combinaciones BRP (BABA 0 dpg) y RBP (BABA 10 dpg) presentaron
el restablecimiento de la altura, pero su peso fresco en parte aérea y raices fue
comparable con el de las plantas inoculadas con R. tropici.

6. La aplicacién de BABA no inhibi6 la interaccion R. tropici-frijol, obteniendo en todos
los tratamientos la presencia de nodulos funcionales.

7. Los tratamientos BNP (BABA 0 dpg) y BNP (BABA 10 dpg) presentaron un
aumento en la defensa contra P. syringae, observando una disminucion en el contenido
de UFC presentes en las hojas infectadas, denomindndose a este efecto como
resistencia local.

8. El tratamiento NRP presenté una disminucion en el contenido de UFC de P.
syringae en las hojas infectados, resultando en una resistencia local.

9. Las combinaciones BRP (BABA 0 dpg) y {BR}P (BABA 3 dpg) no generaron un
aumento en la defensa local de las hojas, por lo que existié un incremento en el nimero
de UFC de P. syringae.
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10. El tratamiento RBP del modelo BABA 10 dpg resulté en el mejor tratamiento, con
disminucién en el contenido de UFC de P. syringae en hojas infectadas. Ademas, no
presento alteraciones funcionales ni morfologicas en los nédulos presentes en las raices.

11. Enunarelacion con la secuencia en los factores y la edad biolégica de aplicacion,
el total de fijacion por gramo de nédulos se encuentra afectado.

12. Al analizar el total de fijacion obtenido en las raices noduladas por numero de

ndédulos (o peso fresco de n6dulos) encontramos que los tratamientos expuestos a BABA
y/o P. syringae, presentaron una mayor fijacion de nmoles de etileno que NRN.
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VIll.  PERSPECTIVAS

Realizar las tinciones con GUS para los tratamientos correspondientes de los modelos
BABA 10 dpg y BABA 3dpg, asi como la realizacion de los cortes histolégicos, con el fin
de determinar cambios en la morfologia interna de los nédulos.

Analizar los cambios en la expresion de los genes de defensa para elucidar los genes
responsables con los fenotipos observados en el tratamiento RBP en el modelo BABA 10
dpg en hojas sistémicas.
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