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El metabolismo de prolina (Pro), ha sido ampliamente estudiado en condiciones de 

estrés abiótico, donde la síntesis y el catabolismo son regulados en paralelo generando un 

incremento de Pro que generalmente, aumenta la tolerancia a las condiciones desfavorables. 

Recién en el año 2011 se describió que este metabolismo, también participa positivamente 

en las defensas contra patógenos con estilo de vida biótrofa. En este caso, se observó que la 

enzima Pro deshidrogenasa (ProDH), es requerida para la resistencia contra bacterias que 

son contrarestadas mediante el desarrollo de una Respuesta Hipersensible (HR), en la que se 

genera un incremento de especies reactivas del oxígeno (ROS) y muerte celular. 

ProDH es la enzima limitante del catabolismo de Pro que tiene lugar en la mitocondria. 

En Arabidopsis se encuentra codificada por dos genes, ProDH1 y ProDH2. Hasta el momento, 

todas las funciones que se le han asignado a esta enzima son desarrolladas por la isoforma 1. 

ProDH2 ha sido muy poco estudiada habiéndose descripto recientemente que es una enzima 

funcional. Los genes ProDH son diferencialmente regulados a nivel tisular y en respuesta a 

distintos estreses abióticos, presentando un bajo grado de co-expresión. Las interacciones 

con patógenos constituyen una de las pocas condiciones que activan al gen ProDH2 y 

aumenta la co-expresión con ProDH1.  

Conociendo que plantas silenciadas en ambos genes ProDH reducen el desarrollo de la 

HR contra Pst-AvrRpm1, uno de ellos o ambos podrían ser reponsables de este fenotipo. 

Además, ProDH1 y ProDH2 podrían participar diferencialmente en interacciones con 

patógenos de distinta naturaleza. Nos propusimos evaluar la participación de cada gen ProDH 

en la inmunidad contra biótrofos y necrótrofos, así como los factores que regulan su 

expresión en esas condiciones. Al infectar simples mutantes prodh1 y prodh2, con Pst-

AvrRpm1, Pst DC3000 (hemibiotrófos avirulento y virulento, respectivamente) y B. cinerea 

(necrótrofo virulento) detectamos que ambos genes son necesarios para activar la resistencia 

contra todos estos patógenos. Sin embargo, la mutante prodh2 tiene mayor susceptibilidad 

al hongo necrótrofo que la mutante prodh1, evidenciando la primera condición de estrés en 

la cual ProDH2 tiene mayor relevancia que ProDH1. En condiciones de infección los dos genes 

ProDH responden a distintos factores. ProDH1 es regulado por SA y por el balance de SA y 

ácido jasmónico (JA), mientras que ProDH2 responde sólo a JA. A su vez, describimos la 

existencia de inter-regulación a nivel transcripcional entre estos genes que manifiesta 

distintos rasgos en condición basal y en infección. Estos resultados indican que las isoformas 

ProDH1 y ProDH2 no cumplirían funciones redundantes pero si probablemente 
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complementarias durante la infección con patógenos microbianos. Este es el primer reporte 

de la contribución relativa de cada isoforma de ProDH en una condición de estrés.  

En algunas condiciones de estrés abiótico, la síntesis y el catabolismo de Pro se activan 

en distintas partes de la planta (hojas, raíz). Para conocer si esto se reproduce en la infección, 

evaluamos la procedencia de la Pro degradada por ProDH. Observamos que ésta es generada 

en el tejido infectado por estimulación de la síntesis. Además, detectamos que ProDH puede 

activar las dos vías anabólicas de Pro conocidas. Estas utilizan a glutamato (Glu) u ornitina 

(Orn) como precursores. La segunda enzima del catabolismo de Pro 1Δ-pyrrolina-5-

carboxilato (P5C) deshidrogenasa (P5CDH) no es determinante para la acumulación de Pro 

pero si para la selección de la vía de síntesis a partir de Glu. Resultados similares se 

obtuvieron en condiciones de estrés abiótico por exposición a Pro exógena. El uso de Orn 

como precursor en la síntesis de Pro resultó novedoso, ya que esta vía no se había detectado 

activa en estadio de planta adulta ni en estrés. 

Dado que el ROS apoplástico (aROS) señaliza la resistencia contra patógenos biótrofos y 

que ambas ProDHs potencian la actividad de la NADPH oxidasa de membrana comenzamos a 

evaluar cómo la enzima mitocondrial afecta a la de membrana plasmática. En particular, 

estudiamos si esto involucra alteraciones del balance NADP+/NADPH del citosol. Observamos 

que ProDH1 y ProDH2 modulan la homeostasis redox de esta dupla en respuesta a elicitores. 

La coordinación de ambas ProDHs con las vías de síntesis y su efecto sobre la homeostasis 

redox, sugiere que en tejidos infectados se estaría transportando poder reductor desde el 

citosol a la mitocondria pudiendo participar así de la regulación redox de ambos 

compartimentos. Estas alteraciones podrían ser determinantes para estimular a la NADPH 

oxidasa de membrana, y con ello la resistencia contra patógenos. Estos hallazgos establecen 

un nuevo enfoque para el estudio del mecanismo de acción de ProDH en la inmunidad 

vegetal. 
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Proline (Pro) metabolism has been extensively studied in plants under abiotic stresses. In 

these conditions, Pro synthesis and catabolism are regulated in parallel, generating a rise in 

Pro levels that often increases stress tolerance. Recently, Pro metabolism was also associated 

to defenses against pathogens. In this case, Pro dehydrogenase (ProDH) was found to be 

necessary for resistance against hemi-biotrophic bacteria. These pathogens are typically 

counteracted by the hypersensitive response (HR), a defense program characterized by 

generation of reactive oxygen species (ROS) leading to cell death. 

ProDH is the limiting enzyme in Pro catabolism that takes place at the mitochondria. In 

Arabidopsis ProDH is encoded by two genes, ProDH1 and ProDH2. Until now, all functions 

ascribed to this enzyme were assigned to isoform 1. In contrast, ProDH2 has been poorly 

studied as its activity was recently reported. ProDH genes have low co-expression and are 

differentially regulated at the tissue and developmental levels, as well as in response to 

abiotic stresses. However, during plant-pathogen interactions ProDH1 and ProDH2 are highly 

induced.  

 Although plants silenced in both ProDH genes reduce the development of HR lesions it is 

unknown how each gene is responsible for this phenotype. In addition, ProDH1 and ProDH2 

could be specific for resistance against pathogens with different life style. In this work we 

evaluated the contribution of each ProDH gene to defenses against biotrophic and 

necrotrophic pathogens. In addition, we analyzed the factors regulating ProDH genes 

expression in these conditions. Arabidopsis prodh1 and prodh2 mutant plants were infected 

with avirulent and virulent hemi-biothrophic (Pst-AvrRpm1, Pst DC3000, respectively) and a 

necrotrophic (Botrytis cinerea) pathogens and plant resistance was determined in each case. 

Both genes were required to achieve full resistance against these pathogens, but ProDH2 was 

mainly required to counteract the initial necrotrophic fungal growth. This is the first stress 

conditions where ProDH2 is more relevant than ProDH1. Curiously, under infection 

conditions the two ProDH genes respond to different factors. ProDH1 is regulated by SA and 

the balance of SA and jasmonic acid (JA), while ProDH2 only responds to JA. In addition, we 

detected a transcriptional inter-regulation between these genes that is different in basal and 

infection conditions. These results indicate that ProDH1 and ProDH2 isoforms would not be 

fully redundant in their role against pathogens attack but may have complementary 

functions. This study provides the first description about the relative contribution of each 

ProDH isoform in a stress condition. 
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In some abiotic stresses, Pro synthesis and catabolism are activated in different organs 

of the plant (leaves, roots). To investigate if this behavior is maintained in response to 

pathogens, we evaluated the source of Pro that was being degraded by ProDH. Pro derived 

from stimulation of biosynthesis in the infected tissues. Also, we detected that the ProDH 

induces two different Pro anabolic pathways that use either glutamate (Glu) or ornithine 

(Orn) as precursors. Interestingly, 1Δ-pyrroline-5-carboxylate (P5C) dehydrogenase (P5CDH), 

the second enzyme in Pro catabolism, is required to select the Pro biosynthetic pathway, 

even though it does not affect Pro accumulation in infection. In parallel, we obtained similar 

results under the abiotic stress conditions caused by exogenous Pro treatments. The use of 

Orn as precursor of Pro has not been described previously in adult plants under stress. 

Both ProDH genes potentiate the activity of the plant plasma membrane NADPH oxidase. 

The last enzyme is responsible to produce the apoplastic ROS (aROS) that signal resistance 

against biotrophic pathogens. We began to evaluate how the mitochondrial enzyme affects 

that of plasma membrane. In particular, we investigated whether this effect involves 

alterations of the NADP+/NADPH balance at the cytosol. We observed that ProDH1 and 

ProDH2 modulate the homeostasis of this redox couple in response to elicitors. The 

coordination of both ProDHs isoforms with the Pro synthetic pathways and their effect on 

redox homeostasis suggest that in infected tissues the reducing power would be transported 

from cytosol to mitochondria. These redox alterations could be determinant to stimulate the 

membrane NADPH oxidase, and thereby resistance against pathogens. These findings 

establish a new approach for the study of the mechanism by which ProDH potentiates plant 

immunity. 
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Metabolismo de prolina (Pro) 

 

Pro es un aminoácido proteinogénico cíclico, no polar, que juega un rol preponderante 

en las respuestas al estrés. Se especula que esta capacidad se asocia tanto a las propiedades 

intrínsecas de la molécula, como los efectos derivados de su metabolismo. Una característica 

importante del metabolismo de Pro en plantas es su compartimentalización intracelular, 

dado que la síntesis se desarrolla principalmente en el citosol y los cloroplastos, y el 

catabolismo se produce exclusivamente en las mitocondrias.  

En células vegetales Pro puede sintetizarse por dos rutas alternativas. Estas utilizan 

glutamato (Glu) u ornitina (Orn) como sustrato y ambas dan lugar a la producción de ϒ-

glutamil semialdehído (GSA) por acción de las enzimas P5C sintetasa (P5CS) u Orn δ-amino 

transferasa (OAT), respectivamente (Figura 1). El GSA es espontáneamente transformado en 

1Δ-pyrrolina-5-carboxilato (P5C), y este segundo compuesto es convertido en Pro por la 

enzima P5C reductasa (P5CR). La síntesis a partir de Glu es considerada prevalente bajo 

estrés y ocurre en citosol o plástidos. 

En la vía catabólica, Pro se oxida a P5C y este a Glu por acción de las enzimas Pro 

deshidrogenasa (ProDH) y P5C deshidrogenasa (P5CDH), respectivamente.  

 

Figura 1. Metabolismo de Pro. Las enzimas P5CS y P5CR catalizan la síntesis de Pro a partir de Glu en el citosol y 
los cloroplastos. La enzima OAT se localiza en la mitocondria donde genera GSA/P5C a partir de Orn. El 
catabolismo ocurre en la mitocondria donde ProDH y P5CDH oxidan Pro a Glu. P5C actúa como un intermediario 
de las vías de síntesis y catabolismo. 
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Síntesis de Pro en plantas 

 

Vía iniciada en Glutamato 

La reacción limitante de esta vía es catalizada por P5CS, una enzima bifuncional que 

agrupa las actividades de γ-glutamil quinasa y glutámico-γ-semialdehído deshidrogenasa, 

produciendo la fosforilación y reducción de Glu con consumo ATP y NADPH (Hu y col., 1992; 

Delauney y col., 1993; Savoure y col., 1995).  

La mayoría de las plantas vasculares presentan dos o más genes que codifican para esta 

enzima. Arabidopsis thaliana (L.) Heynh (Fam. Brasicaceae, Arabidopsis), contiene dos genes, 

P5CS1 (At2g39800) y P5CS2 (At3g55610), que codifican productos proteicos con alto nivel de 

homología (93 %) y difieren en la región no codificante (Strizhov y col., 1997). Esta enzima 

está regulada principalmente a nivel transcripcional, correlacionándose su mayor nivel de 

expresión génica con un aumento en el contenido de Pro (Yoshiba y col., 1995; Hayashi y col., 

2000; Fabro y col., 2004). Los genes P5CS de Arabidopsis responden diferencialmente a las 

condiciones de estrés. Se sugiere que P5CS1 participa en la resistencia al estrés abiótico y 

P5CS2 en la respuesta al estrés biótico. Además, P5CS2 sería responsable de aportar Pro 

durante el crecimiento de la planta y el desarrollo floral, mostrando una función bien 

diferenciada de P5CS1 (Strizhov y col., 1997; Armengaud y col., 2004; Fabro y col., 2004; 

Székely y col., 2008; Xue y col., 2009; Funck y col., 2012). En Arabidopsis, ambas isoformas se 

localizan normalmente en el citosol, pero bajo estrés osmótico o salino P5CS1 puede 

acumularse en cloroplastos (Székely y col., 2008). Hasta el momento, no se conoce la 

existencia de modificaciones post-traduccionales de esta enzima, y aunque P5CS1 podría ser 

fosforilada, no se ha determinado un efecto asociado a la misma. Respecto a su actividad 

enzimática, si bien la P5CS de Vigna aconitifolia presenta retroalimentación negativa por Pro, 

hasta el momento no se ha reportado un control similar en la enzima de Arabidopsis (Hu y 

col., 1992; Zhang y col., 1995).  

 

La segunda enzima de esta vía es P5CR que cataliza la generación de Pro utilizando P5C 

como sustrato. La P5CR de espinaca (Spinacea oleraciae) tiene preferencia por la utilización 

de NADPH como donor de electrones (Murahama y col., 2001). En la mayoría de las plantas, 

esta enzima es codificada por un único gen. En Arabidopsis éste es At5g14800, considerado 
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esencial para la planta dado que sus mutantes nulas son inviables por defectos en la 

germinación (Funck y col., 2012). Aunque en la mayoría de las condiciones de estrés abiótico 

P5CR no presenta regulación transcripcional y el incremento de su expresión no redunda en 

el aumento de actividad (Szoke y col., 1992; Delauney y col., 1993; Verbruggen y col., 1993; 

Hua y col., 1997; Hua y col., 2001; Sharma y Verslues, 2010), existen excepciones en las 

cuales su inducción transcripcional se correlaciona con una mayor generación de Pro 

(Cecchini y col., 2011a).  

En Arabidopsis P5CR se localiza en citosol, tanto en condiciones basales como de estrés 

osmótico. Sin embargo, en ensayos de fraccionamiento subcelular de hojas de soja (Glycine 

max) y en protoplastos de arveja (Pisum sativum) se detectó su presencia y actividad también 

en cloroplastos (Rayapati y col., 1989; Szoke y col., 1992). P5CR está sujeta a regulación post-

transcripcional. Una región de 92 pb de su extremo 5’UTR puede afectar la estabilidad del 

mRNA e inhibir su traducción en condiciones de alta temperatura y estrés salino (Hua y col., 

2001). Además, estudios enzimáticos con P5CR de Arabidopsis demostraron una compleja 

regulación de esta enzima por el estado redox del NAD(P)/NAD(P)H (Giberti y col., 2014). 

Particularmente, esta proteína presenta una vida media muy elevada al ser mantenida a 25 

ºC. A diferencia de la enzima de E. coli cuya vida media bajo esta condición es de 24 h, la 

enzima purificada de células de Arabidopsis así como la expresada en forma heteróloga en E. 

coli tienen una vida media aproximada de 25 días (Funck y col., 2012). Estos resultados 

sugieren una regulación post-transcripcional y en menor medida transcripcional para P5CR in 

vivo.  

 

Vía iniciada en Ornitina 

Esta vía es iniciada por la enzima δ-OAT que cataliza la generación de GSA/P5C y 

glutamato por transaminación de ornitina y 2-oxoglutarato (Delauney y col., 1993). Al igual 

que la vía de Glu, esta ruta depende de P5CR para generar Pro a partir de P5C.  

En plantas, la δ-OAT se encuentra codificada por un único gen. El de Arabidopsis es el 

gen At5g46180 (Roosens y col., 1998). Tanto el nivel de transcripto, como la actividad de 

OAT, varían con el estrés y con la edad de la planta. Así, dos grupos de plantas sometidos a 

las misma condiciones de estrés salino muestran respuestas diferentes, siendo la actividad 

OAT 10 veces mayor en plántulas de 12 días que en plantas de 4 semanas y detectándose su 

expresión génica solo en las primeras (Roosen y col., 1998). En este sentido, existe una alta 
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correlación entre la expresión de OAT, su actividad y el contenido de Pro en plantas de 

Arabidopsis tratadas con NaCl, y en plántulas transgénicas de Nicotiana plumbagifolia y arroz 

que sobre-expresan OAT (Roosen y col., 1998; Roosen y col., 2002; Wu y col., 2003; You y 

col., 2012). Sin embargo, ensayos de pérdida de función generaron puntos de vista 

contrapuestos respecto a su aporte en la síntesis de Pro. Ensayos con mutantes oat de 

Arabidopsis mostraron que esta enzima no es requerida en el ciclo de vida normal de la 

planta y desestimaron su función en la síntesis de Pro durante la respuesta al estrés salino 

(Funck y col., 2008). Por el contrario, la inhibición de la actividad OAT impidió la acumulación 

de Pro en plántulas de Raphanus sativus sometidas a este mismo estrés (Hervieu y col., 

1995). Así hasta el momento, en términos generales, se propone que la función de OAT se 

restringe a la fase de desarrollo de las plántulas, siendo la vía de Glu la principal en la síntesis 

de Pro en plantas adultas y en condiciones estrés (Verslues y Sharma 2010). 

OAT es una enzima mitocondrial (Delauney y col., 1993; Funck y col., 2008). Esta 

localización no coincide con la de P5CR, sugiriendo que el P5C generado por OAT debe ser 

transportado al citosol para ser sustrato de P5CR. Por esta razón, algunos autores proponen 

que este P5C también podría ser sustrato de P5CDH para la síntesis de Pro a partir Glu (Funck 

y col., 2008; Kishor y col., 2014).  

Además Orn podría aportar a la generación de Pro de una manera directa e 

independiente de P5CR, tal como ocurre en bacterias a partir de enzimas ornitina 

ciclodeaminasas (OCD). En esta reacción, Orn es simplemente desaminada generando Pro y 

amonio utilizando NAD+ como cofactor. Sin embargo, ensayos realizados con plantas de 

Arabidopsis mutantes o sobre-expresantes en OCD así como ensayos in vitro con la enzima 

recombinante expresada en Escherichia coli, mostraron que OCD no afecta los niveles de Pro, 

ni consume Orn (Verslues y Sharma 2010; Sharma y col., 2013). 

 

Catabolismo de Pro en plantas 

Hasta el momento, la única vía de catabolismo de Pro conocida en plantas involucra su 

conversión a Glu por ProDH y P5CDH. Curiosamente, estas dos proteínas pueden asociarse en 

una misma enzima bifuncional en bacterias Bradyrhizobium japonicum, Helicobacter pylori y 

Helicobacter hepaticus. En E. coli, además de estas dos funciones la enzima (PutA) presenta la 

función de factor de transcripción autógeno del regulón Put, por lo que es trifuncional. En 

otros organismos como la bacteria Thermus thermophilus, el hongo Saccharomyces 
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cereviseae, humanos, y las plantas Arabidopsis y Nicotiana tabacum las actividades ProDH y 

P5CDH son desarrolladas por dos enzimas monofuncionales (Cecchini y col., 2011b). 

ProDH es la primera enzima y limitante de esta vía y cataliza la oxidación de Pro a 

GSA/P5C. Análisis estructurales y espectroscópicos de la ProDH de bacterias y levaduras 

confirmaron la presencia de flavina unida al polipétido. Dada su homología con la enzima de 

plantas y animales, se especula que en estos, FAD también sería el aceptor de electrones de 

la actividad ProDH (Tsuge y col., 2005; White y col., 2007; Tanner, 2008).  

En plantas y animales existen dos o más genes ProDH, mientras que en invertebrados, 

algas y hongos solo existe una copia por genoma (Servet y col., 2012). En vertebrados, las dos 

isoformas de ProDH presentan bajo porcentaje de identidad y cada una utiliza un sustrato 

distinto, Pro o hidroxiprolina (Phang y col., 2010). En Arabidopsis, ProDH es codificada por 

dos genes, ProDH1 (At3g30775) y ProDH2 (At5g38710) cuyos productos tienen alto grado de 

homología a nivel de aminoácidos (79 %) y conservan una Tyr asociada con el reconocimiento 

de Pro como sustrato, en el sitio catalítico (Y464 en ProDH1 y Y443 en ProDH2; Figura A1 de 

Anexo) (Kiyosue y col., 1996; Mani y col., 2002; Funck y col., 2010; Servet y col., 2012)  

Esta enzima es regulada principalmente a nivel transcripcional. En Arabidopsis, los genes 

ProDH de Arabidopsis tienen patrones de expresión diferenciales. ProDH1 es activo en la 

mayoría de los tejidos y estadios de desarrollo de la planta, principalmente en estigma y 

polen (Nakashima y col., 1998; Funck y col., 2010; Genevestigator) (Figuras 2 A, B). Por su 

parte ProDH2 presenta elevados niveles de transcripto en hojas senescentes y tejido vascular 

especialmente en xilema (Figuras 2 A, B) (Funck y col., 2010; Genevestigator). Se propone 

que ProDH1 sería la principal involucrada en las respuestas de tolerancia a estreses abióticos 

(Verslues y Sharma, 2010). 

Tanto la actividad como la proteína ProDH se han detectado asociadas a la membrana 

interna mitocondrial exponiendo el sitio activo hacia la matriz (Elthon y Steward, 1981; 

Kiyosue y col., 1996; Cabassa-Hourton y col., 2016). Asimismo, ensayos bioquímicos y 

estudios de microscopía en protoplastos transformados con construcciones ProDH1-GFP 

indican que ProDH1 tiene localización mitocondrial (Kiyoshue y col., 1996; Mani y col., 2002; 

Funck y col., 2010). Por su parte, ProDH2 ha sido detectada en la mitocondria y en el 

cloroplastos de protoplastos transformados con el transgen ProDH2-GFP (Funck y col., 2010; 

Van Aken y col., 2009). De este modo, estas isoformas pueden llegar a presentar una 
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localización subcelular distinta. A diferencia de P5CS no se ha analizado si las isoformas de 

ProDH alteran su localización bajo estrés. 

 

 

Figura 2. Expresión diferencial de ProDH1 y ProDH2. Se analizan distintos estadios de desarrollo (A) o en 

distintos tejidos (B) de Arabidopsis. GapC es utilizado como gen constitutivo (A). Se listan los 10 tratamientos 

que generan las mayores variaciones en los niveles de expresión de ProDH2 (inducción en rojo; represión en 

verde; C). Los datos han sido extraídos de análisis de transcriptómica publicados por Genevestigator (http: 

https://genevestigator.com/). 

 

La regulación post-transcripcional así como los parámetros cinéticos de esta proteína, 

han sido escasamente caracterizadas en plantas. A nivel post-traduccional en bacterias se 

detectó fosforilación de PutA que podría ser determinante para su asociación a la membrana 

o al DNA (Ostrovsky y Maloy, 1995; Servet y col., 2012). Sin embargo, este tipo de 

modificaciones no se han descripto para eucariotas. Por otro lado, hasta el momento no se 
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ha logrado expresar heterologamente en E. coli los genes ProDH de plantas, por lo que los 

detalles finos de la actividad enzimática de cada isoforma se desconocen. 

Cabe destacar que la mayoría de los estudios de esta tesis se enfocan en las dos 

isoformas de ProDH, por lo que características adicionales de las mismas se detallan más 

adelante. 

 

P5CDH es la segunda enzima del catabolismo de Pro, y responsable de la conversión del 

intermediario P5C en Glu. Ensayos con la enzima purificada a partir de células en cultivo de 

papa (Solanun tuberosum) demostraron que P5CDH puede utilizar tanto NAD+ como NADP+ 

como aceptor de electrones, pero tiene preferencia por el primero (Forlani y col., 1997).  

En todas las plantas monocotiledóneas y dicotiledóneas analizadas hasta el momento se 

ha detectado un solo gen codificante para esta enzima. En Arabidopsis, este gen es 

At5g62530 (Deuschle y col., 2001; Ayliffe y col., 2005; Mitchell y col., 2006). Su nivel de 

transcripción es bajo en todos los tejidos de Arabidopsis, excepto en las inflorescencias y los 

meristemas apicales donde su expresión es elevada (Deuschle y col., 2001). Su regulación es 

variable bajo condiciones de estrés. El tratamiento con Pro exógena y la exposición a bajo 

potencial hídrico inducen a este gen (Deuschle y col., 2001; 2004; Miller y col., 2009; Sharma 

y Verslues, 2010). Por otra parte, condiciones de salinidad activan un mecanismo de 

regulación post-transcripcional mediado por ARNs de interferencia pequeños (24-nt y 21-nt 

siARN) que lleva a la degradación del transcripto de P5CDH. Estos siRNA son generados por 

solapamiento del extremo 3’ UTR de este gen con el transcripto del gen SRO5 (Similar to RCD 

One 5) (Borsani y col., 2005).  

La proteína P5CDH se localiza en la mitocondria, y ensayos bioquímicos detectaron su 

actividad en la matriz de esta organela (Deuschle y col., 2001; Elthon y Steward, 1981). A 

nivel funcional, la información disponible surge de estudios con líneas mutantes de 

Arabidopsis. Las mismas, mantienen un elevado contenido de Pro bajo condiciones que 

estimulan su catabolismo (recuperación de estrés y tratamiento con Pro exógena), indicando 

que la enzima sería importante en el consumo rápido de Pro (Deuschle y col., 2004; Borsani y 

col., 2005; Miller y col., 2009; Verslues y Sharma 2010).  
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ProDH1 y ProDH2 

ProDH1 también llamado ERD5 (Early Response to Dehydration 5) fue la primer isoforma 

descripta. Desde el año 1996, se ha estudiado su función en el catabolismo de Pro (Kiyosue y 

col., 1996). Recientemente, Funck y col. (2010) describieron que Arabidopsis expresa a la 

isoforma ProDH2 que es también funcional. La expresión heteróloga de esta enzima 

complementa a la mutante PutA de levadura y a la mutante prodh1 de Arabidopsis (Funck y 

col., 2010). En general ProDH1 tiene un nivel de transcripto alrededor de un orden de 

magnitud mayor al de ProDH2 (Figura 2 A), habiéndose determinado que tanto las funciones 

basales de crecimiento como las respuesta al estrés serían desarrolladas por la isoforma 

ProDH1. En este sentido, recientemente se ha descripto que ProDH1 sería el principal 

responsable en la generación de ATP en la cadena de transporte de electrones mitocondrial 

utilizando L-Pro como única fuente de energía (Cabassa-Hourton y col., 2016). Así, hasta el 

momento ProDH1 ha sido considerada preponderante respecto a ProDH2 en todas las 

condiciones evaluadas. 

En otras especies como N. tabacum, donde se han identificado dos genes que codifican 

para ProDH, los análisis de expresión permitieron sugerir que una funcionaría en el 

mantenimiento general de la planta y la otra en la respuesta al estrés (Ribarits y col., 2007). 

Por otra parte, Brasica napus presenta 8 genes codificantes para ProDH, seis altamente 

homólogos a la isoforma ProDH1 de Arabidopsis y dos homólogos a ProDH2. El patrón de 

expresión de estos dos grupos de genes es parecido al observado en Arabidopsis ya que los 

BnaProDH1 presentan niveles de expresión más elevados y ubicuos que los BnaProDH2 y 

estos últimos se expresan más en hojas senescentes y tejidos vasculares (Fäes y col., 2014). 

Por ello, se ha propuesto que cada grupo cumpliría funciones no redundantes.  

Como mencionamos anteriormente, los genes ProDH de Arabidosis, presentan 

regulaciones diferentes tanto a nivel tisular, como en condiciones de estrés. ProDH1 es 

reprimido por bajo potencial hídrico, deshidratación, salinidad, luz y sacarosa, mientras que 

es inducido en oscuridad, en la recuperación de los estreses antes mencionados y por Pro 

exógena (Kiyosue y col., 1996; Verbruggen y col., 1996; Peng y col., 1996; Yoshiba y col., 

1997; Nakashima y col., 1998; Hayashi y col., 2000; Satoh y col., 2002; Verslues y col., 2007; 

Funck y col 2010; Sharma y Verslues, 2010). ProDH2, al igual que ProDH1, es fuertemente 

inducido por Pro exógena, y es inhibido por el tratamiento con sacarosa. Sin embargo, su 

expresión es menos alterada por el estrés que la de ProDH1. Así por ejemplo, ProDH2 es solo 
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levemente activado por la liberación del estrés por bajo potencial hídrico (Satoh y col., 2004; 

Hanson y col., 2008; Sharma y Verslues, 2010; Funck y col., 2010; Verslues y Sharma 2010). 

Por otra parte, estos genes son opuestamente regulados por el estrés salino. En esta 

condición, se reprime la expresión de ProDH1 y se induce la de ProDH2 (Funck y col., 2010). 

Sugiriendo que, estos genes deben ser regulados diferencialmente. En el promotor de 

ProDH1 existen dos regiones con secuencia ACTCAT conocidos como elementos de respuesta 

a Pro e hiposmolaridad (PRE). Estos elementos son requeridos para la inducción de este gen 

por Pro exógena. A estos sitios se unen factores de transcripción bZIP (basic leucin zipper 

protein) del grupo S como AtbZIP53 y C como bZIP10 y bZIP63 formando heterodímeros que 

estimulan la expresión de ProDH1 (Satoh y col., 2002; 2004; Weltmeier y col., 2006). Por su 

parte, en el promotor de ProDH2 no se han detectado sitios PRE, pero sí se conoce que el 

factor de transcripción bZIP11del grupo S, modula su expresión en respuesta a sacarosa 

(Hanson y col., 2008). Las diferencias detectadas en los niveles de expresión de cada gen y su 

regulación transcripcional a nivel tisular y bajo condiciones de estrés, sugieren que las dos 

isoformas de ProDH podrían cumplir roles distintos, como también se ha propuesto en otras 

especies (Ribarits y col., 2007; Funck y col., 2010; Fäes y col., 2014).  

Hasta el momento no se conoce acabadamente la regulación de estos genes bajo estrés 

biótico. En especial la expresión de ProDH2 ha sido escasamente estudiada. Se ha detectado 

que este gen presenta leves variaciones de expresión frente a muchas condiciones de estrés 

mientras que en patogénesis está fuertemente inducido al igual que ProDH1 (Figura 2 C). Por 

esta razón, es interesante evaluar los factores que regulan a cada gen y la función de cada 

isoforma en el desarrollo de defensas contra patógenos.  

 

Transporte de Pro, P5C y Glu 

Como se mencionó anteriormente, las vías de síntesis y catabolismo de Pro están 

compartimentalizadas a nivel subcelular en plantas. Esto requiere que Pro y los metabolitos 

asociados sean vehiculizados entre el citosol/cloroplastos y las mitocondrias para su 

procesamiento. 

Ensayos de captación de Pro realizados con mitocondrias aisladas de espinaca (Spinacia 

oleracea) demostraron que a bajas concentraciones, Pro es transportada hacia la matriz 

mitocondrial de manera activa (con requerimiento de ATP) evidenciando la existencia de 

transportador/es (Yu y col., 1983). Años más tarde, dos transportadores de Pro fueron 
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caracterizados en mitocondrias de trigo (Triticum durum), uno de ellos corresponde a un 

uniporter de Pro que transporta el aminoácido hacia la matriz mitocondrial y el otro a un 

antiporter Pro/Glu (Di Martino y col., 2006). Sin embargo, los genes que codifican para estas 

proteínas aún no han sido identificados en ninguna especie de planta. Además, existen varios 

transportadores básicos de aminoácidos (BAC) que podrían trasladar Pro (Toka y col., 2010) 

Orn, y Arg (Hoyos y col., 2003; Palmieri y col., 2006) a través de la membrana mitocondrial. 

Por el contrario, existe menos conocimiento sobre el transporte de Pro desde los 

cloroplastos, lo que sería necesario para sostener la síntesis de Pro en esta organela. 

En lo que respecta al transporte intercelular de Pro, en Arabidopsis se han identificado 

tres transportadores por comparación de secuencia y complementación de mutantes de 

levadura. Estos son, ProT1 (Proline Transporter 1), ProT2 y ProT3. Los tres se localizan en la 

membrana plasmática, y permiten transportar Pro, GABA y glicina betaína con distintas 

afinidades (Rentsch y col., 1996; Grallath y col., 2005). Por otra parte, otros transportadores 

de aminoácidos de la familia de los aminoácidos/auxinas/permeasa (AAAP, a la que 

pertenecen los ProT) y de la familia aminoácidos/poliaminas/colinas pueden participar en el 

transporte de Pro a través de la membrana plasmática (Lehmann y col., 2010; 2011; Rentsch 

y col., 2007). 

Un estudio reciente a nivel de organismo demostró que bajo condiciones de estrés 

hídrico la síntesis y el catabolismo de Pro ocurren en órganos distintos. Mientras el 

anabolismo de Pro se activa en la parte aérea de la planta, su consumo ocurre en el ápice 

radicular, sugiriendo un transporte de Pro desde los tejidos que actúan como fuente a otros 

que lo hacen como sumidero (Sharma y col., 2011). Como se menciona más adelante, este 

hallazgo indica que bajo estrés las plantas podrían movilizar el poder reductor generado 

desde tejidos donde su acumulación puede resultar tóxica, a otros donde se lo utiliza como 

fuente de energía para el crecimiento.   

 

Pro y estrés abiótico  

 

La acumulación de Pro ocurre en numerosas especies de plantas crecidas en condiciones 

ambientales extremas como salinidad, estrés osmótico, exposición a temperaturas extremas, 

metales pesados, exceso de luz o radiación uv (Szabados y Savoure, 2010; Verslues y Sharma 
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2010). En plántulas expuestas a estrés osmótico este aminoácido puede alcanzar niveles 100 

veces mayores al contenido basal (Verbruggen y Hermans 2008). Esta acumulación, se asocia 

con la inducción de las vías de síntesis y la represión de las vías de catabolismo. Luego, 

durante la recuperación, se activa la degradación del aminoácido que aporta energía para el 

tejido en recuperación (Verslues y Sharma 2010; Szabados y Savoure, 2010). Estas 

variaciones responden principalmente a la regulación transcripcional de P5CS1 y ProDH1 

(Kiyosue y col., 1996; Nanjo y col., 1999; Mani y col., 2002; Miller y col., 2009; Sharma y 

Verslues, 2010). El incremento de Pro se considera una respuesta adaptativa a condiciones 

desfavorables, habiéndose demostrado una correlación entre dicha acumulación y la 

tolerancia al estrés. Sin embargo, aún no está claro cómo la acumulación de Pro favorece 

temporal y espacialmente la resistencia (Verslues y Sharma, 2010; Szabados y Savoure, 

2010). Las características propias de Pro, y la estimulación de su metabolismo, podrían 

contribuir a esta tolerancia de diversas maneras:  

- Ajuste osmótico. Pro es un osmolito compatible, una molécula de bajo peso molecular, 

normalmente en estado zwitteriónico, altamente soluble que puede acumularse a altos 

niveles sin afectar la homeostasis celular. Su incremento permite compensar la reducción 

del potencial hídrico de suelo manteniendo el contenido de agua y turgor celular.  

- Protección de estructura celular. Pro puede establecer interacciones hidrofílicas y puentes 

hidrógeno que permiten mantener la conformación estructural de proteínas en 

condiciones de deshidratación. Además, puede funcionar como una chaperona que 

protege la integridad de proteínas y mejora su actividad. Esto ha sido observado en 

estudios con la M4-lactato deshidrogenasa bajo temperaturas extremas, con la nitrato 

reductasa en estrés osmótico y en respuesta a metales pesados y con ribonucleasas y 

reductasas expuestas a arsenato (Rajendrakumar y col., 1994; Sharma y Dubey, 2005, 

Mishra y Dubey, 2006). En ese sentido, también se ha detectado que Pro puede proteger 

al Complejo II de la cadena de transporte de electrones mitocondrial (mETC) bajo estrés 

salino, lo que le permitiría funcionar estabilizando la mETC (Hamilton y Heckathorn, 2001).  

- Buffer redox. El metabolismo de Pro puede regular el balance redox celular gracias a su 

compartimentalización. Las enzimas de síntesis consumen poder reductor en citosol y/o 

cloroplasto, mientras que las de catabolismo aportan poder reductor a la mitocondria, 

permitiendo su relocalización. Por un lado, esta capacidad podría ser importante para 

impedir la fotoinhibición que normalmente ocurre durante periodos de estrés. En esta 
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condición, el ciclo de Calvin se ralentiza y disminuye el consumo de NADPH y la generación 

NADP+ en la cadena respiratoria cloroplástica (cETC). El NADP+ que normalmente funciona 

como aceptor de electrones es bajo y el exceso de electrones es transferido al oxígeno 

molecular generando así especies reactivas del oxígeno (ROS). Por esto, la síntesis de Pro 

en cloroplasto, permite incrementar los niveles de NADP+ y mantener un flujo normal de 

electrones en la cETC evitando el daño oxidativo.  

Por otra parte, el metabolismo de Pro también puede participar en la regulación de la vía 

de las pentosas fosfato (OPP) (Figura 3). La etapa inicial u oxidativa de ésta ocurre tanto 

en el citosol como en los cloroplastos. Esta etapa es catalizada por la glucosa-6-fosfato 

deshidrogenasa (G6PDH) y la 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6GPDH) que generan 

NADPH. La primera enzima es la encargada de catalizar el paso limitante de esta vía y 

ambas son inhibidas por altas concentraciones de este pirimidin-nucleótido. Por ello, el 

consumo de NADPH que acompaña a la síntesis de Pro en citosol y cloroplasto, podría 

permitir que las enzimas G6PDH y 6GPDH sigan funcionando mientras aportan NADPH. 

- Almacenamiento y transferencia de poder reductor y nitrógeno. En concomitancia con el 

punto anterior, la compartimentalización, transporte y temporalidad en síntesis y 

catabolismo permiten redistribuir y almacenar poder reductor y nitrógeno. Estos son 

rápidamente utilizados durante la recuperación cuando se activa el catabolismo, 

permitiendo reanudar el crecimiento de la planta, siendo esto importante en la tolerancia 

al estrés (Hayano-Kanashiro y col., 2009; Sharma y col., 2011). 

- Almacenamiento de energía. El catabolismo completo de una molécula de Pro genera 30 

equivalentes de ATP. De este modo, en asociación con los puntos anteriores la 

acumulación de este aminoácido puede permitir una rápida y fácil disponibilidad de 

energía durante la recuperación. Por ejemplo, en insectos se produce un alto consumo de 

Pro durante el vuelo indicando que puede ser una importante fuente de ATP (Crabtree y 

col., 1970; Barker y Lehner, 1972). 

- Neutralizante de ROS. En el año 1989 Smirnoff y Cumbes propusieron que Pro podría 

actuar por sí misma como antioxidante de ROS. Posteriormente, sugerencias de que 

actuaría eliminando oxígeno singlete fueron descartadas (Alia y col., 2001; Signorelli y col., 

2013a). Sin embargo, Signorelli y col. (2014) propusieron que Pro sería capaz de secuestrar 

el radical oxidrilo (OH-) por un ciclo Pro-P5C-Pro, en el cual fija OH- generando dos 

moléculas de agua y P5C, el cual probablemente P5CR transforma a Pro. Hasta el 
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momento, no se ha comprobado este mecanismo in vivo pero, el efecto antioxidante de 

Pro se ha observado en hongos, levaduras, células humanas y plantas, ya sea en 

tratamientos con Pro exógena, sobre-expresantes o mutantes P5CS (Székely y col., 2008; 

Szabados y Savoure, 2010; Ben Rejeb y col., 2014). Además, Pro podría participar 

indirectamente en la detoxificación de ROS estabilizando la actividad de enzimas 

antioxidantes (Hoque y col., 2009; Islam y col., 2009). En ese sentido, bajo estrés salino la 

mutante p5cs1 reduce la actividad de enzimas del ciclo glutatión-ascorbato, acumula 

H2O2, e incrementa la peroxidación lipídica y el daño oxidativo de la clorofila (Székely y 

col., 2008). 

Como puede observarse, la versatilidad que presenta Pro y su metabolismo permitirían 

estimular la tolerancia de las plantas al estrés de muy diversas maneras. Incluso en distintos 

estreses podría tener una función diferente. Así en salinidad por ejemplo, podría llevar a 

cabo ajustes asociados a regulación de ROS, mientras en estrés osmótico podría asociarse 

principalmente a respuestas como osmoprotector y regulador redox u otras funciones 

metabólicas (Verslues y Sharma, 2010). 

  

Figura 3. Inter-relación entre el metabolismo de Pro y la vía oxidativa de las pentosas fosfato OPP. Resumen 

de la vía OPP mencionando solo el producto inicial (glucosa-6 fosfato; Glu-6P) y final (ribosa-5P). Se destacan las 

dos enzimas que participan de los pasos iniciales de la OPP que generan NADPH y son inhibidas por este 

producto. Estas reacciones pueden ocurrir tanto en citosol como en cloroplasto, al igual que la síntesis de Pro, 

sugiriendo que el consumo de NADPH por P5CS y P5CR podría evitar la inhibición de la OPP.  

 

Curiosamente, la aplicación exógena de Pro en tejidos de plantas tiene distintos efectos 

dependiendo de su concentración. A altos niveles este tratamiento puede resultar tóxico y a 



INTRODUCCIÓN   31 
 

 

bajas concentraciones puede promover la tolerancia al estrés. Una de las hipótesis para 

explicar este comportamiento diferencial es que en el primer caso se inhibiría la síntesis de 

Pro y con ello su actividad como regulador redox (Hayat y col., 2012), mientras que en el 

segundo la activación de la síntesis y el catabolismo actuarían como buffer redox, 

produciendo en paralelo ATP. Por otra parte, la acumulación de P5C también se ha descripto 

que es tóxica tanto en levaduras como plantas, efecto que se ha asociado con la producción 

de ROS (Deuschle y col., 2004; Nomura y Takagi 2004), aunque no se han aportado 

suficientes evidencias que sustenten este tipo de efecto. 

 

Patogénesis e inmunidad vegetal 

Las plantas pueden ser atacadas por una amplia variedad de patógenos microbianos e 

insectos herbívoros. Estos organismos se clasifican básicamente en biótrofos y necrótrofos 

de acuerdo a su estilo de vida. Los primeros toman nutrientes de tejidos vivos del 

hospedante y los segundos promueven la muerte de las células vegetales, generando 

fitotoxinas y enzimas que degradan la pared celular, para luego alimentarse a partir de los 

residuos celulares. Existen patógenos que exhiben los dos comportamientos en distintos 

estados del ciclo de vida y son denominados hemibiótrofos (Glazebrook y col., 2005).  

Arabidopsis es infectada por los tres tipos de patógenos. Entre ellos, los más estudiados 

son los oomicetes Phytophthora parasitica, Hyaloperonospora y el hongo Golovinomyces 

orontii como modelos biótrofos y los hongos Botrytis cinerea, Alternaria brassicola y la 

bacteria Pectobacterium caratovara como modelos necrótrofos. Finalmente, la bacteria 

Pseudomonas syringae, es el modelo clásico de patógeno hemibiótrofo.  

Pseudomonas syringae ingresa a la planta por estomas o lesiones y se multiplica en los 

espacios intercelulares del mesófilo y las regiones perivasculares (Figura 4 A). En estadios 

tardíos de la infección desencadena diversas alteraciones que terminan ocasionando la 

clorosis y muerte del tejido vegetal. Sin embargo, normalmente se estudia la fase temprana o 

biótrofa de su infección y esta es la fase que se analiza mayormente en esta tesis. La cepa 

DC3000 del patovar tomato (Pseudomonas syringae pv tomato DC3000; Pst DC3000) libera 

diversos compuestos que contribuyen a su patogénesis, entre ellos coronatina (COR). 

Además, utiliza un Sistema de Secreción Tipo III para transportar activamente proteínas y 

otros compuestos dentro de la célula vegetal.  
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Por otra parte, el proceso infectivo de Botrytis cinerea se inicia cuando un conidio 

(estructura reproductiva asexual) alcanza el tejido vegetal y comienza a geminar y desarrollar 

estructuras en forma de garras (apresorios) que utiliza para penetrar la superficie vegetal, el 

acceso a las hojas suele verse favorecido en heridas o estomas (Figura 4 B). El micelio 

(conjunto de hifas) crece sobre la epidermis, y secretan factores de virulencia como enzimas, 

toxinas (ej. boctinolide y botridial) y ácido oxálico (AO), que estimulan la muerte de las 

células del hospedante. Luego estas hifas crecen sobre los restos de tejidos vegetales y se 

alimentan de los mismos. Posteriormente, generan conidióforos que permiten dispersar 

conidios para la infección de nuevos tejidos vegetales (Van Kan y col., 2006; Choquer y col., 

2007; Windram y col., 2012).    

El sistema inmune en plantas carece de células inmunes móviles que detecten 

compuestos propios y exógenos. Sin embargo, las plantas son capaces de establecer 

respuestas inmunes con alta especificidad, con restricción de la autoinmunidad, pudiendo 

frecuentemente desarrollar un sistema de memoria, que se conoce como resistencia 

sistémica adquirida (SAR) (Spoel y Dong, 2012). 

Las plantas presentan defensas estructurales generales, que impiden el avance de 

agentes exógenos, y defensas inducibles específicas, que se activan por reconocimiento del 

patógeno. Las defensas estructurales son la primera barrera contra los fitopatógenos. Entre 

ellas se puede mencionar la cutícula, ceras, la pared celular, metabolitos secundarios 

antimicrobianos, tamaño de estomas y estructura de la epidermis.  

Las defensas inducidas involucran el reconocimiento del patógeno por la planta y la 

activación de cascadas de señales que determinan la resistencia. En relación a la inmunidad 

contra hemi/biótrofos un modelo de respuestas a patógenos es el de zigzag (Figura 4). Según 

este existen defensas inducibles basales (PTI) más ancestrales y respuestas más específicas 

activadas por el reconocimiento de cepas infectivas que secretan efectores (ETI; Figura 4 C; 

Jones y Dangl, 2006) 

La PTI o Inmunidad activada por PAMPs (PAMP-triggered immunity) se induce tras el 

reconocimiento de Patrones Moleculares Asociados a Patógenos (PAMPs) o Patrones 

Moleculares Asociados a Microbios (MAMPs) tales como, flagelina, quitina, glicoproteínas, 

lipopolisacáridos, el factor de elongación Ef-Tu o de moléculas propias de la planta 

producidas durante los daños causados por la infección de patógenos llamadas, Patrones 

Moleculares Asociados a Daños (DAMPs) como por ejemplo, oligogalacturónidos derivados 
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de la degradación de la pectina de la pared celular. El reconocimiento de los mismos se lleva 

a cabo por Receptores de Reconocimiento de Patrones (PRRs Patterns Recognitions 

Receptors) localizados en membrana celular de la planta. Este reconocimiento desencadena 

una serie de señales que involucra estimulación de fosforilación dependiente e 

independiente de MAPKs (Mitogen-activated protein kinase), apertura de canales de Ca2+, H+, 

generación rápida y transitoria de ROS apoplástico (aROS), que activan el cierre de estomas, 

la deposición de calosa en la pared celular y la inducción de genes de defensa (Kadota y col., 

2015; Mersmann y col., 2010; Galleti y col., 2008; Asai y col., 2002; Pandey y Somssich, 2009).  

Estas defensas pueden ser efectivas en detener el crecimiento de numerosos 

microorganismos. Sin embargo, algunas cepas de patógenos, a las que se denomina 

“virulentas” (vir), evolutivamente adquirieron la capacidad de suprimir la defensa basal y 

pueden crecer en el hospedador. Estos patógenos denominados “adaptados” producen 

factores de virulencia llamadas “efectores” que inhiben la PTI afectando la detección de 

PAMPs, cascadas de fosforilación, expresión génica, señalización de fitohormonas o trafico 

vesicular (Chinchilla y col., 2007; Zhang y col, 2007; Göhre y col., 2008; Navarro y col., 2008; 

Gimenez-Ibanez y col., 2014). 

Las plantas a su vez, habrían coevolucionado con estas cepas virulentas adaptadas y 

adquirido una segunda línea de defensa en la cual receptores intracelulares (proteínas R) 

reconocen a estos efectores específicos del patógeno desencadenando la Inmunidad 

Activada por Efectores (Effector-triggered immunity, ETI) (Jones y Dangl, 2006). La ETI es una 

respuesta acelerada y amplificada que usualmente genera muerte celular en lo que se 

conoce como Respuesta Hipersensible (HR). Las cepas que activan la ETI se denominan 

“avirulentas” (avr). 

La resistencia contra necrótrofos está menos estudiada pero se conoce que existen 

interacciones donde la activación de las defensas de la planta favorece el crecimiento del 

patógeno. Así, por ejemplo, los patógenos necrótrofos exponen PAMPs (quitina y 

endopoligalacturonidasas) durante la infección y producen DAMPs (oligogalacturonidos) que 

activan defensas que son contrarrestadas por la liberación de toxinas por parte del patógeno 

(Faris y col., 2010; Kim y col., 2011). A su vez, el crecimiento del necrótrofo puede ser 

favorecido por algunas defensas de la planta que promueven la muerte celular (Cook y col., 

2015).  
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Figura 4. Interacciones planta-fitopatógenos. (A) Diagrama del ciclo de infección de P. syringae, las bacterias 

alcanzan la superficie de una hoja sana, se acumulan e ingresan por estomas al mesófilo donde crecen en los 

espacios intercelulares. Adaptada de Xin y col. (2013). (B) Diagrama del ciclo de vida de B. cinerea, los conidios 

alcanzan la superficie de una hoja, germinan, producen apresorios y liberan toxinas que generan la muerte de 

las células vegetales sobre las que las hifas crecen y alimentan. (C) Modelo de zigzag de interacción planta-

patógeno. Las plantas desencadenan una respuesta de defensa primaria, PTI frente al reconocimiento de 

PAMPs o DAMP por parte de los receptores PRR. Esta defensa puede detener el avance del patógeno, pero 

estos a su vez pueden liberar efectores que detengan la PTI. La planta puede reconocer efectores a partir de 

proteínas R de resistencia y desencadenar una respuesta ETI como la HR. Adaptado de Pieterse y col. (2009). 

 

Respuesta Hipersensible (HR) 

 En esta respuesta la detección del efector patogénico o factor de avirulencia (avr) por 

receptores R de la planta activa cascadas de señalización que finalmente determinan el 

desarrollo de muerte celular restringida al sitio de infección. Es una defensa efectiva contra 

patógenos biótrofos ya que se caracteriza por el desarrollo de una lesión seca, localizada y de 
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bordes definidos que evita el acceso del patógeno a agua y nutrientes y de ese modo, su 

crecimiento (Mur y col., 2008). Entre los eventos tempranos de la HR se destaca la apertura 

de canales de Ca2+ hacia el citosol, la producción de ROS apolástico y especies reactivas del 

nitrógeno intracelulares (RNS) (Delledonne y col., 1998; 2001, Durner y col., 1998). La 

principal fuente de aROS es la NADPH oxidasa de membrana, denominada “Respiratory burst 

oxidase homologs” (RBOH). En Arabidopsis, existen 10 genes que codifican para esta proteína 

sin embargo, se ha detectado que las isoformas RBOHD y RBOHF son las principales 

responsables de la generación de ROS durante la HR (Torres y Dangl, 2005; Torres y col., 

2010). Además, las peroxidasas PRX33 y PRX34 podrían participar en la generación de aROS 

como lo hacen en algunas respuestas de PTI (Bolwell y col., 2002; Mur y col., 2008; O´Brien y 

col., 2012). Por otra parte, la generación de ROS mitocondrial y cloroplástica también son 

importantes durante esta respuesta siendo determinantes en la muerte celular (Krause y 

Durner, 2004; Mittler y col., 2004; Yao y col., 2004; Mur y col., 2006; Mur y col., 2008). Sin 

embargo, se desconocen las enzimas que generan ROS en estas organelas durante la HR. 

Otra de las características de la HR, es la acumulación de la fitohormona ácido salicílico 

(SA), la cual estimula la producción ROS y RNS, siendo estas a su vez activadoras de la vía de 

SA. Esta hormona activa la transcripción de numerosos genes que participan de la defensa 

tales como los que codifican para proteínas relacionadas a la patogénesis (Pathogenesis 

Related, PRs). Además, el SA también estimula el desarrollo del SAR que inmuniza a la planta 

frente a futuras infecciones de amplio rango (Dempsey y Klessig, 2012; Fu y Dong, 2013).  

Tras el reconocimiento específico del efector, también se generan metabolitos 

secundarios antimicrobianos (defensinas y fitoalexinas), proteínas PRs, (quitinasas y 

glucanasas) y se activan proteasas tipo caspasas, que probablemente actúan como enzimas 

de procesado vacuolar (VPEs), que dirigen finalmente a la ruptura del tonopasto, y 

generación “autofagosomas” (Mur y col., 2008). 

 

Mitocondria y cloroplastos en respuestas de defensa 

El funcionamiento de la mitocondria afecta el desarrollo de distintas defensas contra 

patógenos. En fases tardías de HR, estas organelas se dilatan y presentan poros en su 

membrana que favorecen la liberación de citocromo C al citosol y la pérdida del potencial de 

membrana que lleva a la inhibición de la producción de ATP (Bestwick y col., 1995; Naton y 

col., 1996; Xie y Chen, 2000; Møller, 2001; Yao y col., 2002; Krause y Durner, 2004; Yao y 
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Greenberg, 2006). Sin embargo, en etapas previas a la disfunción de la mitocondria se 

detectan cambios que mantienen su integridad y estimulan la producción de ROS en esta 

organela, necesarios para el normal desarrollo de la posterior muerte celular programada 

(Møller, 2001; Yao y col., 2002; Yao y Greenberg, 2006; Mur y col., 2008).  

La mitocondria es blanco de regulación tanto por parte del sistema de defensa (JA, SA, NO), 

como de efectores bacterianos (HopG1) que alteran su función modificando ya sea la 

respiración, el potencial de membrana y producción de ATP o la generación de ROS 

mitocondrial (mROS) (Xie y Chen, 1999; Lam y col., 2001; Krause y Durner, 2004; Norman y 

col., 2004; Mur y col., 2008; Zhang y Xing, 2008; Block y col., 2010). El funcionamiento del 

metabolismo mitocondrial y especialmente de la mETC son necesarios para el desarrollo de 

ETI y PTI. Durante estas respuestas se ha detectado generación de ROS en esta organela. En 

N. tabacum se produce una rápida acumulación de O2
- mitocondrial en respuesta a 

Pseudomonas syringae pv. maculicola (Psm) (Cvetkovska y Vanlerberghe, 2012), y en 

Arabidopsis se acumulan mROS luego del tratamiento con el péptido harpin Z de P. syringae 

(Krause y Durner, 2004). En el mismo sentido, la inhibición de los Complejos I y II de la mETC 

desacopla el transporte de electrones, la producción de ROS por la RBOHD y las respuestas 

de defensa tanto de PTI como ETI (Gleason y col., 2011; Fabro y col., 2016). Además, defectos 

asociados a la fotorespiración como a la deficiencia de la ATPasa mitocondrial AtOM66, 

reducen la producción de mROS, afectando el desarrollo de la ETI (Moreno y col., 2005; 

Zhang y col., 2014). En sentido inverso una mutante en AtPAM16 que forma parte del motor 

de importación de la membrana interna mitocondrial y participaría del transporte de 

reguladores negativos de las defensas hacia el interior de la mitocondria, es más resistente a 

patógenos biótrofos (Huang y col., 2013). Además las alteraciones de la mETC podrían 

generar una señal retrograda y activar genes de defensa en el núcleo (Amirsadeghi y col., 

2007). 

Respecto a las defensas contra necrótrofos, alteraciones del Complejo II y de la 

fotorespiración mitocondriales generan susceptibilidad a Rhizoctonia solani, A. brasicola, y B. 

cinerea (Moreno y col., 2005; Gleason y col., 2011). Por otro lado, la infección de tomate con 

B. cinerea reduce la capacidad antioxidante de la mitocondria disminuyendo el contenido de 

ascorbato y glutatión, con acumulación de sus formas oxidadas (Kuzniak y Sklodowska, 2004), 
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por lo que la mitocondria podría ser un blanco del patógeno para estimular la producción de 

ROS. 

 

En cuanto a la participación de los cloroplastos en la inmunidad vegetal, muchos de los 

genes de defensa así como la formación de una lesión similar a la HR son afectados por luz. 

Esto sugiere que los cloroplastos participan en el desarrollo de estas respuestas (Dietrich y 

col., 1994; Greenberg y col., 1994; Genoud y col., 2002). Por un lado, en esta organela ocurre 

parte de la síntesis de SA (Wildermuth y col., 2001; Nawrath y col., 2002). Por otra parte, el 

cloroplasto es una importante fuente de ROS (cROS) y la alteración de su metabolismo puede 

incrementar su producción y activar respuestas tipo HR (Mock y Grimm, 1997; Mock y col., 

1999). Existen efectores bacterianos que afectan a esta organela. Entre ellos HopI1 se une a 

la proteína chaperona Hsp70, altera la estructura de los tilacoides, reduce la producción de 

SA y afecta la defensa contra P. syringae (Kelley y col., 1998; Jelenska y col., 2007). El otro 

efector de P. syringae HopN1, es una cistein-proteasa que degrada la proteína PsbQ del 

Fotosistema II, inhibe el desarrollo de muerte y producción de ROS en interacciones huésped 

y no huésped en tomate, N. tabacum y Arabidopsis (Lopez-Solanilla y col., 2004; Rodriguez-

Herva y col., 2012). A su vez efectores del hongo Melanopsora sp. CTP1, CTP2, CTP3, y de 

Puccionia stiiforme PST02549, PST03196, y PST18220 se localizan en cloroplasto siendo el 

primero también detectado en mitocondria (Petre y col., 2015 a, b). La generación cROS es 

importante en el desarrollo de las defensas. Plantas transgénicas de tabaco que expresan una 

flavodoxina de la cianobacteria Anabaena sp. que reduce el nivel de cROS, genera una 

respuesta similar a HR reducida frente la infección de Xantomonas campestris pv. vesicatoria 

(Zurbriggen y col., 2009). Además los fitocromos regulan respuestas de defensas, ya que 

mutantes en los sistemas de detección de rojo (R) y rojo lejano (FR) reducen las defensas 

tanto al necrótrofo Fusarium oxysporum, como a Pst. Así también la baja relación FR/R 

genera susceptibilidad a B. cinerea (Genoud y col., 2002; Cerrudo y col., 2012; Kazan y col., 

2012).  
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Hormonas de defensa  

Distintas fitohormonas activan las vías de inmunidad. Las más estudiadas son el ácido 

salicílico (SA), ácido jasmónico (JA), etileno (ET), ácido abscísico (ABA), giberelinas (GAs), 

auxinas, citoquininas (CKs), brasinosteroides, y óxido nítrico (NO). La concentración, 

sincronización e interacción (sinérgicas o antagónicas) entre ellas, permiten ajustar la 

respuesta de defensa contra cada tipo de patógeno. De todos estos compuestos, SA y JA son 

reconocidas como las principales inductoras de defensa biótica (Pieterse y col., 2012). 

 

Vía de señalización de ácido salicílico (Figura 5): es generalmente efectiva contra 

patógenos biótrofos. El SA es un compuesto fenólico generado a partir del corismato por dos 

vías alternativas. Una de ellas involucra a la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) y la otra a 

la enzima isocorismato sintetasa (ICS/SID2). Esta última es la principal vía responsable de la 

acumulación de SA en plantas de Arabidopsis infectadas con P. syringae (Wildermuth y col., 

2001).  

 

Figura 5. Vías de señalización sensible a SA. El SA se sintetiza a partir de corismato (Ch) o fenilalanina (Phe) a 

partir de la ICS1 o PAL, respectivamente. Su acumulación genera variaciones redox que resultan en la reducción 

de NPR1 por TRX3/5 y la formación de monómeros que ingresan al núcleo donde NPR1 controla la expresión 

génica por asociación a los factores de transcripción (FT) TGA. Una vía independiente de NPR1 es regulada por 

TF de la familia Whirly (WHY). Adaptado de Pieterse y col. (2012). 
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El regulador central de la vía de SA es la proteína NPR1 (Non-Expressor of PR genes 1), 

que actúa como un co-activador transcripcional de numerosos genes de defensa (Dong, 

2004; Moore y col., 2011; Caarls y col., 2015). NPR1 es modulado por SA a través de distintos 

mecanismos. Por un lado, el SA induce variaciones redox las cuales estimulan la reducción de 

NPR1 por las tioredoxinas 3 y 5 (TRX-H3 y TRX-H5). Este proceso produce la monomerización 

de NPR1, desfavoreciendo su conformación oligomérica que determina su residencia en el 

citosol. Como monómero NPR1 ingresa al núcleo donde regula la expresión génica al 

interactuar con factores de transcripción TGA (Mou y col., 2003). Esta vía lleva a la inducción 

de los genes PR que conforman un grupo diverso que codifica para distintas proteínas con 

actividad antimicrobiana (Van Loon y col., 2006). Entre ellos, el mejor caracterizado es PR1, 

considerado un marcador robusto de la respuesta al SA. Por otro lado, el SA regula a NPR1 en 

su estado monomérico nuclear. Los homólogos NPR3 y NPR4 pueden unirse a NPR1 y 

determinar su degradación, dependiendo de la concentración del SA (ya sea alta o baja), 

mientras que a concentraciones intermedias NPR1 se acumula en el núcleo. Además, la 

proteólisis de NPR1 también es importante en el desarrollo de la muerte celular programada 

durante la HR (Fu y col., 2012). 

Por otra parte, existen vías reguladas por SA de manera independiente a NPR1, las cuales 

responden principalmente a factores de transcripción de la familia WHIRLY (WHY) y se 

sugiere que WHY y NPR1 actuarían en paralelo en la regulación de la vía de SA (Vlot y col., 

2009). 

 

Vía de señalización de ácido jasmónico (Figura 6): esta cascada se activa principalmente 

en respuesta a patógenos necrótrofos y frente al ataque de insectos (herbivoría). El JA es 

producido a partir de oxilipinas, cuya síntesis se inicia a partir de la liberación de ácido α-

linoleico de la membrana plasmática (Gfeller y col., 2010). Una vez sintetizado el JA puede 

generar metil-jasmonato (meJA) por acción de la JA carboxil metiltransferasa (JMT) o puede 

ser conjugado a aminoácidos como por ejemplo isoleucina (Ile) por la enzima JAR1 (JA 

responsive 1), que genera jasmonil-isoleucina (JA-Ile), la forma bioactiva de JA en la defensa 

(Staswick y Tiryaki, 2004; Fonseca y col., 2009).  
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Los reguladores centrales de la vía de JA son la proteína F-box COI1 (Coronatin 

insensitive 1) y las proteínas represoras JAZ (Jasmonate-ZIM). En ausencia de JA, JAZ se asocia 

ya sea a los co-represores TPL (TOPLESS) vía la enzima adaptadora NINJA, o a HDA6 (Histone 

deacetylases 6). De este modo, se reprime la expresión de factores de transcripción de la vía 

de JA, entre ellos MYC2, EIN3 y EIL1. Por otra parte, COI1 es parte del complejo E3 ubiquitin 

ligasa SKP1-Culin-F-box (SCFCOI1), que se une a las proteínas JAZ en presencia de JA-Ile. Eso 

induce la ubiquitinación de las proteínas JAZ y su subsecuente degradación vía proteosoma 

(Yang y col., 2009; Sheard y col., 2010; Pauwels y col., 2010; Pauwels y Goossens, 2011). De 

este modo, la vía de JA se mantiene constitutivamente reprimida y se des-reprime al 

sintetizarse JA (Memelink y col., 2009).  

 

Figura 6. Vías de señalización sensible a JA. Tras el reconocimiento del patógeno, se activa la síntesis de JA a 

partir de ácido α-linoleico de membrana. JA es conjugado por JAR1 a Ile para generar la forma bioactiva JA-Ile. 

La unión de JA-Ile a SCFCOI1 le permite unirse a JAZ y determinar su degradación. Este proceso permite la des-

represión y expresión de genes de la vía de JA. Adaptado de Pieterse y col. (2012). 

 

La cascada de señalización de JA tiene dos grandes ramas. Una vía involucra a factores 

de transcripción tipo Myc y es co-regulada entre ABA y JA. La otra, incluye a factores de 

respuesta a etileno/Apetala 2 (Ap2/ERF) y es co-regulada por JA y ET. Entre los genes 

marcadores de la vía de JA más estudiados podemos mencionar a VSP2 (Vegetative Storange 

Protein 2), PDF1.2 (PLANT DEFENSIN1.2) y LOX 2 (Lipoxigenasa 2). Este último, codifica una 
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de las enzimas de síntesis de JA, por lo que es parte de una retroalimentación positiva de la 

vía. A su vez, entre los genes activados por JA también se encuentran aquellos que codifican 

para proteínas JAZ, generándose a su vez una retroalimentación negativa (Chini y col., 2007). 

 

Intercomunicación entre vías de ácido salicílico y ácido jasmónico (Figura 7): Las vías de 

respuesta a SA y JA presentan interdependencia entre ellas y actúan en complejas 

interacciones. Otras hormonas también pueden participar y consecuentemente modular la 

respuesta final. ABA y ET actúan sinérgicamente en distintas respuestas señalizadas por JA. A 

su vez, auxinas, CKs y GA pueden inhibir procesos de defensa priorizando el crecimiento de la 

planta (Pieterse y col., 2012).  

La interacción entre la vías de SA y JA puede ser antagónica, sinérgica o neutra, 

dependiendo del contexto en el que ocurra, siendo la primera condición la más generalizada. 

En las interacciones de Arabidopsis con Pst DC3000, Pst AvrRpt2 o B. cinerea, aumentan los 

niveles de SA y de JA, pero una de las vías es preponderante en la inducción de defensas (De 

Vos y col., 2005; Liu y col., 2015; de Torres Zabala y col., 2015). La combinación de 

concentraciones de cada hormona, la cronología y la secuencia de activación de estas vías 

son determinantes para definir la preponderancia de una vía sobre la otra. Además, estos 

factores también afectan las asociaciones sinérgicas o antagónicas entre ellas (Mur y col., 

2006; Koornneef y col., 2008; Leon-Reyes y col., 2010).  

La interacción antagónica entre las vías de SA y JA afectan la resistencia contra 

patógenos con distintos estilos de vida. Por ejemplo, infecciones con los biótrofos Pst o H. 

arabidopsisdis que activan defensas dependientes de SA aumentan la susceptibilidad a 

patógenos que activan defensas dependientes de JA, tales como Alternaria y B. cinerea 

(Koornneef y col., 2008; Govrin y Levin 2000). A su vez, algunos patógenos evolutivamente 

adquirieron mecanismos para activar una vía en detrimento de la otra. Entre ellos, P. 

syringae libera la fitotoxina coronatina (COR) durante la infección de Arabidopsis. COR 

mimetiza al JA-Ile y suprime las defensas activadas por SA incrementando así la capacidad de 

crecimiento bacteriano en el hospedador. COR tiene múltiples efectos en la planta entre los 

que se puede mencionar la reapertura estomática que permite el ingreso del patógeno, la 

inhibición de respuestas que fortifican la pared celular luego del reconocimiento de PAMPs, 
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la generación de clorosis y la inducción de genes de respuesta a JA (Melotto y col., 2006; 

Geng y col., 2014). Además, P. syringae libera efectores que son capaces de activar la vía de 

JA. Entre ellos, HopZ1 y HopX1 estimulan la degradación de proteínas JAZ y así activan la vía 

de JA (Jiang y col., 2013; Gimenez-Ibanez y col., 2014). 

 

Figura 7. Interacción negativa entre vías de SA y JA. Los patógenos biótrofos liberan compuestos como COR o 

efectores como HopX1 y HopZ1 que activan la vía de JA. MPK4 tiene un efecto reduciendo el nivel de SA y 

estimulando la vía de JA. Ambas hormonas generan un desbalance redox, SA incrementa un estado reducido y 

JA oxidado. La activación de los factores de transcripción TGAs, GRX480, WRKY70/50/51 inhibe a la vía de JA. 

Adaptado de Pieterse y col. (2012). 

 

Dado su efecto en la patogénesis, la regulación negativa entre SA y JA ha sido muy 

estudiada. Se sabe que MAPK4 (Mitogen-activated protein kinase 4) regula negativamente la 

vía de SA y positivamente la señal de JA (Pieterse y col., 2012). Sin embargo, hasta el 

momento, se han descripto principalmente componentes de la vía de SA que afectan a la del 

JA o son blanco de regulación negativa por esta hormona, pero se conoce menos de los 

componentes de la vía de JA involucrados en estas interacciones. Algunas evidencias indican 

que SA antagoniza a JA por debajo de la actividad de COI1. Posiblemente, SA interfiera en la 
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activación de factores de transcripción de la vía de JA, como se describió para ORA59 (Caarls 

y col., 2015).  

En la vía de SA, NPR1 es esencial en la supresión de genes de expresión de JA (Spoel y 

col., 2003). Además, varios genes de las familias WRKY, TGA y GRX activados por SA 

participan de la supresión de la vía de JA, siendo el más destacado el efecto de TGA2/5/6. Sin 

embargo, estos genes son suficientes pero no imprescindibles para la generación del 

antagonismo (Ndamukong y col., 2007; La Camera y col., 2011; Caarls y col., 2015). 

Por otra parte, estas hormonas generan variaciones redox, las cuales parecen ser un 

factor importante en la interacción. SA dispara ciclos de reducción y oxidación que se 

detectan en el aumento de los niveles de glutatión total y una mayor tasa GSH/GSSG. Dichos 

incrementos coinciden con la fase de bloqueo de la vía de JA por SA (Koornneef y col., 2008). 

Por su parte, la activación de la vía de JA tiende a reducir los niveles totales de glutatión y la 

tasa GSH/GSSG hacia un estado más oxidado (Spoel y Loke 2011; Caarls y col., 2015). De esta 

manera la inter-regulación entre las vías también podría depender de los efectos que cada 

una de ellas genera sobre el estado redox celular (Caarls y col., 2015). 

 

Metabolismo de Pro en patogénesis 

En los últimos años, se han desarrollado estudios que destacan la relevancia de este 

metabolismo durante respuesta de defensa contra patógenos. Una de las primeras 

evidencias, fue la inducción de la expresión del gen P5CDH (FIS1) en plantas de lino 

infectadas con el hongo biótrofo Melampsora lini. Los autores propusieron a esta respuesta 

como una adaptación del patógeno para disminuir los niveles de P5C y con ello, reducir la 

muerte celular y la HR (Ayliffe y col., 2002). Sin embargo, los mismos autores luego 

describieron que la mutación en este gen no afecta la susceptibilidad a M. lini (Mitchell y col., 

2006). Por otra parte, en infecciones con Agrobacterium tumefaciens la aplicación de Pro 

exógena incrementa el desarrollo de tumores. En este caso, no se determinó cómo el 

aminoácido ejerce ese efecto (Haudecoeur y col., 2009), ni se estudio al metabolismo de Pro 

en esta interacción. 
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En los últimos 5 años se han descripto efectos del metabolismo de Pro sobre las 

respuestas de defensa contra patógenos. En Arabidopsis y Nicotiana benthamiana, el 

silenciamiento de ProDH incrementa la susceptibilidad a patógenos hemibiótrofos. En el 

primer caso se analizó la respuesta a cepas avirulentas de Pst con la planta hospedadora 

(Cecchini y col., 2011a) y en el segundo la infección con el patógeno Pseudomonas syringae 

pv. tomato T1 (Pst T1) para el cual N. benthamiana no es hospedante (Senthil-Kumar y 

Mysore, 2012). En ambos casos los tejidos infectados de esas plantas presentan menor 

producción de ROS, de muerte celular, una lesión más pequeña y mayor susceptibilidad. 

Estos estudios se desarrollaron de manera paralela a partir de preguntas distintas. En el 

primero el objeto fue determinar si el metabolismo de Pro cumplía un rol funcional en el 

desarrollo de la HR y si ProDH que se inducía de forma temprana afectaba a esta respuesta. 

En el segundo estudio, se realizó una búsqueda de plantas susceptibles en una colección de 

plantas silenciadas de N. benthamiana trabajando con un patógeno no huésped. Ambos 

enfoques experimentales resaltaron la relevancia de ProDH en el normal desarrollo de las 

defensas.  

Monteoliva y col. (2014) estudiaron a ProDH en tres fases de la HR desencadenada por la 

infección de Arabidopsis con el patógeno huésped Pst-AvrRpm1. Las fases fueron 

determinadas en función de la generación de ROS y desarrollo de muerte celular (Figura 8). 

La fase I (alrededor de 6 hpi) precede a la producción masiva de ROS, la cual ocurre en la fase 

II (8 a 10 hpi) que coincide con el inicio de la muerte celular. Luego en la fase III (24-72hpi) 

disminuye la producción de ROS y se termina de establecer la muerte. El análisis de actividad 

ProDH mediante el uso de Pro radiactiva y la cuantificación de aminoácidos por HPLC a lo 

largo de la HR demostraron que la activación de ProDH ocurre desde la fase inicial hasta el 

desarrollo completo de la lesión. Esta actividad afecta de distinto modo el contenido de Pro, 

ya que este aminoácido se reduce en la fase I, pero no en la fase II y se incrementa en la fase 

III (Monteoliva y col., 2014). Por otra parte, los niveles de P5CDH no se alteran de modo 

significativo. Llamativamente, P5CS2 recién se induce durante la última fase de la HR, 

planteado el interrogante acerca del origen de la Pro que sería permanentemente consumida 

por ProDH.  
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La primera alteración detectada en respuesta a estrés abiótico es la activación de P5CS. 

A diferencia de esto, en patogénesis inicialmente se activa ProDH. Esta enzima podría 

acoplarse con distintas enzimas de este metabolismo a lo largo del desarrollo de la HR (Figura 

8). Durante la fase II, se ha propuesto que ProDH se desacoplaría de P5CDH y actuaría en 

conjunto con P5CR promoviendo un ciclo corto entre Pro/P5C (Monteoliva y col., 2014). Este 

ciclo requiere que Pro ingrese a la mitocondria donde ProDH la oxida a P5C, y que este 

producto se trasporte nuevamente al citosol, donde sería reconvertido en Pro por P5CR. La 

ocurrencia de este ciclo fue inicialmente demostrado en animales a partir de sistemas 

reconstituidos (Hagedorn y Phang 1983; 1986). Entre las evidencias que sustentan su 

ocurrencia en la fase II de la HR podemos mencionar que: a) el contenido de Pro permanece 

constante aun cuando la actividad ProDH es alta, similar a la de la Fase I y III; b) P5CDH no 

incrementa sus niveles como lo hace ProDH; c) los genes P5CS no se inducen durante esta 

fase por lo que no contribuirían a la síntesis de Pro (Monteoliva y col., 2014). Por otra parte, 

la ocurrencia de este ciclo coincide con la fase de estallido oxidativo, punto determinante en 

el desarrollo de la HR que define el advenimiento de la muerte celular programada. 

Mutantes p5cdh que activan normalmente a ProDH durante la infección con Pst-AvrRpm1, 

presentan una resistencia incrementada en etapas tempranas, con mayor generación de ROS 

y muerte celular. Esto indica que el ciclo Pro/P5C aportaría al desarrollo de ambos procesos 

(Monteoliva y col., 2014). Sin embargo, este ciclo es cuestionado porque, hasta el momento 

solo se han sugerido pero no identificado, los transportadores de la membrana mitocondrial 

para Pro y P5C (Miller y col., 2009). 

La mayoría de los estudios analizados describen alteraciones del metabolismo de Pro 

durante respuestas de defensa contra patógenos biótrofos, que desencadenan HR. En ese 

caso, la síntesis tardía de Pro es dependiente de SA (Fabro y col., 2004). Además, en 

infecciones con una cepa de Pst virulenta que logra crecer en el hospedante, no se activa 

P5CS2, ProDH1, ni se acumula Pro (Fabro y col., 2004; Cecchini y col., 2011a). Curiosamente, 

la inducción de ProDH1 durante la infección con Pst avirulento también depende de la vía de 

SA (ICS1 y NPR1) (Cecchini y col., 2011a). Sin embargo, no se conoce si el metabolismo de Pro 

y particularmente ProDH, podrían participar en otras defensas. Además, se desconoce si una 

o ambas ProDH participan en la inmunidad contra biótrofos, ya que los datos disponibles 
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involucran plantas silenciadas tanto en ProDH1 como ProDH2. Particularmente, es 

interesante evaluar la participación de ProDH2 en este contexto ya que es de los pocos 

estreses que inducen fuertemente su expresión, ya que ha sido escasamente estudiada hasta 

el momento. 

 

 

Figura 8. El metabolismo de Pro a lo largo de distintas fases de la HR. Fases de la HR determinadas según los 

niveles de ROS y muerte celular. En la fase I comienza a generarse ROS, en la fase II se produce un estallido 

oxidativo y comienza a desarrollarse la muerte celular que tiene su máximo en la fase III. El metabolismo de Pro 

varía en estas fases. En la fase I se produce un catabolismo completo de Pro. En la fase II Pro mantiene su nivel y 

aparentemente se activa el ciclo Pro/P5C. Durante la fase III se activa la síntesis de Pro.  

 

Actualmente, se desconoce el mecanismo por el que ProDH contribuye a la generación 

de ROS durante la HR. Recientemente se detectó que tanto ProDH1 como ProDH2 potencian 

la producción de aROS en tratamiento con el PAMP flg22 (Fabro y col., 2016). Esto indica que 

la enzima mitocondrial estaría favoreciendo la actividad de la NADPH oxidasa de membrana 

plasmática. En principio, este efecto podría asociarse al consumo de Pro o a la acumulación 

de P5C (Senthil-Kumar y Mysore, 2012). Este último no parecería ser el responsable ya que la 
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cuantificación de los niveles de este aminoácido no mostró variaciones significativas a lo 

largo de la HR tanto en la planta salvaje como en la mutante p5cdh (Monteoliva y col., 2014).  

Entonces, el efecto podría asociarse a la actividad ProDH, que puede inducir alteraciones 

a nivel mitocondrial o del citosol que alteren la producción de aROS. Así esta enzima podría 

generar mROS, ya sea directamente o a través de la mETC. Por un lado, es estructuralmente 

similar a la enzima monofuncional de T. termophilus, que expone el FAD al solvente, y puede 

ceder electrones directamente al O2 (White y col., 2007). Por otro lado, ProDH en animales y 

muy probablemente en plantas, cede electrones directamente a la cadena respiratoria a 

través de ubiquinona (Hancock y col., 2015; Cabassa-Hourton y col., 2016). En consecuencia, 

un aumento de actividad ProDH podría favorecer la sobrecarga de electrones mETC y la 

generación de ROS mitocondrial. Particularmente, en animales se ha detectado que la 

inducción de expresión de ProDH por el supresor de tumores p53 estimula el desarrollo de 

apoptosis a través de la producción de superóxido a nivel mitocondrial (Donald y col., 2001; 

Hu y col., 2007; Liu y col., 2005).  

Por otra parte, ProDH podría potenciar la producción de aROS participando de la 

regulación redox del citosol/cloroplasto y mitocondria como se propuso para el estrés 

abiótico. Este efecto requiere de un funcionamiento en conjunto y coordinado entre la 

síntesis y el catabolismo en el mismo tejido infectado. Particularmente, en la fase II de la HR 

ProDH podría acoplarse a P5CR (Monteoliva y col., 2014). Aunque en fase III se detecta 

activación transcripcional de ProDH y del gen P5CS2 (Fabro y col., 2004), no se ha descripto si 

la Pro generada por P5CS2 es sustrato de ProDH. En este caso, P5CDH es importante como 

determinante del destino del P5C ya que favorecería la ocurrencia de un ciclo Pro/P5C (corto) 

o Pro/Glu (largo). El segundo ciclo tendría un mayor efecto en la alteración del estado redox 

citosólico y con ello de la actividad de enzimas sensibles al contenido NADP+/NADPH 

residentes en este compartimiento, tales como la G6PDH y 6PGDH de la OPP, que 

mencionamos previamente. Estas enzimas son importantes reguladoras de los niveles de 

NADPH citosólico, pudiendo afectar a otras enzimas que utilicen este cofactor como las 

NADPH oxidasas de membrana.  
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El objetivo general de esta tesis doctoral es estudiar el rol del metabolismo de Pro, 

especialmente el efecto de ProDH, en la respuesta inmune de Arabidopsis thaliana contra 

patógenos.  

 

Para ello se propusieron los siguientes objetivos específicos. 

 

1. Evaluar la contribución de cada isoforma de ProDH a la resistencia al estrés biótico.  

1.1 Caracterizar la susceptibilidad de plantas simples mutantes prodh1 y prodh2 a 

patógenos con distintos estilos de vida, el hemibiótrofo Pst y el necrótrofo B. cinerea. 

1.2  Identificar los factores asociados a las vías de defensa inducidas por las hormonas SA y 

JA que regulan la expresión de ProDH1 y de ProDH2. 

1.3  Definir si existe inter-regulación entre los genes ProDH. 

 

2. Analizar posibles mecanismos por los cuales ProDH contribuye al desarrollo de las 

respuestas de defensa. 

 

2.1 Evaluar efectos de la activación de ProDH sobre las rutas de síntesis de Pro, en 

condiciones de estrés biótico. 

2.1.1 Determinar la relevancia de ProDH1, ProDH2 y P5CDH en la acumulación de Pro 

durante la fase III de la HR. 

2.1.2 Discriminar efectos asociados al transporte de Pro desde tejidos sanos o la 

síntesis de Pro en tejidos infectados. 

2.1.3 Reproducir efectos de la activación de ProDH sobre la síntesis de Pro en otro 

sistema experimental (estrés abiótico por Pro exógena). 

 

2.2 Examinar efectos derivados de la actividad ProDH que impacten sobre el 

funcionamiento de la enzima RBOHD que produce aROS. 

2.2.1 Determinar si las enzimas del metabolismo de Pro, P5CR y P5CDH estimulan la 

producción de aROS inducido por flg22. 

2.2.2 Discernir efectos de la falta o inhibición de ProDH sobre marcadores el estado 

redox citosólico. 
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CAPÍTULO I: 

CONTRIBUCIÓN DE PRODH1 Y PRODH2 A LA DEFENSA CONTRA PATÓGENOS 

 

Como se menciona en la Introducción, en Arabidopsis existen dos genes que codifican 

isoformas diferentes de ProDH las cuales presentan actividad catalítica. Estos genes 

muestran expresión diferencial, ProDH1 actúa de manera preponderante bajo condiciones de 

estrés abiótico, y ambas isoformas parecerían cumplir funciones no redundantes (Ribarits y 

col., 2007; Funck y col., 2010; Fäes y col., 2014). Sin embargo, aún no se han estudiado los 

fenotipos asociados a la deficiencia de cada una de las isoformas bajo estrés. Más aún, para 

Arabidopsis, no se han detectado respuestas que involucren principalmente a la Isoforma 2. 

El silenciamiento de ambos genes de ProDH reduce la resistencia de Arabidopsis 

(Cecchini y col., 2011a) y de N. benthamiana (Senthil-Kumar y Mysore, 2012) contra 

Pseudomonas syringae, impidiendo la normal generación de ROS y muerte celular 

programada. Hasta el momento, no se había evaluado el aporte relativo de cada isoforma a 

esta resistencia. Como se describió anteriormente, solo se conoce que ambas utilizarían Pro 

como sustrato pero no se cuenta con un análisis detallado de las características enzimáticas 

específicas de cada isoforma de ProDH, ya que no se ha logrado expresar cada una de 

manera heteróloga (Servet y col., 2012). Sin embargo, el incremento en el nivel de 

transcripto de los genes ProDH normalmente coincide con un aumento en el consumo de Pro 

por lo que sería informativo de la actividad ProDH (Hayashi y col., 2000; Miller y col., 2009; 

Cecchini y col., 2011; Servet y col., 2012; Monteoliva y col., 2014). Así, considerando que 

ProDH1 es de expresión mayoritaria y es regulado por la vía del SA (Cecchini y col., 2011a), 

especulamos que el mismo podría contribuir a esta respuesta de manera más relevante que 

ProDH2. Este último gen tiene bajo nivel de expresión, excepto en algunas condiciones de 

infección con patógenos. De este modo, quisimos evaluar la posible participación de ProDH2 

en las respuestas de defensa, dado que sería el primer reporte de una función específica para 

este gen en Arabidopsis.  

En este capítulo se describen estudios dirigidos a discriminar la contribución de cada gen 

ProDH a las defensas contra Pst, Pst-AvrRpm1 y B. cinerea, mediante el uso de mutantes 

prodh1 y prodh2. Además, se evalúa la expresión de los genes ProDH1 y ProDH2 en estas 
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condiciones de infección y su regulación transcripcional por las vías de SA y JA. Para ello, se 

emplean tratamientos con hormonas exógenas en plantas salvajes, infección de mutantes 

deficientes en estas rutas y sistemas que permiten determinar la interacción entre ambas 

vías. También indagamos sobre una posible inter-regulación entre ambos genes ProDH.  

 

3.1 ProDH1 y ProDH2  

Las proteínas codificadas por los genes ProDH1 y ProDH2 son de similar tamaño (54,9 

kDa y 53,1 kDa, respectivamente) y presentan un alto grado de identidad (78,78 %), 

principalmente en el dominio prolina deshidrogenasa. Las mayores diferencias se localizan en 

el extremo N terminal donde se encuentra la señal que determina la localización subcelular 

(mitocondrial o cloroplástica) (Figura A1 de Anexo). 

 

3.1.1 Plantas mutantes prodh1 y prodh2 y silenciadas siPD 

A fin de describir la contribución de cada isoforma de ProDH a la defensa, nos 

propusimos utilizar plantas mutantes nulas para cada uno de estos genes. De ser posible, 

también quisimos caracterizar plantas nulas en ambos genes para determinar posibles 

sinergismos entre ellos. Para seleccionar estas herramientas caracterizamos las distintas 

líneas de plantas mutantes que se encuentran disponibles (Tabla I). 

Además, utilizamos plantas silenciadas generadas en nuestro laboratorio (siPD B8 y siPD 

U9), las cuales sobre-expresan 192 pb del marco de lectura abierto (ORF) de ProDH1, 

fragmento que presenta 76 % de identidad de nucleótidos con ProDH2 por lo que en estas 

plantas reducen la expresión de ambos genes. Estas líneas tienen silenciamiento parcial, 

mientras que líneas con alto nivel de silenciamiento no pudieron ser propagadas por 

defectos en la producción de semillas (Cecchini y col., 2011a).  

El paso inicial fue corroborar el genotipo de las simples mutantes (3 mutantes prodh1; 2 

mutantes prodh2) (Figura A2 de Anexo). Para ello se utilizaron oligonucleótidos que 

flanquean la inserción del T-DNA (de aproximadamente 4 kb) en distintas regiones del gen. La 

presencia de este T-DNA evita la amplificación del alelo salvaje. Como se observa en la figura, 

todas las líneas son mutantes homocigotas.  
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 Tabla I. Líneas mutantes y silenciadas en los genes ProDH1 y ProDH2 

Nombre Línea  Ecotipo 
Gen 

afectado 
Sitio de 

inserción 
Resistencia Referencias 

prodh1-2 
Mutante 

SALK_081276 
Col-0 ProDH1 Intrón Kanamicina 

Funck y col., 2010 
Sharma y col., 

2011 

prodh1-3 
Mutante 

GABI_308F08 
Col-0 ProDH1 Exón Sulfadiacina Funck y col., 2010 

prodh1-4 
Mutante 

SALK_119334 
Col-0 ProDH1 Intrón Kanamicina Funck y col., 2010 

prodh2-1 
Mutante 
GT1788 

Ler-0 ProDH2 Intrón Kanamicina Funck y col., 2010 

prodh2-2 
Mutante 

GABI_328G05 
Col-0 ProDH2 Intrón Sulfadiacina Funck y col., 2010 

siPD B8 
Silenciada 

 homocigota 
Col-0 

ProDH1 y 
ProDH2 

 Kanamicina 
Cecchini y col., 

2011a 

siPD U9 
Silenciada  

homocigota 
Col-0 

ProDH1 y 
ProDH2 

 Kanamicina 
Cecchini y col., 

2011a 

prodh1-4 
x  

prodh2-2 

Doble  
mutante 

Col-0 
ProDH1 y 
ProDH2 

Intrón 
ambos 

Kanamicina 
Sulfadiacina 

Cabassa-Hourton y 
col., 2016 

 

Posteriormente evaluamos la expresión génica. En las mutantes prodh1-2 y prodh1-3 no 

detectamos expresión de ProDH1 con oligonucleótidos que flanquean el sitio de inserción del 

T-DNA (c-d y a-b para prodh1-2 y prodh1-3, respectivamente) (Figura 9 A). Además, 

observamos una fuerte reducción de la amplificación del cDNA con oligonucleótidos 

homólogos a otras regiones del mismo (a-b y c-d para prodh1-2 y prodh1-3, 

respectivamente). Más aún, en la mutante prodh1-3 no detectamos transcriptos con los dos 

pares de oligonucleótidos utilizados. Respecto a prodh1-4, esta mutante presenta una leve 

reducción en la expresión del gen, que se detecta tanto con oligonucleótidos que flanquean 

al T-DNA (a-b), como con aquellos que amplifican una región aguas abajo del mismo (c-d). En 

la mutante prodh2-1 detectamos una expresión reducida de ProDH2 con oligonucleótidos 

que flanquean la inserción del T-DNA (e-f) (Figura 9 B). Por su parte, en la mutante prodh2-2 

no se detectan transcriptos de ProDH2 con oligonucleótidos e-f (Figura 9 B). Previamente, 

otros autores analizaron la expresión de estos genes en estas mutantes y describieron 

resultados similares a los nuestros para prodh1-2, prodh1-3 y prodh1-4; así como diferencias 

para prodh2-2 donde ellos detectaron bajos niveles de transcriptos de ProDH2 (Funck y col., 

2010). 
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Además evaluamos los niveles transcriptos de la doble mutante prodh1-4 y prodh2-2. 

Como se ha descripto previamente, esta es la única doble mutante disponible hasta el 

momento. En consistencia con lo descripto para las simples mutantes, esta planta presentó 

niveles reducidos de ProDH1 y nulos de ProDH2 (Figura 9 C). Estos resultados indican que no 

se dispone a la fecha de mutantes o líneas silenciadas que anulen completamente la 

expresión de ambos genes ProDH. Esto refuerza la idea que la enzima tendría funciones 

esenciales en el desarrollo y/o producción de gametas.  

 

 

Figura 9. Expresión de ProDH en plantas mutantes. Se analizan plantas prodh1 (A) y prodh2 (B) y prodh1-

4/prodh2-2 (C) en condición basal con los oligonucleótidos indicados en Figura A2 de Anexo por ensayos de 

sqPCR. GapC se utilizó como control de carga. 

 

Un fenotipo característico de la deficiencia de ProDH es la hipersusceptibilidad a Pro 

exógena (Mani y col., 2002; Nanjo y col., 2003; Funck y col., 2010). Para caracterizar mejor a 

las simples mutantes y seleccionar los alelos que muestren los fenotipos más severos, 

evaluamos este rasgo creciendo estas líneas en dos medios alternativos: medio de cultivo 

Gamborg’s (GM) sin agregado de Pro exógena y GM con 5 o 20 mM Pro. Tras 14 días de 

crecimiento en esterilidad, analizamos el porcentaje de plantas que mostraban crecimiento 

normal (sin daños morfológicos ni clorosis) respecto al total de semillas sembradas (Figura 

10). En medio GM este porcentaje fue similar en todas las plantas (Col-0: 77-92 %; Ler: 83 %; 

prodh1-2: 71 %; prodh1-3: 78 %; prodh1-4: 98 %; prodh2-1: 83 %; prodh2-2: 79 %; prodh1-
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4/prodh2-2: 85 %). A continuación, determinamos los mismos porcentajes para plantas 

crecidas en GM con Pro. 

 

 
 

Figura 10. Crecimiento de mutantes prodh1 y prodh2 en Pro exógena. Semillas de mutantes prodh1-3, prodh2-

2 (A), prodh1-4 (B), prodh2-1 (C), prodh1-2 y prodh1-4/prodh2-2 (D), se sembraron en medio GM con 0, 5 o 20 

mM Pro junto a las correspondientes plantas salvajes Col-0 y Ler. Tras 14 días de crecimiento se cuantificó el 

número de plantas verdes, viables. Se indica porcentaje de plantas viables respecto de la cantidad de semillas 

sembradas. Los valores muestran la media ± error estándar de 2 réplicas biológicas. 

 

La planta salvaje Col-0 presentó un crecimiento similar en medio sin Pro y con 5 mM Pro 

(65-86 %) pero redujo su viabilidad en 20 mM Pro (40-70 %) lo que implica alrededor de un 

30 % de reducción en la viabilidad respecto al crecimiento sin Pro (Figuras 10 A, B, D). Por su 
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parte, la planta salvaje Ler, fue más susceptible que la planta salvaje Col-0 ya que mostró 

menor viabilidad en 20 mM Pro (12 %) (Figura 10 C). 

Entre las mutantes prodh1 el alelo prodh1-3 confirió la mayor susceptibilidad. A baja 

concentración de Pro (5 mM) este alelo presenta solo un 43 % de viabilidad (Figura 10 A), 

mientras los alelos prodh1-4 y prodh1-2 presentaron un 89 y 65 % de viabilidad (Figuras 10 B, 

D) lo que representa un 90 y 86 % de su crecimiento sin Pro, respectivamente. A alta 

concentración (20 mM) la mutante prodh1-4 mantiene el 19 % de viabilidad mientras que las 

otras dos líneas prácticamente no crecen. Cabe destacar que hasta el momento no se había 

caracterizado este fenotipo para la mutante prodh1-3 ni se habían desarrollado ensayos 

comparativos entre las distintas líneas. 

Respecto a las plantas mutantes prodh2, la línea prodh2-2, fue más susceptible que la 

planta Col-0 al crecer en 20 mM Pro, presentando 47 % de viabilidad en relación al 

crecimiento sin Pro, respectivamente (Figura 10 A). Por otra parte, no pudimos determinar 

correctamente la susceptibilidad de la línea prodh2-1 ya que su ecotipo es Ler. Como 

mencionamos este ecotipo es muy sensible al crecimiento en Pro por lo que se dificulta 

detectar diferencias entre las plantas mutante y salvaje (Figura 10 C). Hasta el momento, solo 

se había caracterizado la mutante prodh2-1, mientras la línea prodh2-2 no había sido 

analizada en este contexto. 

La planta doble mutante prodh1-4/prodh2-2, mostró una susceptibilidad incrementada a 

Pro respecto a la prodh1-4 con un 47 % de viabilidad en 5 mM Pro, y falta de crecimiento en 

20 mM Pro (Figura 10 D). De este modo, estas plantas muestran un efecto aditivo del déficit 

de ambas isoformas de ProDH. Esto sumado a la mayor susceptibilidad a Pro exógena 

detectada en la mutante prodh2-2 demuestran que ProDH2 también cumple una función en 

esta condición. Es importante notar que estos estudios representan la primera descripción de 

un alelo mutante de ProDH2 (prodh2-2) que muestra susceptibilidad a Pro exógena.  

A partir de estos resultados, seleccionamos a la mutante prodh1-3 que presenta el 

fenotipo más severo entre los tres alelos prodh1. Consecuentemente, seleccionamos a 

prodh2-2 dado que tiene el mismo ecotipo (Col-0) que prodh1-3. Este es un factor 

importante en estudios comparativos ya que un contexto genético diferencial puede 

desencadenar respuestas no asociadas al gen mutado sino a otros polimorfismos. De hecho, 
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la susceptibilidad a Pro exógena es diferente en Col-0 y Ler. Además, estas dos mutantes 

presentan niveles muy reducidos de transcripto (Figura 9). Con las mutantes prodh1-3 y 

prodh2-2 realizamos la mayor parte de los siguientes experimentos. 

A continuación analizamos el contenido de Pro (Bates y col., 1973) en plántulas salvajes, 

prodh1-3 y prodh2-2 crecidas por 14 días en medio GM. Observamos un contenido similar en 

las tres plantas aunque levemente mayor en prodh1-3 (0,63; 1,14 y 0,46 μM de Pro/g peso 

fresco en Col-0, prodh1-3 y prodh2-2, respectivamente). Tras analizar el crecimiento de estas 

plantas en 5 mM Pro, la mutante prodh1 mostró niveles de Pro 7 veces mayores que la 

salvaje (64 y 9 μmol de Pro/g PF respectivamente) (Figura 11). Por su parte, los niveles de Pro 

en la planta prodh2 no se diferenciaron de los de la planta Col-0 (11 μM de Pro/g PF). Esta 

cuantificación no fue realizada en plántulas crecidas en 20 mM Pro por la alta mortalidad que 

estas presentan. 

Este último resultado, concuerda con que la falta de ProDH1 otorga mayor 

susceptibilidad al crecimiento en Pro que la falta de ProDH2, haciéndose este fenotipo más 

notorio a mayor concentración de Pro (Figura 10). Esto, evidenciaría un rol preponderante de 

ProDH1 en la tolerancia a Pro exógena, coincidiendo con lo sugerido en reportes previos 

(Funck y col., 2010).  

 

Figura 11. Contenido de Pro en plántulas salvajes y mutantes prodh1-3 

y prodh2-2. Las plántulas fueron crecidas por 14 días en medio GM 

suplementado o no con 5 mM Pro. Los valores representan la media ± 

desvío estándar de 2 réplicas biológicas. PF: peso fresco. Los valores de 

Pro se describen en el texto. 

 

 

 

 

 

 

3.1.2 Niveles de ProDH1 y ProDH2 en simples mutantes 

Analizamos el contenido de ProDH1 y ProDH2 en plantas salvajes y mutantes por 

ensayos de Western Blot. Utilizamos dos anticuerpos policlonales generados en el 
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laboratorio (Monteoliva y col., 2014) que no discriminan estas isoformas dado que fueron 

generados contra los péptidos sintéticos TGLKGMLVYGVEHA (anticuerpo 1) y FLMEKASNGSG 

(anticuerpo 2) que están presentes en ambas proteínas (Figura A1 de Anexo). Por ello, 

intentamos diferenciar a las dos isoformas por su movilidad electroforética basándonos en su 

diferencia de peso molecular (2 kDa). Al analizar extractos proteicos de plantas salvajes y 

mutantes con el anticuerpo 1, detectamos dos bandas cuyos tamaños eran los esperados 

para ProDH1 (banda superior) y ProDH2 (banda inferior) (Figura 12). En la planta salvaje la 

banda superior es mayoritaria, mientras que en prodh1-3 esta banda es minoritaria. A su vez, 

la banda inferior está ausente en la mutante prodh2-2. Estos resultados sugerían que la 

banda de mayor peso correspondía a ProDH1 y la más liviana a ProDH2, coincidiendo con los 

tamaños de cada isoforma. 

 

Figura 12. Niveles de ProDH1 y ProDH2 en planta salvaje 

y mutantes prodh1-3 y prodh2-2. Siembra de 5 μg de 

extracto de proteínas totales de plantas de 6 semanas en 

gel de poliacrilamida al 8 %. LSR; subunidad mayor de 

Rubisco utilizado como control de carga. Se muestra un 

experimento representativo de 3 réplicas. 

 

Sin embargo, el patrón observado en estas mutantes no pudo ser reproducido en otras 

líneas. Utilizando el anticuerpo 1, observamos que las plantas prodh1-4 no reducían el 

contenido de la banda superior y asumimos que esto podía deberse a que la mutante no es 

nula (Figura A3 de Anexo). Sin embargo, nos llamó especialmente la atención que la banda 

superior aumentara en la mutante prodh1-2. Por su parte, la banda inferior se detectaba en 

la mutante prodh2-1. Estos resultados sugerían que el anticuerpo 1 podría estar 

reconociendo variantes post-traduccionales de las isoformas, las cuales no se han descripto 

hasta el momento. Al utilizar el anticuerpo 2, que no detecta proteínas en extractos totales 

pero sí en extractos mitocondriales, observamos una única banda de peso similar a ProDH 

pero no pudimos determinar cuál sería la isoforma dado que las mutantes no evidenciaban 

diferencias (Figura A3 B de Anexo). De este modo, los ensayos de Western blot con estos 

anticuerpos no nos permitieron discriminar entre ProDH1 y ProDH2 a partir de extractos 

proteicos. 
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Considerando que los niveles de transcripto son muy buenos indicadores de la actividad 

ProDH (Hayashi y col., 2000; Miller y col., 2009; Cecchini y col., 2011a; Servet y col., 2012; 

Monteoliva y col., 2014), utilizamos este parámetro para estudiar a las mutantes. 

 

3.2 Respuesta a Pseudomonas syringae pv. tomato AvrRpm1 

Nuestro objetivo era analizar la participación relativa de cada isoforma de ProDH en el 

desarrollo de la HR contra el patógeno biótrofo Pst-AvrRpm1. Inicialmente evaluamos los 

niveles de transcripto de ProDH1 y ProDH2 durante la infección, para corroborar la inducción 

de ambos genes que había sido descripta (Cecchini y col., 2011a). Para ello, infiltramos hojas 

de plantas Col-0 con Pst-AvrRpm1 y tomamos muestras a 0, 6 y 24 horas post infección (hpi). 

Detectamos un aumento de ambos transcriptos a las 6 y 24 hpi (Figura 13 A). Incorporamos 

ensayos de qPCR para cuantificar los niveles de inducción a 24 hpi y observamos que el 

incremento de transcriptos fue de 1200 (ProDH1) y 1800 (ProDH2) veces en los tejidos 

infectados (Figura 13 B). Aquí se hace notar que en fase de luz, y hojas adultas, la diferencia 

en el nivel de expresión entre ambas ProDHs se minimiza, razón por la cual el número de 

ciclos de amplificación de ProDH1 y ProDH2 fueron similares (ver número de ciclos en Tabla 

IV Materiales y Métodos). 

Posteriormente, procedimos a analizar si alguno de los dos genes cumplía un rol 

principal en la resistencia al patógeno. Con este fin, infectamos con Pst-AvrRpm1 las hojas de 

plantas salvajes (Col-0 y Ler) y de las mutantes previamente analizadas (prodh1-2, prodh1-3, 

prodh1-4, prodh2-1 y prodh2-2) para cuantificar el contenido de bacterias a las 72 hpi. Todas 

las mutantes mostraron mayor susceptibilidad que la planta salvaje (entre 3 y 7 veces) y 

curiosamente, no detectamos diferencias en la susceptibilidad entre dos grupos de mutantes 

(prodh1 y prodh2) (Figura 13 C). Esto sugirió que ambos genes eran necesarios para 

desarrollar resistencia contra esta bacteria. 
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Figura 13. Susceptibilidad de mutantes prodh1 y prodh2 a Pst-AvrRpm1 o Pst DC3000. Expresión de ProDH1 y 

ProDH2 en tejidos infectados con Pst-AvrRpm1 a los tiempos indicados, evaluada por sqPCR (PCR 

semicuantitativa) (A) o qPCR (PCR cuantitativa) (B) utilizando GapC o UBQ5 como control. (C) Contenido de 

bacterias (unidades formadoras de colonia -ufc- ml
-1

) en hojas de plantas salvajes y mutantes a 72 hpi con Pst-

AvrRpm1. (D) Curva de crecimiento de la cepa avirulenta Pst-AvrRpm1 en plantas salvajes y mutantes de prodh 

seleccionadas. (E) Crecimiento de la cepa virulenta Pst DC3000 en plantas Col-0, prodh1-3 y prodh2-2 a 72 hpi. 

En todos los casos se muestra un experimento representativo de 3 ensayos biológicos independientes 

incluyendo valores que representan la media ± error estándar de 3 réplicas técnicas. (*) diferencias 

significativas entre plantas mutantes y salvaje p< 0,05 según t-test. 

 

Aún así, los procesos infectivos pueden manifestar diferencias cinéticas en las plantas 

salvajes y mutantes. Para analizar este aspecto evaluamos la curva el crecimiento de Pst-
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AvrRpm1 en plantas Col-0, prodh1-3 y prodh2-2, monitoreando el contenido de bacterias a 

las 24, 48 y 120 hpi. A partir de 48 hpi, las dos mutantes mostraron una susceptibilidad 

incrementada y similar respecto a la planta Col-0 (Figura 13 D). A tiempos tardíos (120 hpi), 

ambas mutantes sostuvieron mayor crecimiento bacteriano que la planta salvaje, sin 

detectarse diferencias entre ellas. Esto sugiere que ninguna de las dos isoformas de ProDH 

sería cuantitativa ni temporalmente predominante sobre la otra siendo ambas necesarias 

para activar la resistencia contra Pst-AvrRpm1.  

Esta cepa activa tanto la ETI (HR) como la defensa basal, entonces, nos preguntamos si 

una de las isoformas podría participar específicamente en la HR y la otra en la defensa basal. 

Por ello, analizamos sus efectos sobre el crecimiento de la cepa virulenta Pst DC3000 (estudio 

de defensa basal). Al cuantificar el crecimiento de esta bacteria en hojas de plantas Col-0, 

prodh1-3 y prodh2-2 a 72 hpi, observamos que ambas mutantes eran en igual medida más 

susceptibles al patógeno que la planta Col-0. Esto indicaba que ProDH1 y ProDH2 eran 

también necesarias para la defensa basal contra patógenos biótrofos (Figura 13 E). No siendo 

ProDH1 preponderante sobre ProDH2 en este caso. 

 

3.3 Regulación de la expresión de ProDH1 y ProDH2 

Se conocía que ProDH1 es regulado por la vía de SA durante la infección con cepas 

avirulentas de Pst y que ProDH2 no responde a SA exógeno (Cecchini y col., 2011a). Sin 

embargo, se desconocían los factores que regulan la expresión de este último gen y los que 

afectan a ambos en forma conjunta en los tejidos infectados. 

Considerando que los genes ProDH no se comportan de manera similar frente a distintos 

estreses era previsible que durante la patogénesis respondan a distintos factores. Esta 

observación se desprende de un análisis in silico que desarrollamos para conocer el nivel de 

co-expresión entre ProDH1 y ProDH2. El mismo indica el grado en que la expresión de ambos 

genes se modifica en igual sentido y magnitud ante un mismo estrés. El análisis fue realizado 

con el programa ATTED II (http://atted.jp/) que estima co-expresión génica basándose en 58 

experimentos de transcriptómica que agrupan cerca de 1400 muestras.  

Por un lado, detectamos que ProDH2 no se encuentra entre los 300 genes que presentan 

mayor nivel de co-expresión con ProDH1, y viceversa (no mostrado). Por otro lado, 

http://atted.jp/
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comparamos directamente la expresión de ProDH1 con la de ProDH2 en experimentos de 

transcriptómica que involucran condiciones de estrés. Como se observa en la Figura 14 A 

ambos genes presentan una baja correlación en su expresión, ya que en condiciones de 

activación (cuadrante superior derecho) o represión (cuadrante inferior izquierdo) los puntos 

no se encuentran posicionados en la diagonal. En este sentido, el programa ATTED II indica 

que el coeficiente de correlación entre la expresión de ambos genes es de 0,25/1,00. 

 

 

Figura 14. Análisis de expresión de ProDH1 y ProDH2 según estudios de transcriptomas publicados. (A) 

Correlación del patrón de expresión de ambos genes de acuerdo con información analizada con el programa 

ATTED II (http://atted.jp/). Los ejes representan valores relativos de expresión génica, contra el nivel promedio 

de expresión de cada gen en log2. Cada círculo representa una condición diferente. Los tratamientos indicados 

en colores se detallan en la tabla inferior. (B) Expresión de ProDH1 y ProDH2 en plantas crecidas en ciclo de 8 h 

luz/ 16 h oscuridad (barras blancas y negras, respectivamente analizada con el programa DIRUNAL 

(http://diurnal.mocklerlab.org/). Las flechas indican los puntos en los que se tomaron las muestras (0, 6 y 24 

hpt). 

 

 Como mencionamos anteriormente, ProDH2 responde levemente a muchos estreses lo 

que coincide con una distribución general de puntos cercana a 0 para este gen (Figura 14 A). 

http://atted.jp/
http://diurnal.mocklerlab.org/
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Entre las condiciones que inducen a ambos genes (co-expresión) se destacan varios 

tratamientos asociados a estrés biótico como por ejemplo, la infección con Phytophtora 

infestans, Pst-AvrRpm1, y los tratamientos con flagelina, proteína de necrosis de Phytophtora 

y lipopolisacáridos (Figura 14 A). Esto sugiere que ambos genes ProDH podrían ser inducidos 

en distintos procesos de patogénesis. 

Cabe aclarar que en los análisis in silico detectamos que el tratamiento con luz regula 

diferencialmente a estos dos genes. Como se observa en la Figura 14 B, extraída del 

programa DIURNAL (http://diurnal.mocklerlab.org/), la expresión de ProDH2 se induce por 

luz y la de ProDH1 por oscuridad. Estos resultados se tuvieron en cuenta para seleccionar los 

horarios de recolección de muestras. 

Posteriormente analizamos in silico a los promotores de ProDH1 y ProDH2 en búsqueda 

de elementos cis que podrían ser blancos de factores de transcripción asociados a defensas 

bióticas, dado que estos sugerirían posibles vías de regulación durante la infección. 

Utilizamos tres programas bioinformáticos que predicen la presencia de elementos 

caracterizados experimentalmente en promotores de otros genes. Estos programas son Agris 

(Davulury y col., 2003), Plant CARE (Lescot y col., 2002) y PLACE (Higo y col., 1999). 

Seleccionamos los sitios reconocidos por al menos dos de estos programas (Figura 15, Tabla 

AI de Anexo). El tamaño de los promotores fue definido preliminarmente por el programa 

Agris, como una región aguas arriba del codón ATG de inicio de transcripción de 2481 pb para 

ProDH1 y de 2562 pb para ProDH2. 

Observamos que ambos promotores responden a patógenos. ProDH1 y ProDH2 

contienen elementos WBOXATNPR1 y CGTCA sensibles a SA o SA y JA respectivamente y 

estos elementos son similares en número y localización para ambos promotores (Figura 15 A 

y Tabla AI de Anexo). Esto sugiere que posiblemente estas vías podrían ser responsables de la 

inducción de ProDH1 y ProDH2 en patogénesis.  

Además, estos genes responden a luz, temperatura, estrés hídrico y Pro exógena (Figura 

15 B). El número de sitios asociados a estrés hídrico y temperatura son más numerosos en el 

promotor de ProDH1, que presenta ciertos elementos exclusivos. Ambos genes contienen 

numerosos sitios de regulación por luz, y el de ProDH2 tiene elementos diferenciales de 

respuesta a este factor como así también a regulación circadiana. Estas observaciones son 

http://diurnal.mocklerlab.org/
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compatibles con una expresión diferencial de los genes en estrés abiótico y la 

preponderancia de ProDH1 en respuesta a estrés hídrico. Además, detectamos nuevos sitios 

PREATPRODH de respuesta a Pro exógena en ProDH1 y ProDH2 (Tabla AI de Anexo) que 

pueden ser de interés para ser luego estudiados a nivel experimental. 

  

 

Figura 15. Representación gráfica de elementos de respuesta a SA y JA en promotores de ProDH1 y ProDH2. 

En rosa se presenta los sitios WBOXATNPR1 de respuesta a SA, y en verde el elemento CGTCA de respuesta a SA 

y JA. El promotor de ProDH1 se presenta arriba y el de ProDH2 abajo. 

 

 

3.3.1 Expresión de ProDH1 y ProDH2 en patogénesis 

 



RESULTADOS   65 
 

 

3.3.1.1 Respuesta a hormonas exógenas  

Resultó interesante detectar elementos que podrían responder a SA y JA en ambos 

promotores. Como hemos venido mencionando, las plantas salvajes infiltradas con SA 

activaban a ProDH1, pero no a ProDH2 (Figura 16 A; Cecchini y col., 2011a). Considerando 

que las dos principales hormonas de la defensa son SA y JA, analizamos si la segunda podría 

regular a ProDH2 en infección. Como aproximación inicial para evaluar esta posibilidad, 

cuantificamos la expresión de este gen, y de ProDH1 en paralelo, frente al tratamiento con 

metil jasmonato (meJA).  

La aplicación de meJA se realizó por evaporación y las muestras se evaluaron a las 0, 6 y 

24 horas post tratamiento (hpt) (Figura 16 B). El nivel de transcripto de ProDH2 se 

incrementó fuertemente a 6 hpt, mientras que a 24 hpt no se diferenció del observado en la 

condición control. Coincidiendo con esta observación, también se detectó un incremento de 

proteína ProDH a 12 hpt con meJA en plantas salvajes Col-0 y Ler (Figuras A3 C, D de Anexo). 

La expresión de ProDH1 no varió significativamente en respuesta a meJA. Así, contrariamente 

a lo observado con SA, meJA regula la expresión de ProDH2 y no la de ProDH1, reforzando la 

posibilidad de que ambos genes se regulen diferencialmente en patogénesis. 

 

 

Figura 16. Regulación de la expresión de ProDH1 y ProDH2 por SA y JA exógenos. Expresión génica en tejidos 

de plantas salvajes infiltradas con SA (0; 0,05; 0,1; 0,25; 1 o 2,5 mM; 3 hpt; tomado de Cecchini y col., 2011a) (A) 

o tratadas con metil jasmonato -meJA- (0,84 μM; 0, 6 o 24 hpt o con vehículo -control, C-) (B). La expresión de 

GapC se utilizó como control de carga y la de Lox2 como indicador de activación de la vía de JA. La 

determinación se llevó a cabo por sqPCR. Se muestra un experimento representativo de 3 réplicas biológicas. 

 

Entonces, SA exógeno regula la expresión de ProDH1 y JA exógeno la de ProDH2. Las vías 

de señalización de estas hormonas son antagónicas y en general SA activa las defensas contra 

patógenos biótrofos, y JA contra patógenos necrótrofos y herbívoros (Caarls y col., 2015). Por 
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esto, fue llamativo que vías normalmente antagónicas regulen la expresión de los dos genes 

ProDH. 

 

3.3.1.2 ProDH2 en tejidos infectados  

En tejidos infectados con Pst-AvrRpm1, la isocorismato sintetasa 1 (ICS1) codificada por 

el gen SID2 (Salicylic acid deficient 2; Wiltdermuth y col., 2001) y el regulador NPR1 

(Nonexpresser of PR genes 1; Wu y col., 2012) son necesarios para la inducción temprana (6 

hpi) de ProDH1 por la vía del SA (Cecchini y col., 2011a). Para corroborar que en esta 

condición de infección ProDH2 no responde al SA analizamos su expresión en mutantes sid2-

2 y npr1-1 infectadas. Las plantas salvajes y mutantes mostraron un nivel similar de 

transcripto de ProDH2 a 24 hpi con este patógeno (Figura 17 A). Lo mismo se observó a 6 hpi 

(no mostrado). Esto indica que a pesar de presentar elementos de respuesta a SA en su 

promotor el gen ProDH2 no responde a esta vía tras la inoculación con Pst-AvrRpm1.  

Para evaluar la regulación de este gen por JA, realizamos infecciones con el patógeno 

necrótrofo B. cinerea que activa especialmente las defensas dependientes de esta hormona. 

Inoculamos las hojas con suspensiones de conidias o vehículo (ver Materiales y Métodos) y 

tomamos muestras a 0, 24 y 48 hpi. A las 48 hpi, detectamos una notable inducción de 

ProDH2, que coincide con la mayor inducción del gen marcador de la vía de JA, PDF1.2 

(Figura 17 B) y con la mayor acumulación de JA que ocurre en los tejidos infectados con este 

patógeno (Liu y col., 2015a).  

JA exógeno y B. cinerea inducen a ProDH2 (Figuras 16 B, 17 B). Considerando que en la 

interacción con Arabidopsis Pst-AvrRpm1 libera coronatina (COR), un compuesto análogo a 

JA-Ile que reprime la vía del SA (Katsir y col., 2008), nos preguntamos si ProDH2 podría ser 

regulado por COR. Para analizar este punto, infectamos plantas Col-0 con una cepa que 

produce COR (Pst DC3000) y una deficiente en su generación (Pst DC3118; Ma y col., 1991). 

La infección con Pst DC3000 indujo la expresión de ProDH2 en las dos concentraciones de 

patógeno aplicadas. Sin embargo, la cepa deficiente en COR desencadenó una respuesta 

menor (Figura 17 C). Esto indica que COR es capaz de regular la expresión de ProDH2 y podría 

ser al menos parcialmente responsable de su inducción durante la infección con Pst. 
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Figura 17. Expresión de ProDH2 en la infección con biótrofos y necrótrofos. Se analiza esta respuesta en 

plantas Col-0, sid2-2 y npr1-1 tratadas con Pst-AvrRpm1 (1x107 ufc ml-1) a 24 hpi (A); plantas salvajes infectadas 

con B. cinerea a 24 y 48 hpi (B); plantas salvajes inoculadas con Pst DC3000 o DC3118 (1x106 y 1x107 ufc ml-1) a 

24 hpi (C); plantas Col-0, jar1-1, Col-5 y coi1-1 expuestas a Pst-AvrRpm1 a 24 hpi (D); y plantas Col-0, jar1-1, Col-

5 y coi1-1 desafiadas con B. cinerea a 48 hpi (E). La determinación se llevó a cabo por sqPCR. GapC y UBQ5 se 

utilizaron como control de carga y PDF1.2 como indicador de activación de la vía de JA. En (E) B indica infección 

con B. cinerea y C control con vehículo del tratamiento. Se muestra un experimento representativo de 2 o 3 

réplicas biológicas. 

 

Además analizamos si en las infecciones con Pst-AvrRpm1 (hemibiótrofo) y B. cinerea 

(necrótrofo) la regulación de ProDH2 depende de la vía canónica de JA que incluye a JAR1 (JA 

responsive 1, que genera la forma bioactiva de JA, JA-Ile) y a COI1 (Coronatin insensitive 1 

receptor de JA-Ile). Para ello, infectamos con estos patógenos a las mutantes jar1-1 y coi1-1 y 

a plantas salvajes de mismo fondo genético (Col-0 y Col-5, respectivamente). En ambos 

tratamientos, las dos mutantes mostraron un nivel de transcripto de ProDH2 similar al de las 

plantas salvajes, por lo que descartamos que JAR1 y COI1 participen de la activación de 

ProDH2 en estos contextos (Figuras 17 D, E).  
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La inducción de ProDH2 por JA exógeno, COR y B. cinerea, y su independencia de la vía 

JAR-COI en tejidos infectados resultó llamativa ya que hasta el momento se conocen pocos 

genes que respondan a JA sin requerir de JAR o COI. Para analizar mejor este aspecto, 

indagamos si JAR y COI eran requeridos para inducir a ProDH2 en respuesta a JA exógeno. El 

tratamiento con meJA indujo menor expresión de ProDH2 en las mutantes jar1-1 y coi1-1 

que en las plantas salvajes (Figuras 18 A, B) indicando que la vía canónica de señalización de 

JA es parcialmente utilizada para activar al gen por la hormona exógena (principalmente JAR1 

y en menor medida COI1). De este modo, ProDH2 responde a JA por vías dependientes e 

independientes de COI-JAR, siendo probablemente regulada por una vía no canónica en 

infección.  

En resumen, el meJA exógeno y la COR liberada en la interacción con Pst DC3000 activan 

a ProDH2 y en la infección con Pst-AvrRpm1 y B. cinerea la vía de JA regularía a ProDH2 de 

manera independiente de JAR y COI.  

 

Figura 18. Dependencia de JAR1 y COI1 en la regulación de ProDH2 por JA exógeno. Expresión de genes ProDH 

en tratamiento con meJA (0,84 μM; 0 y 6 hpt) en plantas Col-0, jar1-1 (C) o Col-5 y coi1-1 (D). meJA, tratamiento 

con JA exógeno, C, control con vehículo del tratamiento. La expresión de Lox2 se utilizó como indicador de 

activación de la vía de JA. La determinación se llevó a cabo por sqPCR y la expresión de GapC se utilizó como 

control de carga. Se muestra un experimento representativo de 3 réplicas biológicas. 

 

3.3.1.3 ProDH1 en tejidos infectados 

Conocíamos que en la infección tardía con Pst-AvrRpm1 (24 hpi) ProDH1 mantiene cierta 

inducción en mutantes sid2-2 y npr1-1 (Cecchini y col., 2011a). Fue llamativo detectar que en 

la infección con B. cinerea, ProDH1 también se induce (Figura 17 B). Su promotor contiene 

elementos de respuesta a JA y dado que esta hormona también se genera en la infección con 

Pst avirulenta (De Vos y col., 2005), especulamos que ProDH1 podría responder a la vía de JA 
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en fases avanzadas de la infección con Pst-AvrRpm1. Para examinar este punto, comparamos 

los niveles de transcripto de ProDH1 en plantas jar1-1 y Col-0 a 24 hpi. El nivel de expresión 

de ProDH1 fue claramente inferior en la mutante jar1-1 que en la planta Col-0, avalando 

nuestra hipótesis (Figura 19 A). 

 

 

Figura 19. Expresión de ProDH1 dependiente de JA y SA. Se analiza la expresión de ProDH1 en plantas Col-0 y 

jar1-1 infectadas con Pst-AvrRpm1 (1x107 ufc ml-1) a 24 hpi (A); así como en plantas transgénicas Dex:HopX1 

tratadas inicialmente con DMSO (-; vehículo) o Dex (+; 5μM) por 24 h y luego con H2O (-) o SA (+;1 mM) por 24 

adicionales (B). (C) Esquema de activación de vía de JA por HopX1. Este efector induce la degradación de 

proteínas JAZ que actúan como inhibidoras de la expresión de genes de respuesta a JA. La degradación de JAZs 

por HopX1 respondería a la actividad proteasa del efector. La expresión génica se analizó por sqPCR, incluyendo 

a GapC como control de carga y a PR1 como marcador de activación de la vía de SA. Se muestra un experimento 

representativo de 3 réplicas biológicas. 

 

Considerando que ProDH1 no responde al tratamiento con meJA exógeno (Figura 16 B), 

su activación en condiciones de infección podría depender de la intercomunicación entre las 

vías de SA y JA. Pusimos a prueba esta hipótesis, utilizando un sistema que nos permite 

estudiar la interacción de ambas vías. Para ello, trabajamos con plantas transgénicas que 

expresan al gen de Pseudomonas syringae pv tabaci, HopX1, de manera inducible por 

dexametasona (Dex). HopX1 degrada proteínas inhibidoras de la vía de JA (proteínas JAZ) y 

así activa esta ruta (Figura 19 C; Gimenez-Ibanez y col., 2014). Consecuentemente, en 

respuesta a tratamiento con SA exógeno la expresión de HopX1 reduce la inducción de genes 

que responden esta hormona, tales como la del gen marcador PR1 (Figura 19 B). Utilizamos 

este sistema para analizar el nivel de transcripto de ProDH1. Luego de corroborar que SA 
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activa a este gen (Figura 19 B) evaluamos si este efecto persiste en presencia de HopX1. Al 

inducir a HopX1 por tratamiento con Dex (activación de vía de JA), se anuló el efecto positivo 

de SA sobre la ProDH1, de manera similar a lo detectado para PR1 (Figura 19 B). Esto indica 

que el o los factores que activa ProDH1 en infección con Pst-AvrRpm1, son dependientes de 

la interacción de las vías de SA y JA. Algo similar podría también manifestarse durante la 

exposición a B. cinerea, donde los niveles de SA también aumentan durante la infección. Esto 

sugiere que el balance SA/JA puede ser determinante de la activación de ProDH1 en los 

tejidos inoculados con patógenos. 

 

3.4 Respuesta a patógenos necrótrofos 

Habiendo observado que ambos genes ProDH se inducen en la infección con B. cinerea, 

consideramos importante analizar sus contribuciones relativas a las defensas contra ese 

microorganismo. Para ello, examinamos la susceptibilidad de plantas simples mutantes 

prodh1-3 y prodh2-2 a este hongo.  

El proceso de infección de Botrytis es más complejo que el bacteriano ya que involucra la 

diferenciación de estructuras infectivas del hongo y el establecimiento de interacciones 

especiales con la planta (Figura 20 A). Los conidios al alcanzar la superficie de la hoja, se 

hidratan, comienzan a formar el tubo germinal alrededor de 6 hpi. Posteriormente se 

desarrollan las hifas y los apresorios que se utilizan para penetrar la superficie foliar. En este 

proceso, el hongo libera factores de virulencia que favorecen su proliferación y 

desencadenan la muerte del vegetal estableciendo una lesión primaria, cuyo primer síntoma 

es el oscurecimiento por debajo del punto de infección visible alrededor de 24 hpi. Luego, el 

hongo se propaga produciendo la maceración de los tejidos y una lesión necrótica que se 

hace evidente hacia las 36 hpi (Van Kan y col., 2006; Choquer y col., 2007; Windram y col., 

2012). El ácido oxálico (AO) es un factor de virulencia de Botrytis y otros hongos necrótrofos, 

cuya presencia en tejidos infectados se detecta por la formación cristales de morfología 

característica (Prins y col., 2000). Cepas de B. cinerea incapaces de producir OA son no 

patogénicas por lo que este componente es crucial para el proceso infectivo (Kunz y col., 

2006). Además, el número de cristales de OA aumenta con el avance de la infección por lo 

que este marcador informa sobre la progresión de la enfermedad (Uloth y col., 2015).  
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Figura 20. Desarrollo de B. cinerea en mutantes prodh1 y prodh2. (A) Etapas de infección del hongo en base a 
imágenes de microscopía óptica de campo claro. (B) Desarrollo micelial en hojas de Col-0, prodh1-3 y prodh2-2 
detectado por tinción con azul de tripano a 24 y 30 hpi. La inoculación se realizó en tres sitios con 5 μl de 1x10

4
 

conidios/ml (círculos). A 48 hpi se observa la lesión macroscópica con 1x10
3 

(arriba) o 1x10
4
 (debajo) 

conidios/ml. (B) Área micelial a 24 y 30 hpi cuantificada con el programa ImageJ a partir de imágenes similares a 
las mostradas en B para inoculación de 1x10

4
 conidios/ml. En B y C se muestra un ensayo representativo de 4 

experimentos independientes, donde los valores indican la media ± error estándar de 9 puntos de infección de 
3 hojas de 3 plantas. (*) diferencias significativas entre plantas con p< 0,05 según prueba de t-test. (C) 
Frecuencia de sitios de infección que contienen al menos un cristal de OA a 30 y 48 hpi en hojas tratadas con 
1x103 conidios/ml. Diferentes letras indican diferencias significativas entre muestras (p< 0,05 según prueba de 
Chi-cuadrado). Se muestra un ensayo representativo de 4 experimentos independientes. (D) Número de 
cristales por sitio a 48 hpi con 1x104 conidios/ml. (E) Intervalos con menos de 10, entre 10 y 50 o más de 50 
cristales para el análisis de 4 experimentos independientes (18-21 puntos de infección de 7 hojas de al menos 3 
plantas por muestra). Los valores de prodh2-2 son significativamente distintos de las otras dos plantas con un 
p< 0,05 según prueba de Chi-cuadrado. 
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En nuestros estudios utilizamos una cepa de B. cinerea (B05.10) que evade las defensas 

de Arabidopsis y tiene alta virulencia en esta planta. Esta cepa fue utilizada para desafiar 

plantas salvajes y mutantes, prodh1-3 y prodh2-2. Luego de 24, 36 y 48 h recolectamos hojas 

infectadas para analizar el avance de la infección (Figura 20 A) y cuantificar el área de 

crecimiento micelial por tinción con azul de tripano y análisis de imágenes con el programa 

ImageJ (Figuras 20 B, C). Observamos que en fases tempranas de infección (24 hpi) la 

expansión del micelio fue significativamente mayor en la mutante prodh2-2. A las 36 hpi 

prodh1-3 también mostró mayor susceptibilidad que la planta salvaje. Posteriormente (48 

hpi), el área micelial fue similar en plantas mutantes y salvajes (Figura 20 B).  

Al cuantificar los cristales de OA por microscopía óptica en hojas teñidas con azul de 

tripano, también observamos diferencias entre las mutantes y la planta salvaje. Por un lado, 

analizamos la cantidad de sitios que presentaban al menos un cristal, respecto del total de 

sitios inoculados con el patógeno. A las 36 hpi, la frecuencia de sitios con cristales fue 

superior en la mutante prodh2-2 (9/17 sitios) que en la planta Col-0 (2/17 sitios). En 

contraste, en la mutante prodh1-3 se detectó un valor intermedio (5/17 sitios) sin diferencias 

significativas con las otras dos plantas (Figura 20 D). A las 48 hpi casi la totalidad de sitios de 

las tres plantas presentaban cristales (19/21, 20/21 y 16/21 sitios en prodh2-2, prodh1-3 y 

Col-0, respectivamente), algo esperado para la infección con una cepa virulenta. Sin 

embargo, aún en esta fase de infección, la abundancia de cristales no fue igual en todas las 

plantas. Cuantificamos el número total de cristales por sitio y determinamos los siguientes 

rangos: sitios con menos de 10, entre 10 y 50 o más de 50 cristales. Con este análisis 

detectamos que la mutante prodh2-2 presentaba el 53 % de sitios de inoculación con más de 

50 cristales mientras que las plantas Col-0 y prodh1-3 presentaban solo el 28 y 32 % de sitios 

en ese rango, respectivamente (Figura 20 E).  

Estos resultados indican que la infección fúngica progresa más rápidamente en la 

mutante prodh2-2, que en las otras dos plantas. Además, prodh1-3 muestra una tendencia a 

ser más susceptible que la planta salvaje. De este modo, ProDH2 cumpliría un rol más 

relevante que ProDH1 en la defensa temprana contra una cepa adaptada de B. cinerea. Esta 

es la primera condición en la que se observa que esta isoforma es preponderante respecto a 

ProDH1. Por un lado, es llamativo que ProDH genere defensas contra un necrótrofo siendo 
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que participa en la generación de ROS y muerte celular de HR. Además, es interesante que 

ambas isoformas ProDH sean necesarias para las defensas contra patógenos con estilos de 

vida opuestos (biótrofos y necrótrofos) sugiriendo que estas isoformas cumplirían funciones 

variables según el patógeno al que se expone la planta.  

 

3.5 Inter-regulación entre ProDH1 y ProDH2 

Los resultados anteriores sugieren que en ausencia de una isoforma de ProDH la 

restante podría tener un efecto compensatorio. Para evaluar esta posibilidad analizamos si la 

expresión de ProDH1 se altera en ausencia de ProDH2 y viceversa. Comparamos la expresión 

de cada gen en plantas salvajes y mutantes prodh1-3 y prodh2-2 por estudios de qPCR. 

Inicialmente, corroboramos que las mutantes prodh1-3 y prodh2-2 son nulas ya que 

muestran niveles indetectables de transcriptos. En condición basal (sin tratamiento), ProDH1 

mostró mayor expresión en la mutante prodh2-2 que en la planta salvaje (4,5 veces), 

sugiriendo que su regulación transcripcional es sensible a ProDH2 (Figura 21 A). En contraste, 

la expresión de ProDH2 fue similar en la planta prodh1-3 y Col-0. Esto sugiere un efecto 

compensatorio de ProDH1 sobre la carencia de ProDH2, que no se detecta en la condición 

recíproca. 

A continuación, evaluamos la expresión de estos genes en plantas salvajes y mutantes a 

24 hpi con Pst-AvrRpm1, expresando estos valores en forma relativa a los de la condición 

basal de la planta Col-0 (Figura 21 B). Observamos que la inducción de ProDH1 en tejidos 

infectados era similar en la planta salvaje y la mutante prodh2-2 (960 y 1200 veces de cambio 

respecto al nivel basal de Col-0, respectivamente). Por el contrario, la expresión de ProDH2 a 

24 hpi era significativamente inferior en la mutante prodh1-3 que en la planta salvaje (800 y 

1800 veces de inducción en relación al nivel basal, respectivamente). Esto indica que ProDH2 

requiere de ProDH1 para lograr su óptima activación en respuesta a Pst-AvrRpm1. 
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Figura 21. Expresión de ProDH1 y ProDH2 en mutantes prodh1 y prodh2. Transcriptos de genes ProDH1 y 

ProDH2 cuantificados por qRT-PCR en plantas Col-0, prodh1-3 y prodh2-2 en condición basal (A), y en infección 

con Pst-AvrRpm1 (24 hpi con 1x10
7
 ufc ml

-1
) (B), o B. cinerea (48 hpi con 1x10

5
 conidios/ml depositados en 6 

sitios de la hoja) (C). (D) Expresión de ProDH2 y AOX1a en discos de hoja de plantas Col-0 y prodh1-3 tratados 

con AA (10 μM) por 4h. Los valores se determinaron con el método ∆∆CT relativo al valor de Col-0 sin tratar (0 

hpi) (A,B,C) o de muestras no tratadas (D). Los valores representan la media ± error estándar de 3 réplicas 

técnicas. UBQ5 fue utilizado como control endógeno. En cada caso, se muestra un experimento representativo 

de 3 réplicas biológicas independientes. Diferentes letras indican diferencias significativas entre las muestras 

con p< 0,05 en A,B,C o p< 0,01 en D, según t-test.  
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Realizamos el mismo análisis en plantas Col-0, prodh1-3 y prodh2-2 infectadas con B. 

cinerea (Figura 21 C). Al igual que en la infección de Pst-AvrRpm1, ProDH1 se indujo en los 

tejidos infectados de manera similar en plantas salvajes y mutantes prodh2-2 (7,9 y 8,6 veces 

relativo al nivel basal de Col-0, respectivamente). En cambio, ProDH2 mostró menor 

inducción en la mutante prodh1-3 infectada respecto a la planta salvaje infectada (5,4 y 16,8 

veces de cambio, respectivamente). Entonces, en la infección con B. cinerea ProDH2 también 

requiere de ProDH1 para lograr su máxima expresión. 

Estos resultados indican que en condición basal ProDH1 presenta una regulación 

negativa por ProDH2, pero esto no se manifiesta en patogénesis. A su vez, ProDH2 requiere 

de la presencia de ProDH1 para alcanzar el nivel de inducción de la planta salvaje, tanto en 

infección con Pst-AvrRpm1 como con B. cinerea. 

Por último, realizamos un ensayo que contribuye a evaluar la regulación entre los genes 

ProDH en infección. El mismo analiza si un incremento de ROS mitocondrial podría inducir la 

expresión de ProDH2 en forma dependiente de ProDH1, considerando que ProDH afecta la 

generación de ROS en tejidos vegetales infectados, y la enzima produce ROS mitocondrial en 

animales. Para ello, tratamos discos de hoja de plantas Col-0 y prodh1-3 con el inhibidor de la 

mETC antimicina A (AA; 10 μM) por 4 h. Como era esperado, este tratamiento produjo 

acumulación de ROS mitocondrial (Figura 21 D) e indujo la expresión del gen codificante de la 

oxidasa alternativa mitocondrial (AOX1a), un marcador de alteraciones redox de esta 

organela. Detectamos que la generación de ROS mitocondrial por AA induce a ProDH2 en la 

planta salvaje, pero no en la mutante prodh1-3. Esto indica que la inducción de ProDH2 por 

ROS mitocondrial depende de ProDH1. Especulamos que algo análogo podría ocurrir en 

infección y consideramos que este hallazgo podría resultar clave para analizar en un futuro el 

mecanismo por el que ProDH1 regula transcripcionalmente a ProDH2.  
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CAPÍTULO II: 

COORDINACIÓN DEL CATABOLISMO Y SÍNTESIS DE PROLINA EN ESTRÉS  
 

Numerosos estreses cursan con acumulación de Pro por inducción de genes de síntesis y 

represión de genes del catabolismo. Además, es común que en la fase de recuperación los 

tejidos foliares estimulen el consumo de la Pro acumulada (Verslues y Sharma, 2010). La 

coordinación temporal y espacial del anabolismo y catabolismo de Pro parece cumplir un rol 

importante en la tolerancia a estreses abióticos. A nivel espacial Pro se sintetiza en tejidos 

fuente como hojas y se transporta a otros que actúan como sumidero como las raíces. 

Concomitantemente, transporta poder reductor y energía en ese proceso (Sharma y col., 

2011).  

Bajo estrés biótico se observan respuestas inversas ya que inicialmente se induce el 

catabolismo y luego la síntesis de Pro. En la HR generada por la infección de Pst-AvrRpm1, 

ProDH se activa en la fase inicial (Fase I; 6 hpi) participando en la generación de ROS y se 

mantiene activada hasta la fase III (72 hpi) en el cual se estimula el anabolismo coincidiendo 

con el establecimiento de la muerte celular y el aumento de Pro. A nivel espacial ProDH se 

induce en el centro de la lesión mientras que los genes de síntesis se inducen tanto allí como 

en el borde (Checchini y col., 2011a; Senthil-Kumar y Mysore, 2012). Esto sugiere una 

regulación espacio-temporal particular que no depende simplemente del contenido de Pro.  

El catabolismo y la síntesis podrían estar coordinados en la HR de distintas maneras y así 

desencadenar distintos efectos. Entre ellos, el transporte de poder reductor desde tejidos 

sanos hacia el sitio de la infección (Sharma y col., 2011), la generación de ATP y ROS (Cecchini 

y col., 2011a; Senthil-Kumar y Mysore, 2012; Servet y col., 2012; Ben Rejeb y col., 2014), o el 

incremento de metabolitos tóxicos (P5C) (Deuschle y col., 2004). P5CDH es importante en 

esta regulación porque sería determinante para la acumulación de P5C (Deuschle y col., 

2004), la ocurrencia del ciclo Pro/P5C (ciclo corto) sugerido como generador de ROS o del 

ciclo Pro/Glu (ciclo largo) que transporta poder reductor entre citosol y mitocondria. Es por 

esto que decidimos analizar cómo se coordina el catabolismo de Pro con su síntesis en HR. 

Este capítulo evalúa el efecto de ProDH sobre la síntesis de Pro en dos condiciones de estrés 

(infección con Pst-AvrRpm1 y tratamiento con Pro exógena) y la participación de P5CDH en 

selección de las vías de síntesis (vía de Glu o vía de Orn). 
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4. 1 Síntesis de Pro en infección con Pst-AvrRpm1 

 

4. 1.1 Acumulación de Pro en mutantes prodh 

Para investigar si el catabolismo y la síntesis de Pro están coordinados en la HR, 

inicialmente analizamos si ProDH promueve la acumulación tardía del aminoácido. Para ello, 

cuantificamos su contenido en hojas de plantas salvajes, mutantes prodh1-2, prodh1-3, 

prodh1-4 y prodh2-2 y líneas silenciadas siPD U9, siPD B8 a las 0 y 72 hpi con Pst-AvrRpm1. Si 

no existiera esta coordinación, los niveles de Pro en infección serían iguales o mayores en las 

plantas mutantes/silenciadas que en las salvajes.  

A 72 hpi las plantas Col-0 aumentaron 2,6-3,0 veces el nivel de Pro respecto al nivel basal 

(Figuras 22 A, B). Por su parte, las simples mutantes no alcanzaron ese nivel de aumento, el 

cual fue de 1,47 (prodh1-2), 1,44 (prodh1-3), 1,63 (prodh1-4) y de 2 veces (prodh2-2). Las 

líneas silenciadas siPD U9 y siPD B8, prácticamente no acumularon Pro en infección (1,3 y 1,1 

veces de aumento, respectivamente) (Figura 22 B). Estos resultados indican que ambas 

ProDH desencadenan el incremento de Pro que ocurre en la fase III de la HR y ProDH1 sería 

preponderante en esta función. 

Por otra parte, la necrosis de lesión de HR fue más marcada en la planta salvaje. En las 

mutantes esta lesión mostró bordes cloróticos más extensos, y en las plantas silenciadas tuvo 

un menor tamaño y desarrollo (Figura 22 C).  

 

4.1.2 Acumulación de Pro en fase III de HR en plantas salvajes y p5cdh 

Habiendo observado que ProDH afecta la acumulación tardía de Pro en HR, analizamos si 

este efecto requiere de P5CDH. Utilizamos una mutante nula p5cdh y en ella cuantificamos el 

contenido de Pro a 0 y 72 hpi con Pst-AvrRpm1 mediante HPLC. En la fase tardía de la 

infección, las plantas mutantes y salvajes incrementaron el contenido de Pro de manera 

similar (Tabla II; Figura 23 A). Esto indica que la falta de P5CDH no impide la acumulación de 

Pro que ocurre en la fase III de la HR. Cabe notar que los niveles basales de Pro son mayores 

en la mutante pero esto no parece afectar el fenotipo de HR (Tabla II; Monteoliva y col., 

2014). 
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 Figura 22. Contenido de Pro en plantas salvajes y deficientes en ProDH infectadas con Pst-AvrRpm1. Se 

grafican los niveles del aminoácido en cada muestra (arriba) y las veces de cambio en infección con Pst-

AvrRpm1 (72/0 hpi) (abajo) en plantas Col-0, prodh1-3, prodh2-2 (A), prodh1-2, prodh1-4, silenciadas siPD U9 y 

siPD U8 (B). El contenido de Pro se cuantificó por colorimetría y se indica en μmol/g de peso fresco. Se presenta 

un ensayo representativo de 2 experimentos biológicos; los datos representan media ± desvío estándar de 3 

hojas de 3 plantas. (*) y (**) diferencias significativas con p< 0,05 o p< 0,01 respectivamente, según t-test, entre 

el contenido de Pro a 72 y 0 hpi. (C) Fotos representativas del desarrollo de la lesión de HR a 72 hpi en las 

distintas plantas.  

 

Como se mencionó, ProDH se acopla a P5CDH al inicio de la HR y posteriormente se 

desacopla de esta enzima (Monteoliva y col., 2014). En una u otra condición, ProDH podría 

estimular distintas vías de síntesis de Pro y consecuentemente desencadenar diferentes 

alteraciones metabólicas. Observamos que a 72 hpi con Pst-AvrRpm1 los genes ProDH1 y 

ProDH2 se inducen normalmente en la planta p5cdh (Figura 23 B). En lo que respecta a los 

genes de síntesis, los transcriptos de P5CS aumentaron en la planta salvaje pero se redujeron 
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en p5cdh. Por otro lado, ambas plantas activaron la expresión de OAT, y reprimieron 

levemente la de P5CR. Esto indica que en el contexto de la infección P5CDH afecta la 

expresión de los genes P5CS, pero no la del gen OAT. Este resultado fue sorprendente dado 

que P5CDH no cataliza un paso limitante del catabolismo de Pro. 

 

 Col-0 p5cdh 

nmol/ 
g PF 

0 hpi 72 hpi 0 hpi 72 hpi 

Pro 151 ± 19a 305 ± 32b 204 ± 20a 457 ± 89b 

Orn 18 ± 3a 64 ± 12b 19 ± 3a 70 ± 20b 

Glu 978 ± 21a 516 ± 70b 1087 ± 147a 681 ± 27b 

 

Tabla II. Contenido de Pro, Orn y Glu en plantas Col-0 y p5cdh infectadas con Pst-AvrRpm1. Hojas de plantas 

salvajes y mutantes, sanas (0 hpi) e infectadas con Pst-AvrRpm1 (1x107 UFC ml-1) a 72 hpi, fueron utilizadas para 

cuantificar los aminoácidos por HPLC. a y b indican diferencias significativas entre tratamientos para cada planta 

(p< 0,05 según t-test). Los valores se expresan como nmol/g de peso fresco. Los valores representan la media ± 

desvío estándar de 5-6 experimentos independientes. En cada muestra se utilizaron 3 hojas derivadas de 3 

plantas independientes.  

 

 

 
Figura 23. Cambios en el metabolismo de Pro en plantas Col-0 y p5cdh infectadas con Pst-AvrRpm1. 

Incremento de Pro a 72 hpi respecto a la condición basal (A) y transcriptos de ProDH1, ProDH2, P5CDH, P5CS1-

2, P5CR y OAT a 0 y 72 hpi (B). En B el gen GapC se utilizó como control de carga. Se muestra un ensayo 

representativo de 3 experimentos independientes. (C) Cambios en el contenido de Orn y Glu a 72 hpi respecto a 

la condición basal. La determinación de veces de cambio de A y C se realizó en base a datos de Tabla II. 

 

Mediante ensayos de HPLC cuantificamos a los precursores de Pro (Glu y Orn) y 

determinamos sus alteraciones en infección. El nivel de Glu disminuyó un 40 a 50 % y el de 

Orn aumentó 3,6 veces en ambas plantas (Tabla II, Figura 23 C). Entonces, en infección, 



RESULTADOS   80 
 

 

P5CDH afecta a la activación transcripcional de P5CS sin alterar el contenido de los 

precursores de síntesis. De esta manera como OAT se induce en p5cdh, que Orn varíe de 

manera similar a Col-0 no llama la atención. Respecto a Glu, el contenido de este metabolito 

es altamente regulado por varias vías metabólicas, lo que explicaría la falta de variación en 

p5cdh. 

Los resultados obtenidos indican que OAT cumple un rol relevante en la síntesis de Pro 

durante fase tardía de la HR. Esta es una función novedosa tanto por el estadio de la planta 

(adulta) como por la condición (estrés biótico) en la que se presenta, ya que se la había 

asociado a la síntesis de Pro en plántulas bajo estrés salino. 

 

 4.1.3 Síntesis y transporte 

En condiciones de bajo potencial hídrico, la síntesis y catabolismo de Pro pueden llevarse 

a cabo en tejidos distintos, transportándose el aminoácido desde la parte aérea (tejidos 

fuente), hacia la raíz (sumidero) (Sharma y col., 2011). Del mismo modo la Pro que se 

acumula en los tejidos infectados podría derivar de tejidos sanos, especialmente en las 

plantas p5cdh que reducen la expresión de genes P5CS1/2. Para analizar esta hipótesis 

comparamos los niveles de Pro en hojas infectadas con Pst-AvrRpm1, que se mantuvieron ya 

sea unidas a la planta o cortadas. En el segundo caso incubamos los pecíolos en agua para 

evitar la desecación. Los estudios se realizaron en paralelo con plantas Col-0 y p5cdh.   

La HR se desarrolló de manera similar en ambas condiciones (hojas unidas o cortadas) en 

ambas plantas (Col-0 y p5cdh) (Figura 24 A). Las hojas escindidas inoculadas con el vehículo 

presentaron mayor contenido de Pro respecto a la condición basal (Figura 24 B) pero esto no 

se manifestó en hojas mantenidas en la planta con el mismo tratamiento (no mostrado). Esta 

observación podría indicar cierto grado de estrés en las hojas cortadas, aunque visualmente 

no se observaron síntomas (Figura 24 A). Aún bajo esta condición, la acumulación de Pro tras 

72 hpi con Pst-AvrRpm1 relativa al tratamiento con el vehículo, fue similar para hojas unidas 

o separadas de las plantas Col-0 (1,85 y 2,02 respectivamente) y p5cdh (1,80 y 1,97 

respectivamente; Figura 24 C). Esta observación indica que la síntesis de Pro se produce en el 

tejido infectado y estos tejidos generan Pro que se acumula durante la fase III de la HR sin 

requerir del transporte desde tejidos sanos.  
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Figura 24. Origen de la Pro acumulada en plantas Col-0 y p5cdh infectadas con Pst-AvrRpm1. (A) Lesión de HR 

en hojas infiltradas con vehículo (control) o Pst-AvrRpm1 (1x107 ufc ml-1) a 72 hpi, mantenidas en la planta 

(unidas) o cortadas (separadas). (B) Cuantificación de Pro en muestras sin tratamiento (0 hpi), o escindidas e 

infiltradas con vehículo (control) o con Pst-AvrRpm1 y luego mantenidas en agua por 72 h. Los valores 

representan la media ± desvío estándar de 2 réplicas biológicas independientes (3 hojas de 3 plantas por 

muestra). (C) Cambio en el contenido de Pro (infectada/control a 72 hpt) en hojas unidas o separadas de la 

planta en base a datos de 2 experimentos independientes.  

 

4.2 Efecto de ProDH sobre la síntesis de Pro bajo otra condición de estrés 

Habiendo observado que la falta de ProDH afecta la activación de la síntesis de Pro en la 

fase III de la HR, procedimos a analizar si esto también ocurre bajo una condición de estrés 

abiótico. Para ello, aplicamos Pro exógena para inducir la expresión de ProDH y activar el 

consumo de Pro (Kiyosue y col., 1996; Nakashima y col., 1998; Satoh y col., 2002; Funck y 

col., 2010; Sharma y Verslues, 2010). Entonces evaluamos el comportamiento de los genes 

de síntesis P5CS y OAT. En estos ensayos utilizamos hojas cortadas en lugar de plántulas, para 

restringir el análisis a un único órgano vegetal y evitar efectos asociados al transporte del 

aminoácido. En este contexto, estudiamos a las plantas salvaje y p5cdh. 

Inicialmente seleccionamos un tratamiento con Pro exógena que no fuese nocivo. Para 

ello, suministramos por pecíolo distintas concentraciones de Pro (0, 50, 100, 150 mM) por 24 

h y analizamos muerte celular por tinción con azul de tripano (Figura 25 A). La solución de 

Pro 50 mM no resultó tóxica. Por el contrario, el suministro de Pro 100 y 150 mM generó 

muerte perivascular en hojas de plantas Col-0. Como las hojas de p5cdh sólo manifestaron 

muerte frente a la mayor concentración de Pro (150 mM), quisimos descartar que las mismas 

no presentaran una menor capacidad para captar al aminoácido de la solución. Para ello, 

incubamos las hojas en 300 μl de 20 o 50 mM Pro y tomamos alícuotas de 10 μl de estas 

soluciones a tiempo inicial y a 2, 6, 10 y 24 hpt para determinar en ellas la concentración de 
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Pro. Tras cuantificar el contenido del aminoácido por colorimetría, detectamos que Pro no 

varió su concentración a lo largo del tratamiento (20.2 ± 0,2 para solución 20 mM o 49.9 ± 

1.9 mM Pro para solución 50 mM). Por otra parte, medimos el volumen de cada tubo a los 

mismos tiempos para hojas Col-0 y p5cdh incubadas en 20 y 50 mM Pro y obtuvimos valores 

similares para una misma concentración y tiempo (Figura 25 B). Es decir, los genotipos no 

mostraron diferencias en la captación de Pro. Estimando el peso promedio de una hoja en 30 

mg, detectamos que cada hoja captaría alrededor de 400 o 900 nmoles de Pro a 24 hpt con 

las soluciones de 20 o 50 mM, respectivamente (Figura 25 B). 

 

 
Figura 25. Toxicidad y captación de Pro en hojas Col-0 y p5cdh cortadas. (A) Muerte celular de hojas incubadas 

en agua o soluciones 50, 100 o 150 mM Pro por 24 h, determinada por tinción con azul de tripano. (B) Volumen 

de solución a tiempo inicial y a 2, 6, 10 y 24 h luego de incubación de hojas Col-0 o p5cdh en 300 μl de Pro 20 o 

50 mM. Los valores representan la media ± desvío estándar de 2 experimentos con 4 hojas cada uno. Se indica 

los valores totales de Pro en los tubos a 0, 6, y 24 hpt. 

 

Una vez realizados estos controles sobre el sistema, analizamos si la inducción de ProDH 

por Pro exógena estimula a las vías de síntesis. El diseño experimental utilizado se describe 

en la Figura 26 A y consistió en colocar las hojas Col-0 y p5cdh en tubos con soluciones 20 o 

50 mM Pro por 24 h (muestras P-24h). Luego de ese período, las hojas se retiraron y 

colocaron en cámara húmeda sin suministro de Pro para impedir su desecación. Durante este 

período (de recuperación) se tomaron muestras a distintos tiempos 4, 6 y 24 h (muestras R-

4h, R-6h y R-24h, respectivamente). Se espera que en esta etapa se consuma la Pro 

administrada. 
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4.2.1 Contenido de Pro  

Inicialmente analizamos el contenido de Pro en condición basal y en muestras P-24h, R-

4h y R-6h por espectrofotometría. Como era de esperar detectamos mayores niveles del 

aminoácido en tratamientos con la solución más concentrada (50 mM Pro) (Figuras 26 B, C). 

  
Figura 26. Tratamientos con Pro exógena de hojas de plantas Col-0 y p5cdh. (A) Diseño experimental que 

incluye la incubación de hojas en solución de Pro por 24 h (P-24h, barra gruesa) y la posterior recuperación en 

medio libre de Pro (barra fina) periodo en que se tomaron muestras a 4, 6 y 24 h (R-4h, R-6h y R-24h). El 

contenido de Pro se determinó en condición basal, P-24, R-4h y R-6h para tratamientos con solución 20 mM (B) 

o 50 mM (C) en hojas de plantas Col-0 y p5cdh. En B, C Pro se cuantificó por espectrofotometría. Se muestra un 

ensayo representativo de 3 réplicas biológicas. Los valores representan la media ± desvío estándar de 3 hojas de 

3 plantas independientes por tiempo. En todos los casos se detectaron diferencias significativas respecto a la 

condición basal con p< 0,001 según t-test. (D) Alteración del contenido de Pro a P-24h, R-6h y R-24h respecto al 

nivel basal, determinada por HPLC. Relaciones obtenidas de datos de Tabla III.  
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En hojas Col-0, detectamos un aumento de Pro a P-24h seguida de una reducción en la 

fase de recuperación, lo que indicó su consumo en la segunda etapa. En hojas p5cdh, el 

incremento de Pro a P-24h fue aproximadamente el doble que el de la planta salvaje y 

sorprendentemente, durante la recuperación el aminoácido continuó aumentando. Para 

confirmar estos resultados y descartar eventuales artificios de la técnica colorimétrica 

cuantificamos el contenido de Pro por HPLC. Muestras de hojas de Col-0 y p5cdh tratadas con 

20 mM Pro fueron analizadas a nivel basal, P-24h, R-6h e incorporamos el análisis a R-24h. A 

partir de los datos obtenidos (Tabla III), determinamos las veces de cambio respecto a los 

niveles basales de cada planta. En Col-0, Pro aumentó 10 veces a P-24h y luego se consumió 

llegando a niveles basales tras 24 h de recuperación. En plantas p5cdh el contenido de Pro 

incrementó 38 veces a P-24h, y en R-24h llegó a un nivel 57 veces superior al basal (Figura 26 

D y Tabla III).  

El aumento de Pro detectado en p5cdh podía ser causado por el incremento de síntesis, 

o la inhibición de ProDH, entre otros. Estas dos posibilidades son analizadas a continuación. 

 

nmol/ 
g PF 

 
Basal P-24h R-6h R-24h 

Col-0 

Pro 125 ± 23a 1400 ± 381b 247 ± 45a 115 ± 16a 

Orn 13 ± 2a 45 ± 8b 26 ± 4ab 31 ± 7ab 

Glu 929 ± 177a 1113 ± 45a 1188 ± 36a 1087 ± 130a 

p5cdh 

Pro 213 ± 44a 8172 ± 823b 9425 ± 1088bc 12113 ± 744c 

Orn 26 ± 5a 76 ± 21ab 119 ± 29ab 177 ± 26b 

Glu 1096 ± 55a 203 ± 26b 473 ± 61c 385 ± 83bc 

  

Tabla III. Contenido de Pro, Orn y Glu en hojas de plantas salvaje y p5cdh tratadas con Pro exógena. 

Determinación por HPLC del contenido de Pro, Orn y Glu en hojas tratadas con 20 mM Pro a P-24h, R-6h y R-

24h. a, b, c indican diferencias significativas entre tratamientos para cada planta (p< 0,05 por ANOVA y test de 

Tukey). Los valores se expresan como nmol/ g de peso fresco y representan la media ± el desvío estándar de 3-6 

experimento independientes. En cada caso, se utilizaron por cada tiempo 3 hojas de 3 plantas independientes.  

 

4.2.2 Catabolismo de Pro 

Para aportar más datos sobre la activación de ProDH por Pro exógena analizamos su 

nivel de expresión génica. En hojas Col-0, ProDH1 y ProDH2 se indujeron a P-24h y luego 

disminuyeron su expresión durante la recuperación, retomando niveles basales a R-6h. Por 
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otra parte, el gen P5CDH se activó a R-4h en este genotipo (Figura 27 A). En la mutante 

p5cdh, ProDH1 y ProDH2 se activaron a P-24h y a diferencia de lo observado en Col-0, 

mantuvieron una expresión elevada hasta R-24h. Esta activación de ProDH en p5cdh fue 

paralela a la acumulación Pro.  

 
Figura 27. Catabolismo de Pro en hojas de plantas Col-0 y p5cdh en tratamiento con Pro exógena (20mM). (A) 

Nivel de transcriptos de ProDH1, ProDH2 y P5CDH en muestras no tratadas (basal), o analizadas a P-24h, R-4h, 

R-6h, y R-24h por sqPCR. GapC se utilizó como control endógeno de carga. (B) Nivel de proteínas ProDH y 

P5CDH en condición basal y P-24h analizado por Western blot. SGR subunidad mayor de Rubisco utilizada como 

control de carga. (C) Actividad ProDH en extractos de hojas a nivel basal, P-24h y R-24h. Los valores se expresan 

en nmol de Pro consumidos por min por mg de proteína total y representan la media ± desvío estándar de 2 

réplicas biológicas. 

 

Además, a P-24h, detectamos la acumulación de la proteína ProDH en ambas plantas y la 

de P5CDH en Col-0 por Western blots (Figura 27 B). También analizamos la actividad ProDH 

durante el tratamiento. Coincidiendo con los resultados anteriores, en Col-0 esta actividad 

aumentó 4,1 veces a P-24h, y luego se redujo a la mitad durante la recuperación (Figura 27 

C). En p5cdh la actividad aumentó 3,7 veces a P-24h y mantuvo un incremento similar (3,3 

veces) hasta R-24h.  

Este conjunto de resultados, confirma que el incremento de Pro que se produce en la 

mutante p5cdh durante la recuperación no responde a una inhibición de ProDH ya que, esta 

enzima se mantiene activada durante todo el tratamiento.  
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4.2.3 Síntesis de Pro 

Finalmente, habiendo demostrado que el tratamiento con Pro exógena activa el 

catabolismo de Pro (ProDH) en plantas salvajes y mutantes p5cdh, analizamos su efecto 

sobre las rutas de síntesis. Para ello evaluamos si, tal como ocurre en patogénesis, los genes 

P5CS y OAT se inducen frente a este tratamiento. Observamos que en Col-0 los transcriptos 

de P5CS1, P5CS2, P5CR y OAT aumentan entre R-6h y R-24h, coincidiendo con la fase donde 

Pro se reduce hasta niveles basales (R-24h; Figura 28 A). Estos datos fueron confirmados por 

qPCR para P-24h y R-24h, tal como se observa en la Figuras 28 B, C, D y E. 

 

 
Figura 28. Anabolismo de Pro en hojas de plantas Col-0 y p5cdh en tratamiento con Pro exógena (20 mM). (A) 

Nivel de transcriptos de genes del anabolismo de Pro (P5CS1, P5CS2, P5CR y OAT) evaluados por sqPCR en 

muestras tomadas a los tiempos indicados. GapC se utilizó como control endógeno de carga. Cuantificación de 

transcriptos de P5CS1 (B), P5CS2 (C), P5CR (D) y OAT (E) por qPCR a P-24h y R-24h relativa al nivel basal según 

Pfaffl, UBQ5 se utilizó como gen endógeno. (*) y (**) diferencias significativas con p< 0,05 o p< 0,01 

respectivamente, según t-test.  

 

En el caso de p5cdh, los genes OAT y P5CR mostraron una inducción sostenida desde 

tiempos más tempranos (P-24h y R-4h, respectivamente) y P5CS2 mantuvo una expresión 

basal durante todo el tratamiento para luego reducirla hacia R-24h. Por su parte, P5CS1 fue 

fuertemente reprimido a lo largo de todo el periodo. Por lo tanto, al igual que en 
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patogénesis, las plantas p5cdh alteran la expresión de los genes P5CS luego de la inducción 

de ProDH. 

Hasta aquí, detectamos que tras la activación de ProDH se inducen los genes de síntesis 

de Pro tanto por la vía de Glu como de Orn. Por esto, cuantificamos estos aminoácidos por 

HPLC, para analizar si varían durante el tratamiento. Utilizamos muestras de condición basal, 

P-24h, R-6h y R-24h y hojas Col-0 y p5cdh (Tabla III) y con los datos obtenidos determinamos 

las veces de cambio de cada compuesto respecto a su nivel basal (Figura 29 A). 

Glu no varió su nivel significativamente a lo largo del tratamiento en la planta Col-0, pero 

a diferencia de lo detectado en la HR, se redujo significativamente (entre 80 y 60 %) en la 

mutante p5cdh. Dado que Glu participa en numerosas vías del metabolismo de aminoácidos, 

esta reducción podría asociarse a falta de síntesis a partir de Pro (falta de P5CDH), su 

conversión en otros derivados (Arg, Asn, Ala, GABA, Gln), o la inhibición de otras vías de 

síntesis por la acumulación de Pro (Forde y Lea, 2007). 

 

 
Figura 29. Precursores de Pro en hojas de plantas Col-0 y p5cdh en tratamiento con Pro exógena (20 mM). (A) 

Veces de cambio en el contenido de Glu y Orn a P-24h, R-6h y R-24h respecto al contenido basal en cada planta. 

Relaciones obtenidas a partir de datos de Tabla III. (B) Nivel de transcripto de ARG1, por qPCR, a P-24h y R-24h 

respecto al nivel de expresión en condición basal según Pfaffl. UBQ5 se utilizó como gen endógeno. (*) 

diferencias significativas con p< 0,05 según t-test. 

 

Por otra parte, el contenido de Orn aumentó a P-24h tanto en las plantas salvajes como 

en la mutante p5cdh (3,5 y 2,9 veces respectivamente). Sin embargo, durante la 

recuperación, su contenido disminuyó en Col-0 (30 a 40 % respecto a P-24h) y aumentó en 

p5cdh (1,5 a 2,3 veces respecto a P-24h), mostrando un comportamiento similar a Pro. Para 

evaluar si este aumento de Orn que se detecta en p5cdh podría deberse a su síntesis a partir 

de arginina (Arg), cuantificamos los transcriptos de ARG1 (Arginasa 1) responsable de esa 

reacción, en esta condición. Aunque no detectamos una relación directa entre la expresión 
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de ARG1 y los niveles de Orn a P-24h, observamos activación del gen a R-24h en ambas 

plantas, coincidiendo con la activación de la síntesis de Pro en la planta Col-0 y el aumento de 

Orn entre P-24h y R-24h en la planta p5cdh (Figuras 28 A, 29 A, B). Posiblemente la 

acumulación de Orn es necesaria para que este aminoácido funcione como sustrato de Pro, 

ya que en todos los casos aquí analizados su contenido se modifica en el mismo sentido que 

el de Pro (Figuras 23 A, C; 26; 29 A).  

En resumen, los resultados descriptos en este capítulo indican que la activación de 

ProDH que ocurre en los tejidos infectados con Pst-AvrRpm1 o tratados con Pro exógena 

termina estimulando la síntesis de Pro a partir de Orn y de Glu. P5CDH es determinante para 

la activación de P5CS, posiblemente respondiendo a los niveles de Pro. Este patrón de 

regulación se conserva al menos en dos condiciones de estrés (biótico y abiótico).  

La planta p5cdh reprime la expresión de P5CS. Sin embargo, esta mutante es capaz de 

acumular Pro tanto durante la HR como ante el tratamiento con Pro exógena. Como OAT se 

induce normalmente en esta planta, esta vía sería la principal responsable de la síntesis de 

Pro. Debido a que esta enzima suministra P5C en la mitocondria, la única alternativa para la 

síntesis es que este compuesto intermediario sea sustrato de P5CR. Al permanecer ProDH 

activa durante estos tratamientos, especulamos que bajo estas condiciones se mantendría 

activado el ciclo corto Pro/P5C. 

A su vez, la regulación de P5CS por P5CDH aquí observada, sugiere que en la planta 

salvaje también se activaría el ciclo largo Pro/Glu durante la fase III de la HR, además del ciclo 

corto Pro/P5C ya descripto (Monteoliva y col., 2014).  
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CAPÍTULO III: 

 POSIBLES MECANISMOS POR LOS QUE PRODH AFECTA PRODUCCIÓN DE ROS 

APOPLÁSTICO 

 

En los capítulos anteriores caracterizamos a ProDH1 y ProDH2 en tejidos infectados con 

patógenos de estilos de vida muy distintos y estudiamos su comportamiento principalmente 

en la HR (ETI) que es desencadenada por reconocimiento del efector AvrRpm1 por la 

proteína R RPM1. En otro estudio del laboratorio describimos que ProDH1 y ProDH2 también 

potencian la defensa basal (PTI) desencadenada por reconocimiento del PAMP flagelina 

(flg22) a través del receptor PRR FLS2. En ambas condiciones ProDH estimula la generación 

de aROS por la NADPH oxidasa de membrana RBOHD. En muchas interacciones con 

patógenos esta enzima es la principal responsable de la síntesis de aROS (O2
-) a expensas del 

consumo de NADPH citosólico (Torres y col., 2002; 2005; Nühse y col., 2007; Zhang y col., 

2007). 

En base a estos antecedentes, nos interesó aportar más evidencias sobre el posible 

mecanismo por el cual ProDH afecta la actividad de RBOHD. Considerando que ProDH se 

localiza en mitocondria y RBOHD en membrana plasmática, la interacción física entre ambas 

no tendría lugar. Así, debe existir un efecto indirecto de la actividad de ProDH que genere 

una respuesta o producto que potencie la actividad de RBOHD. Para estudiar este aspecto 

nos centramos en el modelo de PTI donde analizamos algunos efectos de ProDH sobre el 

receptor FLS2, RBOHD, y el estado redox a nivel citosólico, y/o mitocondrial. En este capítulo, 

se describen algunos sistemas que se implementaron para comenzar a estudiar el 

mecanismo por el cual ProDH potencia la producción de aROS. 

 

5. 1. Efecto de ProDH sobre la generación de aROS de PTI 

El efecto de ProDH1 y ProDH2 sobre la generación de aROS por RBOHD se comprobó 

cuantificando la generación de ROS por esta enzima por el ensayo de luminol. Para ello, 

discos de hojas de plantas salvajes (Col-0) y mutantes prodh1-3 y prodh2-2 fueron expuestos 

a flg22. Junto con la flg22 se incorporó luminol y peroxidasa, esta última permite la reacción 

del H2O2 con el luminol generando emisión de luz. La luminiscencia es indicativa del 

contenido de O2
- generado, y ya se ha establecido que ROBHD es la fuente de ROS en 

respuesta a flg22 (Zhang y col., 2007).  
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Las mutantes prodh1-3 y prodh2-2 presentan una menor producción de aROS, alrededor 

de un 50 y 40 % inferior al de la planta salvaje, respectivamente. Aunque prodh1-3 presenta 

un nivel inferior al de prodh2-2, en varios ensayos realizados la diferencia entre las dos 

mutantes no resultó ser significativa (Figura 30 A). 

 

  5. 2. Efecto de ProDH sobre la expresión de FLS2 y RBOHD 

Como primer paso evaluamos si ProDH aumenta la expresión de los genes FLS2 y/o de 

RBOHD y así potencia el estrés oxidativo. Esta respuesta se produce a tan solo 5 min de 

tratamiento con flg22, por lo que cuantificamos los niveles basales de estos transcriptos en 

las plantas salvajes y mutantes prodh1-3 y prodh2-2. La expresión de RBOHD no se diferenció 

significativamente de la planta salvaje con una tendencia a expresarse más en las mutantes 

(1,35 y 1,45 veces de cambio en prodh1-3 y prodh2-2 que en Col-0, respectivamente) (Figura 

30 B). A su vez, la expresión de FLS2 tampoco mostró variaciones significativas en las 

mutantes respecto a la planta salvaje (1,1 y 1,7 veces de aumento en prodh1-3 y prodh2-2, 

respectivamente) (Figura 30 B). De este modo, la potenciación de la generación de aROS por 

ProDH no depende de una regulación transcripcional a nivel del receptor de la NADPH 

oxidasa. 

 

Figura 30. Producción de aROS y niveles de transcriptos de RBOHD y FLS2 en Col-0, prodh1-3 y prodh2-2. (A) 

Cinética de generación de aROS en discos de hojas tratados con flg22 (300 nM). Los valores (unidades relativas 

de luminiscencia, URL) corresponden a la media ± error estándar de 12 discos derivados de 12 hojas de al 

menos 3 plantas. Se muestra un ensayo representativo de 3 réplicas independientes. (B) Niveles de expresión 

de RBOHD y FLS2. Los valores representan la media ± error estándar de 4 réplicas biológicas cada una 

constituida por 3 hojas de 3 plantas distintas. En el gráfico se representa la expresión relativa a Col-0 calculada 

por el método Pfaffl, utilizando UBQ5 como gen endógeno. No se detectaron diferencias significativas entre las 

muestras (ANOVA). 
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5. 3. Efecto de ProDH sobre el estado redox citosólico 

Algunos estudios han sugerido que el acoplamiento entre la síntesis y el catabolismo de 

Pro podría influir en el estado redox citosólico que mantendría el normal funcionamiento de 

la OPP (Hare y Cress, 1997). Sin embargo, esta conexión no ha sido evaluada hasta el 

momento. ProDH se acopla a P5CR durante el estallido oxidativo de la HR (Monteoliva, y col 

2014), así como, a las vías de síntesis por Orn y Glu durante la última fase de esta respuesta ( 

Capítulo II). De esta manera, la coordinación entre síntesis y catabolismo podría transportar 

de manera constante poder reductor desde el citosol a la mitocondria en los tejidos 

infectados que generan estrés oxidativo. Este transporte podría influir en el estado redox 

citosólico, y a partir de ello potenciar la actividad RBOHD. En este caso, la participación de 

P5CR sería necesaria para estimular la producción de aROS. 

 

5. 3. 1. Participación de P5CR y P5CDH en la generación de aROS 

Analizamos si P5CR es necesaria para la generación de aROS por flg22. Con este fin, 

utilizamos dos mutantes insercionales de T-DNA p5cr1 (Salk_127043) y p5cr2 (Salk_098189) 

previamente caracterizadas a nivel genómico (Figura A4 de Anexo). Estas mutantes son 

hemicigotas (no nulas) ya que las hijas homocigotas son inviables por ser P5CR requerida 

para el desarrollo embrionario (Funck y col., 2012). Aún así, observamos que las mutantes 

p5cr1 como p5cr2 acumularon menores niveles de aROS que la planta salvaje (Figura 31 A). 

Las diferencias entre ambas mutantes pueden asociarse a la posición del T-DNA en cada caso 

(en p5cr1: primer exón, en p5cr2: penúltimo intrón; Figura A4 de Anexo) La cuantificación del 

área bajo la curva de los histogramas mostrados en la Figura 31 A se utiliza para normalizar la 

producción de ROS de las mutantes relativo a la planta Col-0 y así poder comparar distintos 

experimentos. Así detectamos que las muestras de p5cr1 presentan una reducción del 50 % 

en la producción de aROS respecto a la planta Col-0 (Figura 31 B). 

Por otra parte, evaluamos el aporte de P5CDH a la generación de aROS en respuesta a 

flg22, utilizando el ensayo de luminol para la cuantificación. Estas mutantes redujeron los 

niveles de aROS alrededor de un 30 % respecto a la planta salvaje (Figura 31), indicando que 

la falta de P5CDH tiene menos efecto que la de P5CR sobre la producción de aROS. Sin 

embargo, el efecto detectado en la planta p5cdh sugiere que esta enzima favorece la 

actividad de RBOHD durante el tratamiento con flg22. Esto sería consistente con su 
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participación en el ciclo Pro/Glu. Así tanto los ciclos Pro/P5C y Pro/Glu podrían actuar 

conjuntamente durante la HR y potenciar la generación de aROS.  

 

 
 

Figura 31. Producción de aROS por flg22 en plantas Col-0, p5cr1, p5cr2 y p5cdh. (A) Cinética de generación de 

aROS en discos de hojas tratados con flg22 (300 nM). Los valores (unidades relativas de luminiscencia, URL) 

corresponden a la media ± error estándar de 12 discos correspondiente a 12 hojas de al menos 3 plantas 

distintas. Se presenta un ensayo representativo de tres. (B) Niveles de aROS cuantificados como área bajo la 

curva relativizada como porcentaje del valor obtenido en Col-0. Se representa la media ± error estándar de 3 o 9 

ensayos independientes para p5cr1 y p5cdh, respectivamente. (*) y (**) diferencias significativas respecto a la 

planta Col-0 con p< 0,05 o p< 0,01 respectivamente, según t-test. 

 

Estos resultados sugieren que ProDH podrían afectar el estado redox citosólico actuando 

en conjunto con las enzimas de síntesis. Como aproximación para evaluar esta posibilidad 

implementamos dos tipos estudios que son indicadores del estado redox citosólico: 

determinación de actividad G6PDH y translocación de NPR1-GFP al núcleo. Aquí describimos 

los resultados preliminares obtenidos con estos ensayos que deberán ser complementados 

por otros estudios en un futuro para definir el efecto de ProDH sobre el estado redox 

citosólico. Los datos presentados son indicativos de alteraciones en este compartimento 

celular. 

 

5. 3. 2. Actividad G6PDH en mutantes prodh1 y prodh2  

El paso catalizado por la G6PDH es limitante en el desarrollo de la OPP. Esta enzima 

genera NADPH y es reprimida por producto por lo que esta finamente regulada por el 

balance NADPH/NADP+ (Johnson y col., 1972; Lendzian y col., 1980; Williams, 1980). Existen 

seis isoformas de esta enzima en Arabidopsis, dos presentan localización citosólica, y cuatro 
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cloroplástica. Estas se expresan diferencialmente en distintos tejidos. En hojas, la actividad 

de la isoforma citosólica G6PDH5 es preponderante, y se ha detectado en menor medida la 

actividad de una isoforma cloroplástica la cual aún no ha sido identificada. Al igual que otras 

isoformas, G6PDH5 se inhibe por exceso de NADPH (Wakao y Benning, 2005), por lo que la 

medición de su actividad es un buen indicador del estado de oxidación de esta cupla redox. 

Utilizamos extractos totales de hoja para cuantificar la actividad G6PDH en una mezcla 

de reacción que contiene NADP+ y glucosa-6-fosfato. Cuantificamos el NADPH generado por 

espectrofotometría y expresamos la actividad como mmoles de NADPH por min-1 por g 

proteína total-1. Stampfl y col. (2016) describieron que plántulas salvajes expuestas a flg22, 

presentan un incremento de 1,3 veces en la actividad de esta enzima respecto al control. En 

nuestros ensayos con discos de hojas de planta Col-0 tratadas por 15 min con 300 nM flg22, 

detectamos un aumento en la actividad G6PDH de alrededor de 1,6 veces respecto al control 

en algunos casos (Figura 32 A), pero en otros ensayos no observamos dicha inducción. 

 

 

Figura 32. Actividad G6PDH en plantas Col-0, prodh1-3 y prodh2-2. Se informa la actividad enzimática de la 

planta Col-0 en respuesta a flg22 [15 min luego de exposición a flg22 300 nM] expresada en forma relativa al 

tratamiento control con H2O (A). Actividad enzimática en plantas mutantes relativa a Col-0 en estado basal (B) o 

en respuesta a flg22 (C). Se muestra la media ± error estándar de esas 3 réplicas biológicas. (*) y (**) diferencias 

significativas respecto a la planta Col-0 con p< 0,07 o p< 0,01 respectivamente, según t-test.  

 

Al comparar la actividad enzimática basal de plantas salvajes y mutantes prodh 

detectamos de manera consistente importantes reducciones en las mutantes (45 y 40 % en 

prodh1-3 y prodh2-2 respecto a plantas salvajes, respectivamente), presentando la planta 

salvaje una actividad de alrededor de 15 mmoles de NADPH por min-1 por g proteína total-1. 

Estas diferencias se mantuvieron entre las mutantes y la planta salvaje tras el tratamiento 
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con flg22 donde la reducción fue de 35 y 42 % en prodh1-3 y prodh2-2 en relación a la planta 

control, respectivamente (Figura 32 B). Cabe destacar que en estos experimentos con flg22 la 

actividad G6PDH de la planta salvaje no alcanzó una inducción de 1,6 respecto a su condición 

basal, por lo que las diferencias con las mutantes podrían ser incluso mayores.  

Estos resultados indican que la carencia de ProDH reduce la actividad G6PDH siendo 

consistente con que ProDH podría evitar la acumulación del NADPH citosólico, que inhibe a la 

enzima limitante de la OPP.   

 

5.3.3 NPR1-GFP como marcador de estado redox citosólico 

NPR1 es un regulador positivo de las vías defensas contra patógenos biótrofos 

estimuladas por SA. En tejidos no infectados esta proteína se mantiene en estado 

oligomérico en el citosol. En respuesta a SA se reducen los enlaces disulfuro intermoleculares 

por acción de tioredoxinas (TRX-h5 y TRX-h3), y NPR1 desplaza su equilibrio al estado de 

monomérico relocalizándose en el núcleo. La capacidad de NPR1 de migrar al núcleo 

depende de la relación de GSH:GSSG (Mou y col., 2003). A mayor reducción del glutatión, 

mayor nivel de NPR1 en estado monomérico.  

Disponemos de una planta transgénica que expresa NPR1 fusionada al gen reportero 

GFP. Este constructo constituye un buen marcador del estado redox citosólico, habiéndose 

observado que plantas tratadas con inhibidores de la OPP que reducen la relación GSH:GSSG, 

muestran menor migración de NPR1 al núcleo (Mou y col., 2003).  

Utilizamos estas plantas NPR1-GFP para analizar si la falta de actividad ProDH altera la 

translocación de NPR1 al núcleo. Para esto, pre-tratamos discos de hoja con el inhibidor 

competitivo de ProDH thiazolidine-4-carboxylate (T4C; 4 mM por 1 h o agua como control) y 

luego los expusimos a SA (0,5 mM; 2 h). En concentraciones 1 a 5 mM, T4C inhibe a ProDH 

(Monteoliva y col., 2014) y reduce la acumulación de aROS por RBODH sin ser tóxico (Fabro y 

col., 2016). Como control, utilizamos discos pre-tratados con agua y luego expuestos a SA. 

Analizamos la localización subcelular de NPR1-GFP por microscopía confocal y cuantificamos 

el área, la intensidad y el número de núcleos con fluorescencia de GFP (programa Fiji-ImageJ) 

en células oclusivas de los estomas (Figura 33 A). 

No detectamos variaciones en la intensidad ni el área de los núcleos marcados con GFP. 

Sin embargo, el número de núcleos fluorescentes fue inferior en los discos pre-tratados con 

T4C respecto a los pre-tratados únicamente con agua (Figura 33 B). Esto indica que la 
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monomerización de NPR1 es sensible a la actividad ProDH. Algo similar se detecto en plantas 

tratadas con un inhibidor de la actividad OPP, que redujo el nivel de NPR1 monomérica 

(Mou, y col., 2003). Esto refuerza la noción que indicaría que la actividad ProDH altera el 

estado redox citosólico.  

 

 
 

Figura 33. Localización de NPR1-GFP en núcleo de células oclusivas de estomas. (A) Discos de hojas de plantas 

transgénicas 35S:NPR1-GFP, pre-tratadas por 1 h con 4 mM de T4C o H2O y luego con 0,5 mM SA por 2 h fueron 

analizados por microscopía confocal con excitación 488 nm y emisión 510 nm objetivo 20X. (B) Número de 

núcleos de células oclusivas de estomas en las que se detectó fluorescencia de GFP por campo, relativo al 

tratamiento con SA (B). Los valores representan la media ± error estándar de tres experimentos de tres plantas 

distintas con tres fotos por preparado. (**) diferencia significativa de tratamiento SA + T4C respecto al de SA 

con p< 0,01, según t-test. 

 

5. 4. Posible efecto de ProDH a nivel mitocondrial 

Una elevada actividad ProDH podría favorecer la generación de ROS mitocondrial 

(mROS) y así señalizar la actividad de RBOHD. Hasta el momento, no hemos indagado en esta 

posibilidad, no obstante hemos obtenido resultados preliminares que sugieren que las 

mutantes prodh presentarían alteración de la mETC. La inducción en la expresión de Aox1a es 

un sensor de alteraciones redox a nivel mitocondrial y hemos detectado que durante la 

infección con Pst-AvrRpm1 (6 hpi; Figura 34), este gen presenta mayor nivel de expresión en 

hojas de plantas mutantes prodh1-3 y prodh2-2 que en Col-0, coincidiendo con lo observado 

en la Figura 21 D para la mutante prodh1-3 tratada con AA.  

Esto nos sugiere que ProDH podría ser requerida para el mantenimiento de la 

homeostasis de la mETC, estado redox mitocondrial y producción de ATP. Sin embargo, serán 

necesarios más ensayos para determinar la participación de ProDH en la generación de mROS 

y ATP.  
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Figura 34. Expresión de AOX1a en plantas Col-0 y mutantes 

prodh1-3 y prodh2-2. Expresión de Aox1a por sqPCR en hojas a 0 

y 6 hpi con Pst-AvrRpm1. La expresión de GapC se utilizó como 

gen endógeno. Se muestra un ensayo representativo de dos 

réplicas biológicas. 
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Existen dos genes que codifican para ProDH en Arabidopsis de los cuales uno ha sido 

muy poco estudiado y no se le ha descripto una función asociada (ProDH2). Este trabajo de 

tesis se centra en analizar la participación de ambos genes ProDH en las respuestas de 

defensa activadas durante distintas interacciones planta-patógeno, así como los factores que 

regulan la expresión de cada gen y los posibles mecanismos por los cuales ProDH participaría 

en el desarrollo de la inmunidad.   

 

 Defensas contra patógenos con estilos de vida diferentes 

La participación de ProDH en la resistencia contra biótrofos y necrótrofos resultó 

llamativa (Figuras 13; 20; 35). Proponemos que esto podría ser debido a su efecto positivo 

sobre el estrés oxidativo. Este comportamiento sería particular ya que muchos componentes 

que potencian la producción de ROS y consecuentemente la muerte celular de la HR 

restringen la proliferación de patógenos biótrofos, sin promover resistencia contra 

necrótrofos ya que un menor desarrollo de HR desfavorece la capacidad infectiva de estos 

organismos (Govrin y Levine, 2000; Glazebrook, 2005). No obstante, en los últimos años un 

grupo de investigaciones sugiere que el estallido oxidativo también puede generar muerte de 

las conidias de los hongos necrótrofos y estar inicialmente asociado a la resistencia. Esto se 

deduce de estudios con B. cinerea y Sclerotinia sclerotinium, que durante la infección 

temprana promueven condiciones reductoras que aminoran el efecto negativo de los ROS 

producido por el tejido infectado sobre sus hifas. A su vez, en una fase más avanzada de la 

infección, las hifas que sobreviven estimularían un estado oxidativo que favorece la muerte 

de las células de la planta y el crecimiento del micelio. El ácido oxálico (AO) liberado por el 

hongo regularía ambos tipos de alteraciones redox (Cessna y col., 2000; Shlezinger y col., 

2011; William y col., 2011; Simon y col., 2013). En este contexto, nuestros resultados 

sugieren que en la infección temprana con B. cinerea, al igual que en la infección con Pst-

AvrRpm1, ProDH promovería la generación de ROS que desfavorece las fases iniciales de 

infección. Esta hipótesis coincide con la hiper-susceptibilidad de ambas mutantes ProDH a B. 

cinerea en etapas tempranas de la infección, ya que la falta de la enzima favorece el avance 

inicial del hongo. 

Por otra parte, es posible que ProDH cumpla funciones esenciales, por lo que su 

deficiencia, desfavorezca a cualquier respuesta de defensa. En este sentido, ProDH podría 
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afectar el metabolismo mitocondrial básico. Algunas enzimas mitocondriales que participan 

en la respiración son requeridas para inducir defensas contra biótrofos y necrótrofos. Entre 

ellas se encuentra la succinato deshidrogenasa mitocondrial (Complejo II), cuyas mutantes 

son más susceptibles a Pst y a los necrótrofos Rhizoctonia solani y Alternaria brassicicola 

(Gleason y col., 2011). Así mismo, la mutación en la serina hidroximetiltransferasa 1 (SHMT1) 

mitocondrial, que participa en la fotorespiración, reduce la capacidad de producir ROS y 

defensas contra Pst-AvrRpm1, A. brassicicola y B. cinerea (Moreno y col., 2005). Más aún, 

ProDH podría tener funciones básicas más allá de la mitocondria. Como se discute más 

adelante, esta enzima podría afectar el balance redox del conjunto de piridin nucléotidos 

(Hare y Cress, 1997). En concordancia con esto la alteración de los niveles de NAD, y 

consecuentemente de NAD(P)/H, aumentan la producción de ROS y la resistencia a Pst-

Avrpt2, B. cinerea y Dickeya dadantii (Pétriacq y col., 2016).  

 

 

Figura 35. ProDH1 y ProDH2 participan en la respuesta de defensa contra patógenos hemi/biótrofos y 

necrótrofos y son diferencialmente reguladas por SA y JA. ProDH1 es inducido por la vía de SA y es sensible a la 

interacción entre las vías de SA y JA. ProDH2 es regulado por JA por una vía independiente de JAR-COI. A su vez, 

ProDH1 regula positivamente la expresión de ProDH2 en condiciones de infección. Ambas ProDHs son 

requeridas para la resistencia a la bacteria hemibiótrofa Pst como al hongo necrótrofo B. cinerea. 

 

Respuestas diferenciales de ProDH1 y ProDH2 en tejidos infectados 

La información obtenida en relación a este aspecto, generó inicialmente un panorama 

confuso. Algunas evidencias sugerían que ambas ProDH podrían cumplir funciones 

redundantes y otras indicaban lo contrario. Entre las primeras, el tratamiento con distintos 
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patógenos y elicitores inducía a ambos genes (Figura 14), a diferencia de lo que ocurre en 

salinidad donde ProDH1 es reprimida y ProDH2 es inducida (Funck y col., 2010). En el mismo 

sentido, los promotores de ambos genes presentaban los mismos elementos de regulación 

por SA y JA (Figura 15 A). Además, en el material estudiado (hoja de planta adulta) y 

condición de luz seleccionada, las diferencias basales de expresión entre ambos genes ProDH 

eran mínimas (Figuras 2, 14 B). De hecho, en muestras infectadas ProDH1 y ProDH2 

alcanzaron similares niveles de expresión (umbral alrededor de 25 ciclos para ambas en 

ensayos de qPCR; 31 y 29 ciclos, respectivamente en sq-PCR; eficiencias de amplificación 

similares para los oligonucleótidos; ver Tabla IV de oligonucleótidos de Materiales y 

Métodos. Además, a nivel fenotípico, la carencia de una u otra ProDH generaba similar 

susceptibilidad a infecciones avirulentas y virulenta de Pst (Figura 13). Esto sugería que 

ProDH1 y ProDH2 podrían coexistir en tejidos infectados y desarrollar funciones similares o 

idénticas.   

Por otra parte, otras evidencias sugerían funciones no redundantes para estas isoformas. 

Fusiones transcripcionales de estos genes al reportero GUS revelaban distintos patrones de 

expresión a nivel tisular (Nakashima y col., 1998; Funck y col., 2010; Figura 2). Además, los 

promotores de ambos genes mostraban diferencias, en algunos elementos (respuesta a 

estrés hídrico, luz y otros; Figura 15 C) y los genes respondían de manera distinta al estrés 

abiótico presentando un bajo nivel de co-expresión (Figura 14 A). Estas diferencias en la 

regulación, llevaron a otros autores a proponer funciones no redundantes entre estas 

isoformas en N. tabacum, B. napus y en la misma Arabidopsis (Ribarits y col., 2007; Funck y 

col., 2010; Fäes y col., 2014).  

Para profundizar en este aspecto, evaluamos a las mutantes prodh1 y prodh2 en otra 

interacción biótica (resistencia a B. cinerea) y analizamos la regulación de ProDH1 y ProDH2 

por SA y JA en plantas salvajes. Ambos estudios mostraron diferencias significativas entre los 

genes indicando que no existiría redundancia de función entre ellos en patogénesis, tal como 

que se propuso para estrés abiótico.  

Además, nuestros resultados sugieren que en tejidos infectados estas isoformas 

cumplirían funciones complementarias. Esto es consistente con que prodh1-3 y prodh2-2 

sean igualmente susceptibles a Pst-AvrRpm1 y Pst-DC3000 y con que ambas isoformas sean 

necesarias para evitar la infección con B. cinerea. Además, la inter-regulación entre los genes 

en infección apunta en el mismo sentido. Así, cada isoforma podría cumplir funciones en 
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distintos tejidos, dada la distribución tisular previamente descripta (ProDH2 en sistema 

vascular, ProDH1 ubicuo; Nakashima y col., 1998; Funck y col., 2011; Genevestigator; Figura 

2). No obstante, hasta el momento no se ha determinado la localización tisular de estas 

isoformas durante procesos infectivos, por lo que no podemos descartar que ambas actúen 

en los mismos tejidos. En ese caso resultados previos sugieren que podrían tener funciones 

en distintas organelas ya que, ProDH2 podría localizarse en cloroplastos y ProDH1 en 

mitocondria (Van Aken y col., 2009; Funck y col., 2010). Alternativamente, ambas enzimas 

podrían ser mitocondriales y cumplir funciones complementarias por ejemplo, mediante la 

formación de heterodímeros. Ensayos de geles 2D de mitocondrias aisladas de Arabidopsis 

detectaron a ProDH1 en complejos de entre 70-140 kDa sugiriendo un posible estado 

oligomérico (Cabassa-Hourton y col., 2016). En el mismo sentido, si bien la estructura 

cuaternaria de las ProDHs de A. thaliana no ha sido evaluada, su homólogo de bacterias (E 

coli, Helicobacter spp., Thermus thermophilus), arqueas y eucariotas (Trypanozoma cruzi) 

sugiere que la enzima puede formar dímeros y/o oligómeros (Lee y col., 2003; Krishnan y col., 

2006; White y col., 2007; Kawakami y col., 2011; Paes y col., 2013).  

 

En este trabajo de tesis describimos los primeros fenotipos asociados al déficit de 

ProDH2. Particularmente, es interesante la susceptibilidad a B. cinerea detectada en la 

mutante prodh2-2, que representa la primera condición en que esta isoforma es más 

relevante que ProDH1. La expresión de ProDH2 se induce fuertemente durante la infección 

de otros hongos necrótrofos como A. brasicola, Plectosphaerella cucumerina y S. 

sclerotiorum (Genevestivator) indicando que podría cumplir un rol más destacado en la 

respuesta de defensa contra este tipo de patógenos. En sentido contrario, durante la 

infección de Arabidopsis con el patógeno no huésped Pseudomonas syringae pv. tabaci solo 

la mutante prodh1 mostró susceptibilidad y no así la planta prodh2 (Senthil-Kumar y Mysore 

2012). Sin embargo, el alelo mutante de ProDH2 utilizado en ese caso (SAIL_90_G05) no es 

nulo, por lo que se requieren estudios adicionales con mutantes prodh2 nulas para evaluar 

este aspecto. Así, estas observaciones refuerzan la idea que ProDH1 y ProDH2 podrían 

cumplir funciones específicas en el desarrollo de las defensas.  
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Regulación transcripcional de ProDH2 en infección 

Un aspecto clave fue analizar las vías hormonales que regulan la expresión de estos 

genes en procesos de infección, particularmente de ProDH2 el cual había sido muy poco 

estudiado. ProDH2 no responde a SA exógeno (Cecchini y col., 2011a) ni depende de los 

componentes que regulan los niveles de SA en la planta (ICS1, mutante sid2-2) o su efecto en 

la resistencia contra biótrofos (NPR1) (Figuras 16 A, 17 A). Por este motivo, fue llamativo que 

ProDH2 fuese necesaria para la resistencia contra Pst-AvrRpm1 y se indujera durante esta 

infección. Nuestros resultados sugieren que ProDH2 sería regulada por JA en esta interacción 

debido a las siguientes evidencias: a) ProDH2 se induce con meJA exógeno y esto resulta en 

el incremento de proteína (Figura 16 B y Figura A3 C, D de Anexo); b) en la infección con Pst 

su expresión es claramente dependiente de COR (Figura 17 C), algo que también se observó 

en ensayos de transcriptómica (Thilmony y col., 2006); c) en respuesta a B. cinerea su 

activación coincide con la del marcador PDF1.2 y con la fase de acumulación de JA (Liu y col., 

2015; Figura 17 B). 

No obstante, tanto en la infección con Pst-AvrRpm1 como con B. cinerea, la inducción de 

ProDH2 es independiente de JAR y COI, siendo solo parcialmente dependiente de esta vía en 

el tratamiento con hormona exógena (Figuras 17 D, E; 18). Esto sugiere que ProDH2 

respondería a una vía alternativa de JA. Algunas evidencias sugieren la existencia de estas 

vías alternativas. Entre ellas, podemos mencionar que un 26 % de los genes que responden al 

tratamiento con meJA son independientes de COI1 (Devoto y col., 2005). Además, se ha 

observado que algunos fenotipos generados ya sea por COR exógeno o infección con la cepa 

Pst DC3000 tales como, la inhibición de deposición de calosa y la promoción del crecimiento 

de Pst se mantienen en mutantes coi1 (Geng y col., 2014). Las vías alternativas de JA 

independiente de COI podrían involucrar a precursores o derivados de JA como OPDA y cis-

Jasmonato (Wasternack y col., 2013), o responder a asociaciones con la vía de regulación de 

otra hormona como el etileno (Geng y col., 2014). Sólo como aproximación, evaluamos si 

existían evidencias de regulación por etileno (ACC), o específica por OPDA, JA o meJA. A 

partir de datos de transcriptomas detectamos que ACC no induce a ProDH2 y que los 

distintos tipos de jasmonatos activan su expresión de manera similar (Genevestigator; Taki y 

col., 2005). Considerando que los componentes que integran la/s vía/s de JA independiente/s 

de COI no están claramente definido no hemos podido utilizar mutantes en los mismos para 

definir cuál sería esta vía alternativa. 
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Regulación transcripcional de ProDH1 en infección  

Como ProDH1 se induce por SA vía ICS1/NPR1 en la infección temprana con Pst-

AvrRpm1, pero solo responde parcialmente a esta vía en fases avanzadas de la infección 

(Cecchini y col., 2011a) sospechamos que podría ser sensible al JA que se acumula en esta 

fase. Existen evidencias que demuestran que el tratamiento con hormonas exógenas no 

necesariamente reproduce lo que ocurre durante la infección, donde la interacción entre 

distintas hormonas y vías de señalización definen conjuntamente la respuesta (de Vos y col., 

2005; Tsuda y col., 2009). Así, la inter-regulación entre SA y JA y el balance entre ellas 

podrían ser determinantes de la activación de ProDH1. Esto se sustenta en las siguientes 

observaciones: a) durante la infección con Pst-AvrRpm1, ProDH1 depende de JAR y de 

ICS1/NPR1 para activarse normalmente (Figura 19 A; Cecchini y col., 2011a) y en tejidos 

infectados con Pst avirulento (24 hpi) se acumulan SA y JA sin producirse inhibición de la vía 

de JA por la del SA (de Vos y col., 2005; Spoel y col., 2007); b) la inducción de HopX1 

(activación de la vía JA) antagoniza la activación de ProDH1 por SA (Figura 19 B); c) ProDH1 se 

induce en infección con B. cinerea, donde también aumentan SA (24 hpi) y JA (48 hpi) (Liu y 

col., 2015); d) el JA exógeno no regularía a este gen posiblemente porque actúa a través de la 

vía de SA (Figura 16 B).  

Nosotros detectamos tanto efectos sinérgicos como antagónicos de la interacción de SA 

y JA sobre la expresión de ProDH1. Esto ya se ha observado para otros genes, donde el 

contenido y balance entre estas hormonas y su cronología de activación, generan sinergismo 

o antagonismo sobre la expresión de genes marcadores clásicos como PR1 (SA) y PDF1.2 (JA) 

(Mur y col., 2006; Koornneeff y col., 2008). En el mismo sentido, en plantas mutantes cpr6 

que activan de manera constitutiva tanto las defensas de la vía de SA como las de JA, se ha 

observado inducción de PR1 dependiente de NPR1 y JAR1 (Clarke y col., 2000).  

 

Es interesante que dos genes que codifican para una misma función enzimática sean 

diferencialmente regulados por SA y JA ya que normalmente estas moléculas generan efectos 

opuestos en infección. Ensayos de transcriptómica identificaron genes que son regulados por 

ambas vías demostrando que 1 de cada 4 genes inducido por SA exógeno también es 

inducido por JA y viceversa, repitiéndose este resultado entre los genes reprimidos (Schenk y 

col., 2000). Sin embargo, no se han dirigido estudios a la detección de genes que codifiquen 

para una misma proteína, y sean activados ya sea por SA o por JA. Estas observaciones 
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sugieren que no solo los niveles sino también la proporción de las isoforma podrían variar en 

distintas respuestas de defensa en función al balance entre estas hormonas y tener distintos 

efectos. Por ejemplo, para señalizar defensas sistémicas podría resultar esencial expresar la 

supuesta isoforma vascular (ProDH2). Además, eventualmente, la regulación por SA y JA 

permitiría formar homo u heterodímeros entre ProDH1 y ProDH2 con efectos o actividades 

diferentes.   

 

Inter-regulación entre ProDH1 y ProDH2 

Las isoformas de ProDH muestran inter-regulación a nivel transcripcional. A nivel basal, 

la expresión de ProDH1 está incrementada en la mutante prodh2-2. Esto podría explicar la 

falta de susceptibilidad y la baja acumulación de Pro que se detectan en plantas prodh2-2 

expuestas a Pro exógena, donde ProDH1 podría tener un efecto compensatorio (Figuras 10, 

11). Sin embargo, esta compensación no sería completa, ya que la falta de ProDH2 también 

afecta la tolerancia a Pro exógena, aunque en menor medida que la de ProDH1. Nuestro 

estudio describe a prodh2-2 como el primer alelo mutante de este gen que manifiesta este 

fenotipo. Esta mutación fue generada en el ecotipo Col-0 que, a diferencia del ecotipo Ler, no 

es en sí mismo susceptible a Pro exógena (Funck y col., 2010). En consistencia con esto, 

Cabassa Hourton y col. (2016) recientemente describieron que la doble mutante prodh1-

4/prodh2-2 tratada con Pro exógena tiene menor actividad ProDH que la simple mutante 

prodh1-4. Posiblemente, el sitio PRE detectado en el promotor de ProDH2 podría mediar la 

inducción de este gen por Pro (Figuras 15; 27 A).  

En condiciones de infección los dos genes ProDH se activan pero la falta de ProDH2 no 

lleva a una mayor inducción de ProDH1. Esto se observa tanto en la infección con el 

patógeno biótrofo como con el necrótrofo. Sin embargo, a diferencia de lo observado a nivel 

basal, ProDH2 no alcanza su inducción máxima en ausencia de ProDH1. Estos hallazgos 

indican que la inter-regulación de estos genes varía según la condición en estudio y que en 

patogénesis podría generarse un sinergismo entre los dos. A su vez, esto podría explicar el 

mayor grado de co-expresión detectado en estreses bióticos (Figura 14 A).  

Desconocemos los factores que determinan la inter-regulación entre ProDH1 y ProDH2. 

Una posibilidad es que ProDH1 o algún derivado de su actividad determine la inducción de 

ProDH2. En animales la activación de ProDH lleva a incrementar los niveles del anión 

superóxido en la mitocondria (Donald y col., 2001; Liu y col., 2005; Hu y col., 2007) y lo 
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mismo podría ocurrir en los tejidos infectados de plantas. En Arabidopsis los estudios de 

transcriptomas sugieren que ProDH2 es sensible a tratamientos que producen mROS, 

mientras que ProDH1 no responde del mismo modo (Genevestigator). Realizando 

aplicaciones de AA (inhibidor del complejo III de la mETC) en hojas, provocamos acumulación 

de mROS y en esa condición detectamos inducción de ProDH2 (Figura 21 D). Curiosamente, 

esta respuesta fue dependiente de ProDH1, por lo que aún si ProDH1 incrementara el mROS, 

esto no sería suficiente para activar a ProDH2. Eventualmente, diferencias en los ROS 

generados por AA o ProDH1, u otras alteraciones asociadas a la actividad de esta enzima 

podrían ser responsables de las diferencias observadas. Por otra parte, la inducción de 

ProDH1 por SA exógeno no induce a ProDH2 (Figura 16 A), lo que indica que la expresión del 

primer gen no determina necesariamente la activación de segundo, confirmando que en 

patogénesis otros factores, incluso sensibles a las vías de SA-JA, podrían participar en esta 

regulación. 

 

ProDH estimula la síntesis tardía de Pro 

La constante estimulación de ProDH en los tejidos infectados plantea el interrogante de 

cómo se regenera el sustrato en esos tejidos. La Pro que es consumida por la enzima podría 

derivar de órganos sanos, o ser sintetizada en el mismo sitio.  

Para evaluar la primera posibilidad utilizamos hojas cortadas e infectadas. Estas hojas 

generaron una acumulación de Pro y HR similares a aquellas infectadas y mantenidas en la 

planta, indicando que el transporte desde tejidos sanos no es relevante en estos procesos. 

Esto contrasta con lo que ocurre en condiciones de bajo potencial hídrico, donde Pro se 

moviliza desde las hojas hacia las raíces (Sharma y col., 2011). Consistentemente, en HR se 

activan los genes de síntesis de Pro a partir de Orn y Glu, sustentando la noción que la Pro 

consumida por ProDH deriva de los tejidos infectados. Más aún, la acumulación de Pro en 

una hoja depende de la activación de ProDH en la misma hoja, respuesta que fue observada 

tanto en mutantes prodh durante la HR, como en la inducción de ProDH en plantas salvaje 

tratada con Pro exógena. La inducción del catabolismo y la síntesis en el mismo tejido sugiere 

una coordinación entre estos eventos. Por el contario, en otro estrés donde estos procesos 

se activan en distintos órganos, la síntesis puede mantenerse activa en ausencia de ProDH1 

(Sharma y col., 2011). 
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La regulación de la síntesis por ProDH es novedosa, este evento podría ser importante en 

definir los bordes de la lesión. Posiblemente la Pro generada en el centro y bordes actúe 

como sustrato de ProDH favoreciendo la generación de ROS asociada a esta enzima. A su vez 

la acumulación de Pro en los bordes podría ser importante para delimitar la lesión (Fabro y 

col., 2004; Senthil-Kumar y Mysore, 2012). En este estudio observamos que las mutantes 

prodh presentan una HR con bordes más cloróticos y anchos que la plata salvaje, y en las 

plantas silenciadas estos rasgos son más notorios y la lesión está reducida, lo que indica que 

la activación de ProDH y posiblemente su coordinación con la síntesis son importantes para 

determinar la normal topología de la HR. Particularmente, ProDH1 parece cumplir un rol más 

relevante en la estimulación de la síntesis de Pro que ProDH2, y podría funcionar de manera 

sinérgica con la segunda isoforma ya que las plantas silenciadas acumulan menos Pro que las 

simples mutantes. Es importante aclarar es que los resultados aquí descriptos descartan la 

hipótesis que las mutantes y silenciadas en ProDH generen una lesión reducida de HR por 

excesiva acumulación de Pro que actuaría como antioxidante (Qamar y col., 2015). Como 

hemos mostrado, estas plantas acumulan menos Pro que las plantas salvajes. 

 

La señal que determina la regulación entre ProDH y las rutas anabólicas no parecería ser 

la reducción de Pro, ya que en plantas p5cdh donde ProDH se activa normalmente Pro no se 

reduce, la acumulación es normal o aun mayor. Curiosamente, en esta condición la presencia 

de P5CDH sería determinante para la activación de la síntesis vía Glu. 

A su vez la regulación de los genes P5CS por P5CDH sugiere que en la fase III de la HR, 

además del ciclo Pro/P5C (Monteoliva y col., 2014), también tendría lugar el ciclo Pro/Glu. 

Una posible explicación para la ocurrencia de ambos, es que el primero se active inicialmente 

y termine generando una reducción de Pro por pérdidas en el ciclado. Al detectarse dicha 

disminución, los tejidos podrían reponer Pro utilizando el ciclo largo. Así la síntesis de P5C 

por Orn y Glu permitiría compensar reducciones en el nivel de metabolitos durante el ciclo 

Pro/P5C, ya que normalmente los ciclos no son totalmente eficientes. Asimismo, como la 

mutante p5cdh desarrolla la HR normalmente (Monteoliva y col., 2014), la ocurrencia del 

ciclo largo no sería limitante en el desarrollo de esta respuesta, ya que su aporte podría ser 

complementado por la vía de Orn. 
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Ornitina aportaría a la síntesis de prolina en infección 

 Fue inesperado el descubrimiento de que OAT puede aportar a la síntesis de Pro 

durante el desarrollo de la HR ya que la contribución de esta enzima a este proceso es 

discutida, particularmente en Arabidopsis. Por un lado, plantas mutantes oat acumulan 

normalmente Pro bajo condiciones de estrés salino, por lo que su aporte sería secundario 

respecto al de P5CS, al menos en algunas condiciones (Funck y col., 2008). Por otro lado, hay 

discrepancias respecto a si el P5C generado por esta enzima es sustrato de P5CR o de P5CDH 

dada la localización subcelular de estas enzimas (citosólica y mitocondrial, respectivamente) 

(Funck y col., 2008).  

Respecto al primer punto, los resultados que sugieren que OAT participa de la síntesis de 

Pro, fueron obtenidos en las mutantes p5cdh. En esa planta OAT se induce, P5CS es 

fuertemente reprimido y Pro se acumula tanto en infección con Pst-AvrRpm1 como en 

tratamiento con Pro exógena. En este último caso, descartamos que la gran acumulación de 

Pro fuese asociada a un aumento generalizado de aminoácidos libres provenientes de la 

degradación de proteínas. Por un lado, las concentraciones de Pro exógena utilizadas no son 

tóxicas y las hojas p5cdh son más resistentes a este tratamiento que las hojas Col-0 (Figura 25 

A). Además, en los perfiles de aminoácidos de HPLC no detectamos un aumento generalizado 

de aminoácidos. Por el contrario algunos de ellos (ej. Glu) reducen su contenido en estas 

muestras (Figura 29 A; Tabla III).  

Otros antecedentes también refuerzan la participación de OAT en la síntesis de Pro en 

los tratamientos aquí estudiados. La OAT de Vigna aconitifolia no es inhibida por Pro 

(Delauney y col., 1993) y permitiría la acumulación de elevados niveles del aminoácido. Cabe 

preguntarse si en patogénesis y tratamiento con Pro exógena, la OAT de Arabidopsis puede 

mostrar este tipo de comportamiento y promover la síntesis y acumulación de Pro. 

Respecto al segundo punto, los resultados que obtuvimos con la mutante p5cdh sugieren 

una coordinación entre OAT y P5CR que concuerda con el ciclado entre Pro/P5C que ocurre 

en la fase II de la HR (Monteoliva y col., 2014). Nuevamente, la existencia de este ciclo es 

discutida porque hasta el momento no se conoce el transportador de P5C de la mitocondria. 

Estudios de marcado metabólico en mutantes p5cdh ayudarían a evaluar el destino del P5C 

generado a partir de Orn.  

Recientemente, se propuso que la inducción de OAT en HR podría derivar en la 

acumulación de P5C (Senthil-Kumar y Mysore, 2012). Sin embargo, la cuantificación de P5C 
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por HPLC en distintos estadios de HR indican que este intermediario no aumenta (Monteoliva 

y col., 2014), por lo que es previsible que el P5C generado por OAT alimente la síntesis de Pro 

en HR. Llamativamente, el sustrato de OAT (Orn) en vez de reducirse, incrementa frente al 

tratamiento con Pro exógena o la infección (Figuras 23 C; 29 A; Tablas II y III). El gen Arg1 que 

codifica para la enzima que sintetiza Orn se induce tanto en infección con P. syringae (Jones y 

col., 2006), como en la recuperación del tratamiento con Pro exógena (Figura 29 B). Este 

incremento podría asociarse a un ajuste que permita un aumento constante de Orn para la 

producción de P5C. Un comportamiento similar en el contenido de este aminoácido se 

detectó en ensayos de estrés salino en plantas de castaña donde tanto Pro como Orn 

aumentaron en paralelo durante el tratamiento (da Rocha y col., 2012).  

 

 Efectos de ProDH sobre la generación de ROS apoplástico 

En nuestro grupo se ha determinado que durante el desarrollo de la HR y la respuesta a 

flg22, ProDH potencia la generación de ROS por la NADPH oxidasa de membrana (Cecchini y 

col., 2011a; Fabro y col., 2016; Figura 30 A). En ambos casos, la NADPH oxidasa RBOHD es la 

principal fuente de ROS (Torres y col., 2001; 2005; Nühse y col., 2007; Zhang y col., 2007). El 

efecto de ProDH se encuentra asociado a su actividad, ya que su inhibición por T4C y THFA 

(inhibidores competitivos) genera un efecto similar al detectado en las simples mutantes 

(Fabro y col., 2016). La disposición de ProDH y la NADPH oxidasa en distintos 

compartimentos celulares indican que la asociación entre ellas no debe ser directa. Con estos 

antecedentes, nos propusimos evaluar cómo podrían relacionarse ambas actividades (Figura 

36).  

Por un lado, la activación simultánea de ProDH y las enzimas de síntesis de Pro puede 

afectar el balance del NADPH/NADP+ citosólico y en consecuencia la función NADPH oxidasa. 

Por otro lado, ProDH puede ceder electrones a la mETC, por lo que un exceso de su actividad 

podría favorecer la generación de mROS, pudiendo esto constituir una señal de activación 

para RBOHD. 

 

Efectos de ProDH sobre el estado redox citosólico  

El funcionamiento conjunto de síntesis y el catabolismo de Pro pueden colaborar a 

mantener la homeostasis redox del citosol al transportar poder reductor hacia la mitocondria 

(Hare y Cress 1997). Los resultados aquí descriptos sugieren que ProDH participaría de esta 
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regulación. Por un lado, las mutantes prodh1-3 y prodh2-2 presentan una actividad reducida 

de G6PDH tanto a nivel basal como luego del tratamiento con flg22 (Figuras 32 B, C). Esta 

enzima es inhibida por un estado reducido del citosol, particularmente por exceso de NADPH. 

A su vez, la inhibición de la actividad ProDH por T4C aparentemente reduce la migración de 

NPR1 al núcleo (Figura 33). Esta respuesta fue utilizada como segundo sensor del estado 

redox citosólico.  

 

  

Figura 36. Posibles efectos de la actividad ProDH sobre la generación de aROS. La activación simultánea de 

ProDH y las enzimas de síntesis de Pro consumiría NADPH en el citosol manteniendo activa a la OPP, principal 

fuente de NADPH citosólico sensible al exceso de producto. Además, la activación de ProDH podría sobrecargar 

a la mETC, aumentando el nivel de mROS que actúe como señal para activar la producción de aROS. Además, a 

nivel mitocondrial ProDH podría incrementar la producción de ATP en tejidos que afrontan un estrés. En ambas 

condiciones ProDH podría coordinarse directamente con P5CR en el ciclo Pro/P5C o con P5CDH en un ciclo 

Pro/Glu. 

 

Considerando que P5CR es requerida para la normal producción de aROS en respuesta a 

flg22, y que ProDH se coordina con enzimas de síntesis afectando el balance de NADPH entre 

el citosol y la mitocondria, es previsible que la participación de ProDH en el ciclo Pro/P5C 

altere la homeostasis redox del citosol. En concordancia con esto, mutantes prodh1 tienen 

una relación NADP+/NADPH significativamente menor a la de la planta salvaje (Sharma y col., 
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2011). Estos cambios pueden impactar en diversos procesos metabólicos, modulando 

actividades de enzimas sensibles a estado redox (Noctor y Foyer, 2016), incluida la RBOHD. 

Además, estos cambios podrían ser determinantes para la generación de modificaciones 

post-traduccionales necesarias para la activación de esta oxidasa, como es su fosforilación 

(Dubiella y col., 2013; Kadota y col., 2014; Li y col., 2014). 

Por otro lado, indirectamente, el balance de pirimidin nucleótidos podría afectar a otras 

enzimas que regulen la actividad de RBOHD. G6PDH es una de las principales productoras de 

NADPH en el citosol siendo este cofactor el sustrato de las NADPH oxidasas de membrana. 

Existen antecedentes que demuestran que la actividad de la G6PDH favorece la producción 

de aROS. En tabaco, durante la HR desarrollada contra Phytophthora nicotianae la actividad y 

nivel de proteína de la G6PDH citosólica aumenta, mientras que la expresión constitutiva de 

una isoforma plastídica en citosol exacerba la producción de ROS y muerte celular de la HR. 

En el mismo sentido, la aplicación de un inhibidor competitivo de esta enzima reduce la 

producción de ROS por las NADPH oxidasa de membrana y la generación de la lesión de HR 

(Scharte y col., 2009). En Arabidopsis, el tratamiento con flg22 tanto de discos de hojas 

(Figura 32 A), como de plántulas, incrementa la actividad G6PDH, mientras que plántulas 

mutantes o tratadas con inhibidores de esta enzima presentan reducida la generación de 

ROS en respuesta a este y otros PAMPs, observándose lo inverso en plantas sobre-

expresantes de esta enzima (Stampfl y col., 2016). Así ProDH podría potenciar la actividad de 

RBOHD al impedir la inhibición de la G6PDH por una elevada concentración de NADPH.  

Como mencionamos, ProDH afectaría el estado redox citosólico acoplándose a las vías de 

síntesis participando ya sea en un ciclo largo (Pro/Glu) o corto (Pro/P5C). El primero 

consumiría dos moléculas de NADPH en el citosol por molécula de Pro transportada a la 

mitocondria por lo que tendría un mayor efecto. Sin embargo, nuestros resultados indican 

que ambos vías podrían ocurrir en este proceso ya que en la mutante p5cr se reduce en 

mayor medida la generación de aROS que la mutante p5cdh. Por un lado, esto sugiere que el 

ciclo corto participaría en la estimulación de producción de aROS, mientras que por otro, no 

podemos descartar que ciclo largo también contribuya a esta respuesta, dado el fenotipo 

detectado en plantas p5cdh. Estas observaciones concuerdan con la sugerencia de que el 

ciclo corto Pro/P5C potenciaría el estallido oxidativo (actividad RBOHD) durante la fase II de 

la HR (Monteoliva y col., 2014).  
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Es importante aclarar que la reducción en la monomerización de NPR1 producida por la 

inhibición de la actividad ProDH podría también asociarse a una reducción en la actividad 

G6PDH ya que la inhibición de la OPP reduce la monomerización de NPR1 (Mou y col., 2003). 

Pero esto no coincidiría con el estado redox reducido del citosol detectado en plantas 

mutantes prodh1 (Sharma y col., 2011), ya que este favorecería la monomerización de NPR1 

por tioredoxinas 3 y 5 (Mou y col., 2003). Estas aparentes discrepancias indican que estos 

resultados deben ser analizados con mayor cuidado.  

 

Efectos de ProDH sobre la cadena de transporte de electrones mitocondrial 

ProDH también podría potenciar la producción de aROS a nivel mitocondrial (Figuras 36, 

37). En animales la enzima cede los electrones resultantes de la oxidación de Pro 

directamente a la coenzima Q y probablemente compite por este aceptor con el Complejo II 

de la mETC. Así un incremento en la actividad ProDH reduce la capacidad respiratoria, con 

mayor generación de O2
- mitocondrial y disminución del nivel de proteína de los otros 

componentes de la mETC (Hancock y col., 2015). En plantas recientemente se ha demostrado 

que ProDH1, y no así ProDH2, sería responsable de transportar los electrones de la oxidación 

de Pro a la mETC, en condiciones de tratamiento con Pro exógena (Cabassa-Hourton y col., 

2016). Entonces en plantas, ProDH podría participar en la generación de ROS por sobrecarga 

de electrones en la mETC (Figura 37). La hiperactivación de ProDH dentro del ciclo Pro/P5C 

estimularía la producción mROS en raíces tratadas con Pro (Miller y col., 2009).  

Los niveles de mROS podrían señalizar cambios que afecten la actividad de la RBOHD. 

Nuestro grupo ha demostrado que tanto el bloqueo de la mETC (tratamientos con AA o 

rotenona) como la falla del sistema antioxidante de esta organela (silenciamiento de la Mn-

superóxido dismutasa, MnSOD) reducen la capacidad de esta oxidasa de membrana de 

producir ROS (Fabro y col., 2016). En el mismo sentido, se ha propuesto que existe una fina 

regulación entre RBOHD, RBOHF y señales intracelulares derivadas de ROS y SA que 

determinan la inducción y mantenimiento de las respuestas de defensa (Chaouch y col., 

2012). Por esto, sería importante en un futuro cuantificar la generación de ROS a nivel 

mitocondrial derivada de ProDH. Las mutantes prodh aumentan la expresión de AOX1a a 

nivel basal y en condiciones de infección (Figuras 21 D; 34) y tienen actividad AOX 

incrementada respecto a la planta salvaje (Cabassa-Hourton y col., 2016). En estas plantas el 

aporte de electrones a la mETC sería menor por deficiencia en ProDH. A su vez una mayor 



DISCUSIÓN    112 
 

 

actividad AOX indica que estas plantas podrían generar un menor transporte de protones en 

la mETC, lo que en conjunto determinarían una menor producción de ATP. Este también 

puede ser uno de los factores afecta la actividad de RBOHD en las mutantes prodh.  

 
Figura 37. ProDH en la cadena de transporte de electrones mitocondrial vegetal. Esquema de la mETC 

mostrando el Complejo I (NADH deshidrogenasa), Complejo II (succinato deshidrogenasa), Complejo III 

(ubiquinol-citocromo C reductasa), Complejo IV (citocromo C oxidasa), UQ (ubiquinona) AOX (oxidasa 

alternativa), ND (NAD(P)H deshidrogenasas tipo II), ATP sintetasa. Se observa que los complejos I, III y IV 

transportan protones en la membrana. Los Complejos I, II y ND ceden electrones al UQ, esta puede cederlos a 

Complejo III permitiendo aumentar el potencial de membrana o a la AOX que cede electrones a O2, evitando un 

exceso en el transporte de electrones. ProDH cedería los electrones directamente a UQ a partir de su cofactor 

FADH2. 

 

Nuestros resultados sugieren que ProDH afecta el estado redox citosólico pero aún 

desconocemos si la enzima también afecta la homeostasis redox de la mitocondria. 

Especulamos que la potenciación de RBOHD por ProDH deriva de uno u ambos efectos. En 

este sentido, plantas transgénicas de Arabidopsis que aumentan la producción de NAD y 

modifica los niveles de NAD(P)/H, son más resistentes tanto a patógenos hemibiótrofos como 

necrótrofos (Petriacq y col., 2016). Plantas mutantes en una ascorbato oxidasa cloroplástica 

que participa en la síntesis de NAD, o enzima NADP-Málica citosólica (NADP-ME2) que 

produce NADPH presentan reducción en los niveles de ROS generados por RBOHD frente al 

tratamiento con flg22, y otros PAMPs como elf18 y quitina (Macho y col., 2012; Voll y col., 

2012).  
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Conclusión final 

En este trabajo, por primera vez demuestra que ProDH1 y ProDH2 participan en el 

mantenimiento del funcionamiento de la OPP, probablemente al coordinarse con la síntesis 

de Pro. Esto fue analizado tanto en HR como en tratamiento con Pro exógena. Este efecto de 

ProDH sobre la actividad G6PDH puede ser el responsable de la potenciación de RBOHD y de 

la producción de aROS. Estos efectos sobre el citosol y la RBOHD pueden ser uno de los 

factores que determinan que ProDH1 y ProDH2 participen de la inmunidad de la planta 

frente a distintos tipos de patógenos.  
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1- Condiciones de crecimiento de plantas  

Semillas de Arabidopsis fueron inicialmente esterilizadas con una mezcla 3:1 agua:NaClO y 1 

% Tween 20, luego lavadas con agua estéril y mantenidas a 4 ºC por 4 días. Entonces, se 

sembraron en placas conteniendo medio de cultivo Gamborg´s, GM (1X sales de Murashige y 

Skoog, 1X vitaminas Gamborg, sacarosa 2 %, agar 1.6 %, agua destilada) con antibióticos. Tras 

10 días de germinación y crecimiento, las plántulas fueron trasplantadas a suelo 

(tierra:vermiculita, 1:1), donde crecieron por 6-8 semanas. Tanto en placa como en suelo, 

fueron mantenidas en condiciones de temperatura constante de alrededor de 22 ºC y ciclos 

de 8 h luz/ 16 h oscuridad.  

Se utilizaron las siguientes plantas de ecotipo Col-0, plantas siPD U9 y siPD B8 generadas en 

nuestro grupo, las líneas prodh1-2 (SALK_081276), prodh1-3 (GABI_308F08), p5cr1 

(SALK_127043) y p5cr2 (SALK_098189) que fueron cedidas por el Dr. Dietmar Funck (Funck y 

col., 2010; 2012) las líneas prodh1-4 (SALK_119334), prodh2-2 (GABI_328G05) y la doble 

mutante ProDH prodh1-4xprodh2-2 que fueron obtenidas del laboratorio del Dr. Arnould 

Savouré (Cabassa-Hourton y col., 2016) las mutantes p5cdh (SALK_021026) sid2-2, npr1-1 y 

jar1-1 que se obtuvieron del Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC) y las plantas 

transgénicas 35S:NPR1-GFP que fueron obtenidas del laboratorio de la Dra. Xinnian Dong 

(Mou y col., 2003). 

Las plantas prodh2-1 (GT1788) ecotipo Ler fue obtenida del laboratorio del Dr. Dietmar 

Funck. Las mutantes coi1-1 (Katsir y col., 2008) y las líneas transgénicas Dex:HopX1 (Gimenez-

Ibanez y col., 2014) ecotipos Col-5 y Aa-0, respectivamente, fueron cedidas por el Dr. Roberto 

Solano. 

 

1.1 - Crecimiento en Pro exógena. 

En los ensayos de crecimiento con Pro (Sigma-Aldrich), ésta se incorporó al medio GM en 

concentraciones 0, 5 y 20 mM y se permitió el crecimiento de las plántulas por 14 días en las 

condiciones de luz y temperaturas previamente descriptas. En ese momento, se cuantificó el 

número de plántulas verdes como marcador de viabilidad, con este número respecto al total 

de semillas sembradas se determinó el porcentaje de viabilidad. 

 

2- Tratamientos con patógenos 

2.1- Condiciones de crecimiento e infección de patógenos bacterianos  
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Los patógenos bacterianos utilizados incluyeron la cepa virulenta Pst DC3000 (Whalen y col., 

1991), la cepa avirulenta Pst-AvrRpm1 que lleva el gen de avirulencia AvrRpm1 (Ritter y 

Dangl, 1996) y la mutante deficiente en producción de coronatina Pst DC3118 (COR-; 

Thilmony y col., 2008). Estas cepas fueron crecidas en medio de cultivo King´s B (KB; proteasa 

peptona 2 % p/v, glicerol 1 % v/v, K2HPO4 0.15 % p/v, MgSO4.7H2O 0.15 % p/v, agar 1.5 % p/v, 

agua destilada) suplementado con antibióticos rifampicina (Rf) y kanamicina (Km) para Pst 

DC3000 y Pst-AvrRpm1 y Rf para Pst DC3118. Para realizar las infecciones la bacterias se 

cultivaron en medio líquido con agitación (120-200 rpm) por 16 h a 28 ºC, y 1 ml de ese 

cultivo fue centrifugado a 4000 rpm por 3 min y lavado una vez en 10 mM MgCl2 pH=7. Se 

cuantificó el contenido bacteriano por absorbancia a λ= 600 nm. Las bacterias fueron diluidas 

a 5x105 ufc/ml para las curvas de crecimiento y 106 o 107 ufc/ml para análisis de expresión 

génica (Pavet y col., 2005). En los ensayos de infección la suspención bacteriana se infiltró 

con una jeringa de 1 ml sin aguja en la parte abaxial de hojas de plantas de Arabidopsis de 6-

8 semanas (Alvarez y col., 1998). Para ensayos de RT-PCR se infectó la hoja completa y para 

cuantificaciones de Pro y curvas de crecimiento se realizaron infecciones dejando un borde 

de hoja sin infectar.  

 

2.1.1- Curvas de crecimiento de Pst 

Estas se desarrollaron según Pavet y col. (2005) cortando discos de 4 mm en la zona infiltrada 

de 6 hojas de al menos 3 plantas, luego se maceró el tejido vegetal en 10 mM MgCl2, y se 

realizaron diluciones seriadas (1/10) que fueron sembradas en placas de KB (Rf 50 μg/ml y 

Km 100 μg/ml) por duplicado para cuantificar el número de unidades formadoras de colonia 

(ufc) tras 24-48 h a 28 ºC, valor que se expresó como ufc/disco. 

 

2.2- Condiciones de crecimiento e infección fúngica 

La cepa Botrytis cinerea B05.10 fue provista por el Dr. Pietkenstain. Este hongo fue repicado 

cada 15-20 días bajo condiciones de esterilidad en medio de crecimiento sólido agar papa 

dextrosa (APD). Cada dos repiques se realizó uno en medio que contenía hojas de tomate 

triturado para mantener la virulencia del hongo. Los procedimientos de infección se llevaron 

a cabo siguiendo lo propuesto por Benito y col. (1998). A los 10 días post-repique, se los 

expuso por 2 días a luz negra para promover la producción de conidios. A los 15-16 días post-

repique, se colectaron conidios y se lavaron con 0,1 % Tween 20, centrifugando a 6000 rpm 
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por 15 min. Luego, se realizaron dos lavados con agua y centrifugado por 5 min a 12000 rpm. 

Las conidias fueron resuspendidas en buffer de infección (10 mM K3PO4 y 10 mM sacarosa) 

por 2 h. Luego de cuantificarlas, utilizando una cámara de Neubauer en microscopio óptico, 

se diluyó en buffer de infección hasta concentraciones 1x105 o 1x104 y 1x103 conidios/ml 

para ser utilizados en ensayos de RT-PCR o ensayos de crecimiento respectivamente. Para 

analizar crecimiento, de un lado de la hoja se depositaron 3 gotas de 5 μl de 1x104 

conidios/ml, y en la otra de 1x103 conidios/ml. Las muestras se recolectaron a 24, 36 y a 48 

hpi. 

 

2.2.1- Tinción de. B cinerea con azul de tripano  

Para análisis de estructuras fúngicas, las muestras de hojas infectadas con B. cinerea se 

colocaron en solución fría de azul de tripano (solución A:etanol, 1:1) por 16 h. La solución A 

compuesta de agua:ácido láctico:glicerol (1:1:1) conteniendo 0,025 % de azul de tripano. 

Posteriormente, las hojas se destiñeron con hidrato de cloral 70 %, luego con etanol 90 % y 

progresivas diluciones de etanol (70, 50, 30 y 0 %). Finalmente, se resuspendieron en glicerol 

30 % y se montaron con porta y cubreobjetos. Se realizaron fotografías bajo lupa, usando una 

escala incorporada a cada foto para cuantificar el área de crecimiento del hogo (programa 

ImageJ). Por microscopía óptica se analizaron estructuras fúngicas y los cristales de AO. 

 

3- Tratamiento con ácido jasmónico exógeno 

Plantas jóvenes de 3-4 semanas conteniendo alrededor de 8 hojas expandidas fueron 

colocadas en recipientes cerrados de 7,74 L. El tratamiento con meJA se realizó por 

evaporación según Fabro y col. (2008). Para ello, se incorporaron bolitas de algodón en las 

cuales se distribuyó una solución de 1,54 μl de meJA (Sigma) en 160 μl de etanol o etanol 

solo como control, obteniendo una concentración final 0,84 μM de meJA en el volumen del 

recipiente.  

 

4- Inducción HopX1 y tratamiento con ácido salicílico 

El tratamiento se realizó según Gimenez-Ibanez y col. (2014). Plántulas transgénicas HopX1 

crecidas en medio GM sobre un papel de filtro por 10 días fueron colocadas en medio GM 

líquido con Dexametasona (Dex) 5 μM o el control (DMSO) por 24 h. Entonces, se incorporó 1 

mM de SA o agua (control) por otras 24 h.  
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5- Tratamiento con antimicina A (AA) 

Se utilizó el protocolo previamente descripto por Fabro y col. (2016). Basicamente, se 

cortaron discos de 4 mm de hojas de plantas de 6 semanas y se dejaron flotando en agua por 

16 h. Luego se realizó el tratamiento con AA (Sigma-Aldrich, A8674) 10 μM, o etanol (control) 

durante 4 h (12 discos por muestra).  

 

6- Generación de aROS por tratamiento con flg22 

Este tratamiento se realizó según Gomez-Gomez y col. (1999) y Fabro y col. (2016). El péptido 

flg22 (QRLSTGSRINSAKDDAAGLQIA) fue sintetizado en el Instituto de Biología Integrativa 

(CNR, Paris, Francia) y disuelto en agua a una concentración inicial 1mM. Discos de hojas de 

0,38 cm2 fueron colocados en placas de 96 pocillos y mantenidos por 16 h en agua previo a la 

realización del ensayo. Luego se incorporó la solución de flg22 (300nM), peroxidasa (34 

μg/ml) y luminol (20μg/ml), para inmediatamente cuantificar la luminiscencia en el equipo 

lector de multiplacas, Synergy HT, Biotek, USA, con lecturas cada 40 segundos durante 40 

min. 

 

6- Extracción de ácidos nucléicos 

6.1- Pulverización de muestras  

Las muestras de hojas o plántulas fueron colocadas en tubos eppendorf de 2 ml con 6 bolitas 

de acero de 3 mm y congeladas en nitrógeno líquido para ser grilladas en 2 ciclos de 1 min 20 

seg a 1500 rpm en disruptor TMD 1500 (Tombo). 

 

6.2- Extracción de DNA genómico 

Se utilizó el método de Delledonne y col. (1983), según el cual se realiza la extracción con 

buffer fenol:cloroformo:isoamílico 25:24:1 de muestras pulverizadas de 5-6 hojas. Esta 

extracción se realizó para determinar la presencia del T-DNA en las plantas mutantes prodh 

por PCR. Para ello, se utilizó una dilución 1/100 como templado para la PCR. 

 

6.3- Extracción de RNA 

Se realizó por el método de fenol:cloroformo adaptada de Verwoerd y col. (1989). Muestras 

de plántulas (6-10), hojas (3-4) o discos (12) pulverizados fueron resuspendidas en 500 μl de 

la solución precalentada (80°C) de 1:1 buffer de extracción (100 mM LiCl, 100 mM Tris-HCl pH 
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8; 10 mM EDTA, 1 % SDS) y fenol ácido (pH 5, Sigma-Aldrich), a esta mezcla se le incorporó 

250 μl de cloroformo. Luego, se realizó un lavado del sobrenadante con 1 vol de cloroformo 

para eliminar restos de fenol. La precipitación se realizó agregando de 0,625 volúmenes de 

LiCl 8 M a la fase acuosa, se mantuvo a 4 ºC por 16 h y se centrifugó. El pellet obtenido se 

lavó con etanol 80 % y finalmente se resuspendió en agua previamente tratada con 

dietilpirocarbonato (DEPC). Las muestras fueron conservadas a -80 ºC.   

 

6.4- Ensayos de RT-PCR 

Para realizar las reacciones de retro-transcripción (RT) se utilizaron 2 μg de RNA, que 

inicialmente fueron tratados con DNAsa (RQ1 de Promega), utilizando buffer de reacción 10X 

de Invitrogen (200 mM Tris-HCl pH8.4; 20 mM MgCl2; 500 mM KCl) a 37 ºC por 30 min. 

Luego, se incorporaron oligonucleótidos de 6 bases con secuencias al azar (hexámeros 

5´NNNNNN 3´). La mezcla se mantuvo a 70 ºC por 5 min y rápidamente se colocó en hielo 

para permitir el apareamiento con el ARN. Entonces, se incorporó la enzima retro-

transcriptasa M-MLV (Promega) siguiendo los protocolos del fabricante en un volumen final 

de 20 μl. La retro-transcripción se realizó con los siguientes pasos de temperatura: 15 min a 

25 ºC, 60 min a 37 ºC y 15 min a 70 ºC. Los cDNA se conservaron a -20°C.  

 

6.5- PCR y PCR semicuantitativa (sqPCR). 

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 20 μl con 0,5 a 1 μl de templado 

(DNA o cDNA), 16 pmol de cada uno de los oligonucleótidos específicos, 0,1 μl de Taq 

polimerasa (Promega), buffer de PCR 10X, 0,4 mM dNTPs en un volumen de 20 μl. Los ciclos 

de PCR incluyeron una fase de desnaturalización de 3 min a 95 ºC, seguido por ciclos de 35 

seg a 95 ºC, fase de apareamiento de oligonucleótidos a temperaturas particulares por 35 

seg, y extensión por 45 seg a 72 ºC. El número de ciclos fue variable dependiendo de los 

oligonucleótidos y la cantidad de templado utilizados, garantizando que la reacción se 

encuentre en fase exponencial. Los productos de PCR fueron separados y analizados 

mediante electroforesis en geles de agarosa entre 1-2 %. 

 

6.6- PCR cuantitativa (qPCR) 

Esta reacción se llevó a cabo con Mezcla Real 2X (Byodinamycs), en un volumen final de 15 μl 

con 1 μl de cDNA. Las concentraciones y condiciones de reacción para cada par de 
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oligonucleótidos se establecieron luego de determinar los valores de eficiencia (con series de 

diluciones 1/3 de templado). De este modo, se estableció el uso de concentraciones 180 nM 

para UBQ5, 200 nM para P5CS1, P5CS2, P5CR, OAT, Arg1, Aox1a, ProDH1 RBOHD, FLS2 y 

ProDH2F y 300 nM para ProDH2R. Para cada muestra se realizaron tres réplicas técnicas. Los 

ensayos se realizaron los termocicladores Rotor-Gene Q (Quiagen) y ABI 7500 Sequence 

Detection System (Applied Biosystems). Las veces de cambio se determinaron según el 

método de 2-∆∆CT o Pfaffl, según la eficiencia de los pares de oligonucleótidos utilizados. 

 

Tabla IV. Oligonucleótidos cebadores y condiciones usadas en reacciones de PCR  

Gen 
AGI number 

Oligonucleótidos 
 

Ta# 
(ºC) 

Ciclos* 
Eficiencia 
RT-qPCR 

AtProDH1 
(At3g30775) (a-b) 

Fw: 5´-TCTCCTCTATCCCAACCTCTG-3´ 
64 30  

Rv: 5´- GATCGCTCACTCGTTTCAGAAG-3´ 

AtProDH1 
(At3g30775) (c-d) 

Fw: 5´-TGATGGAGAAAGCATCAAACGG-3´ 
60 31 93 

Rv: 5´-TCTCCTCTTAAGTTCCATCCTC-3´ 

AtProDH2 
(At5g38710) (e-f) 

Fw: 5´-CGTCGAAGCTGCTAAAACCCT-3´ 
62 29 92 

Rv: 5´-CGTTCGATTCTTGACATCTAAG-3´ 

GapC (At3g04120) 
Fw: 5´-CACTTGAAGGGTGGTGCCAAG-3´ 

60 24 

 

Rv: 5´-CCTGTTGTCGCCAACGAAGTC-3´ 

AtUBQ5 
(At3g62250) 

Fw: 5´-GTGGTGCTAAGAAGAGGAAGA-3´ 
60 25 102 

Rv: 5´-TCAAGCTTCAACTCCTTCTTT-3´ 

AtLox2 
(At3g45140) 

Fw: 5´-TACTTGCCTTCCCAAACACC-3´ 
60 25 

 

Rv: 5´-AGTGCCCTTGGCTGTAGAGA-3´ 

AtPDF1.2 
(At5g44420) 

Fw 5´-TAAGTTTGCTTCCATCATCACCC-3´ 
60 27 

 

Rv 5´-GTGCTGGGAAGACATAGTGCAT-3´ 

AtPR1  
(At2g14610) 

Fw: 5´-GTAGGTGCTCTTGTTCTTCCC-3´ 
60 26 

 

Rv: 5´-CACATAATTCCCACGAGGATC-3´ 

HopX1 
Fw: 5´-TAGCAAGCTTCGCTTACG-3´ 

60 30 

 

Rv: 5´-GTTTCACGCGTAACCTTG-3´ 

AOX1a Fw: 5´-GGAGGCTTCCTGCTGATGCGACA-3 62 26 98 
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(At3g22370) Rv: 5´-AGCTGGAGCTTCCTTTAGTTCACGACC-3´ 

P5CDH 
(At5g62530) 

Fw: 5´-GCGGTTCCTGGCACGGTCTT-3´ 
60 26 

 

Rv: 5´-AGTCCACATCTTCAGCGGGTAAAC-3´ 

P5CS1 
(At2g39800) 

Fw: 5´-GTCGGGGTCGAAGGATTACT- 3´ 
60 26 

 

Rv: 5´-CATCGTACTTATGAGCAAGAC-3´ 

P5CS2 
(At3g55610) 

Fw: 5´-CCAATATTCTCCACGTCCGCTTCTTC-3´ 
60 26 97 

Rv: 5´-GATCTCCGTCATAGTTTGTGTCTATC-3´ 

P5CS1-2 
Fw 5´-CGATCAAATGCTATCTTACACAAGG-3´ 

60 25 

 

Rv 5´-ACAAGAAGGGTTTCCATCGCAT- 3` 

P5CR 
(At5g14800) 

Fw: 5´-CACAGACCGTTCTTGGAGCTG-3´ 
62 26 

 

(b) Rv: 5´-GTGTTGCCCGGAAAGAGCCTTT-3´ 

OAT  
(At5g46180) 

Fw: 5´-TAACCGAGTGTGATCGCTGTGGAA-3´ 
52 28 

 

Rv: 5´-ACCGGTGCTGTGTCCTATGGAAAT-3´ 

ARG1  
(At4g08900)  

Fw: 5´-TTGCGTCCGTTGGTCTTA -3´ 

60  

 

Rv: 5´-TTGTTCCCGTCCTTCCTG -3´ 

RBOHD 
(At5g47910) 

Fw: 5´- CTGGACACGTAAGCTCAGGA -3´ 
58  

82 

Rv: 5´- GCCGAGACCTACGAGGAGTA -3´ 

FLS2 
(At5g46330) 

Fw: 5´-ACTCTCCTCCAGGGGCTAAGGAT -3´ 
60  

72 

Rv: 5´-AGCTAACAGCTCTCCAGGGATGG-3´ 

P5CR (a) Fw: 5´-GGCGGAGAGTTTCAAGGTAGG-3´ 62 35   

P5CR (c) Fw: 5´-TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG-3´ 65 35  

 

7- Análisis in silico de promotores 

Las secuencias de los promotores de genes ProDH1 y ProDH2 fueron analizadas con los 

programas PLACE (Higo y col., 1999), Agris (Davulury y col., 2003), y Plant CARE (Lescot y col., 

2002). Las regiones promotoras de cada gen fueron determinadas con el programa Agris, 

(2481 y 2562 bp para ProDH1 y ProDH2, respectivamente). Los elementos reconocidos por al 

menos dos programas fueron seleccionados. 
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8- Extracción de proteínas y Western blot 

Muestras de tejido de plántulas u hojas pulverizados fueron resuspendidas en dos volúmenes 

de buffer de extracción (100 mM Tris-HCl pH 6.8, 10 % glicerol, 2 % SDS, 0.5 % 2-

mercaptoetanol, 1 mM EDTA, agua miliQ, PMSF 2 mM, Cocktail Inhibidor de Proteasa Sigma-

Aldrich 1/200), hervidas por 5 min y centrifugadas a máxima velocidad por 10 min, 

recuperando el sobrenadante. Estas muestras fueron conservadas a -20 ºC. La concentración 

de proteínas se determinó por el método de Lowry, realizando una curva de calibración con 

albúmina sérica bovina (BSA) y midiendo absorbancia a λ= 750 nm. Las proteínas se 

separaron en geles de poliacrilamida (5 % upper y 10 % lower). Sembrando 5-10 μg de 

proteínas totales por carril. Estos geles fueron teñidos con Coomassie Blue o transferidos a 

una membrana Hybon ECL de Amersham (GE Halthcare). La inmunomarcación se realizó con 

anticuerpos desarrollados en nuestro laboratorio, anti-ProDH anticuerpo 1 1:10000; 

anticuerpo 2 1:1000, o anti-P5CDH 1:300 (cabe aclarar que para este anticuerpo se debe 

sembrar más de 30 μg proteína para poder detectarlo). La incubación de cada uno fue 

realizada en PBS 1X, leche 1 % y Tween 20 0,1 % por 16 h a 4 ºC. Luego se realizaron 5 

lavados con PBS 1X, el primero con Tween 20 0,1 %. Posteriormente, se incubó con el 

anticuerpo secundario IRDye 800CW cabra anti-conejo IgG (LI-COR, Biosciences) dilución 

1:20000 en PBS 1X con leche 1 % y Tween 20 0,1 %, incubando 1 h a 22 ºC con agitación. 

Posteriormente, se repitieron lavados similares a post-anticuerpo primario. Las membranas 

fueron escaneadas en Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR, Biosciences). La subunidad 

mayor de Rubisco se analizó en el canal 700 y se utilizó como control de carga. 

 

9- Cuantificación de aminoácidos 

9.1 Cuantificación de Pro por colorimetría 

Para esta cuantificación se siguió el método de Bates (1973). Muestras de únicas hojas 

pulverizadas fueron resuspendidas en 5 μl de ácido sulfosalicílico (SSA) 3 % por mg de peso 

fresco de la muestra. Luego de centrifugar a 12000 rpm por 10 min y por cada 100 μl de 

sobrenadante se agregó 100 μl de SSA 3 %, 200 μl de ninhidrina ácida (2.5 % ninhidrina, ácido 

o-fosfórico 2.4 % y ácido acético 58 % v/v) y 200 μl ácido acético 96 %. Las muestras fueron 

incubadas por 1 h a 100 ºC. Luego se agregó un volumen de tolueno para extraer el producto 

coloreado y se cuantificó absorbancia a λ= 520. A la par se realizó una curva de calibración 

con Pro (Sigma-Aldrich) para estimar la concentración en μmoles de Pro en función de los g 



MATERIALES Y MÉTODOS    123 
 

 

de peso fresco de la muestra. Por cada punto de medición se evaluaron independientemente 

tres hojas de distintas plantas. 

 

9.2 Cuantificación de Pro, Glu y Orn por HPLC 

La cuantificación de estos aminoácidos se realizó siguiendo el protocolo previamente 

descripto por Monteoliva y col. (2014). Cada muestra constó de tres hojas que fueron 

pulverizadas, resuspendidas en etanol 80 %, mantenidas por 1 h a 80 ºC, y luego 

centrifugadas (8 minutos a 13000 rpm). El sobrenadante se evaporó hasta secar y el residuo 

se resuspendió en 50 μl de agua miliQ. Las muestras fueron derivatizadas con 6-

aminoquinolil-N-hidroxisuccimidilcarbamato (ACQ), que reacciona con aminoácidos 

primarios y secundarios generando complejos que fluorescen a 400 nm. La separación de los 

mismos se llevó a cabo en columna Zorbax C18 Plus (100 × 4.6mm, 3.5μm) en un sistema de 

HPLC cuaternario (Hewlett Packard series 1100, CEMECO) con (A) buffer acetato de sodio 140 

mM pH 5.8 y trietilamina 7 mM; (B) acetonitrilo; (C) agua miliQ filtrada. Las corridas se 

desarrollaron con el siguiente gradiente 0,01 min 100 % A; 0,50 min 99 % A + 1 % B; 27,5 min 

91 % A + 9 % B; 28,50 min 89 % A + 11 % B; 44,50 min 82 % A + 18 % B; 47,5 min 60 % B + 40 

% C; 50,5 min 100 % A. El equipo se encontraba acoplado a un detector fluorescente 

(excitación 300 nm y emisión a 400 nm). Los tiempos de retención específicos se 

determinaron usando estándares externos de distintos aminoácidos (Pro, Orn, Glu, P5C, Asn, 

Thr, Ala, Arg, GABA y Phe) y la cuantificación con curvas de concentraciones de Pro, Orn y 

Glu. Los valores se expresaron en nmol en relación a gramos de peso fresco de la muestra. 

Estos experimentos se realizaron en el Centro de Estudio de las Metabolopatías Congénitas, 

Hospital de Niños de la Santísima Trinidad de Córdoba. 

 

10- Actividades enzimáticas 

10.1- Actividad ProDH in vitro 

Se utilizó el protocolo descripto por Monteoliva y col. (2014) con algunas modificaciones. 

Muestras de 4 hojas fueron pulverizados en nitrógeno líquido y homogenizados en buffer de 

extracción (Tris-HCl 50 mM; MgCl2 7 mM; KCl 600 mM; EDTA 3 mM; ditiotreitol, DTT, 1 mM; 

fluoruro de fenilmetilsulfonilo, PMSF, 1 mM; polivinilpirrolidona, PVP, 5 %). Estas muestras se 

centrifugaron y el sobrenadante se utilizó para realizar el ensayo de actividad y cuantificar 

contenido de proteínas totales por Lowry. La actividad fue ensayada en buffer de reacción 
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(NaH2CO3- HCl 150 mM pH 7.5, NAD+ 1 mM y Pro 25 mM) conteniendo 14C-Pro (NEC Perkin 

Elmer; 266 mCi/mmol) como sustrato. Se realizaron dos ensayos por muestra, incluyendo en 

una de ellas el inhibidor de ProDH ácido L-thiazolidine-4-carboxylic acid (T4C) para descontar 

variaciones no asociadas a la actividad ProDH. Se tomaron alícuotas a 0, 40, 80 y 120 min 

frenando en cada caso la reacción con la mezcla metanol:cloroformo:agua (en proporciones 

12:5:3 v/v). El sobrenadante fue evaporado y resuspendido en 50 μl agua y separado por TLC 

con fase móvil etanol 80 % v/v según Boggess y col. (1978). Los aminoácidos se tiñeron por 

pulverización de ninhidrina 0,2 % p/v en etanol 95 % v/v. Las TLC fueron expuestas y luego 

escaneadas en Storm 840 Phosphor Imager para determinar la posición de 14C-Pro. La banda 

correspondiente a Pro fue levantada de la placa y resuspendida en líquido de centelleo 

Optiphase, Hisafe 2 (Perkin Elmer) y cuantificada en contador de centelleo. Los valores de 

radiactividad se utilizaron para calcular actividad como nmoles de Pro consumidos por 

minuto y mg de proteína total. 

 

10.2 Actividad G6PDH in vitro 

La actividad G6PDH se analizó según Sindelar y col. 2002, con algunas modificaciones. 

Muestras de hojas (20 discos; 30 mg), se pulverizaron en nitrógeno líquido y homogenizaron 

en 2 volúmenes de buffer de extracción (Tris-HCl 20 mM; MgCl2 2,5 mM; EDTA 1 mM; 

ditiotreitol, DTT, 1 mM; fluoruro de fenilmetilsulfonilo, PMSF, 1 mM pH 7). Estas muestras se 

centrifugaron 15 min a 12000 rpm para rescatar el sobrenadante. Por muestra se realizaron 

diluciones 1, 2/5, 1/5. Por cada concentración se realizaron 3 réplicas técnicas. La actividad 

se determinó como producción de NADPH detectado por incremento de absorbancia a λ= 

340 nm. En paralelo, se realizó una curva de concentración de NADPH con concentraciones 

100, 50, 25, 10, 5 y 2 μM. Las incubaciones se realizaron en placas de 96 pocillos con buffer 

de reacción (Tris-HCl 50 mM; MgCl2 1 mM; G6P 0,2 mM; NADP+ 0,1 mM; pH 8) en un 

volumen total de 200 μl con 10 μl de extracto. La reacción se inició con el agregado de G6P y 

NADP+. Las mediciones de absorbancia se realizaron cada 1 min por 1 h en 

espectrofotómetro para microplacas (Epoch, Bioteck). Como control cada extracto se evaluó 

en las mismas condiciones pero sin el agregado de G6P, para descontar la generación de 

NADPH por otras vías. La cuantificación de proteína se realizó para cada pocillo a través del 

método de Lowry.   

 



MATERIALES Y MÉTODOS    125 
 

 

11- Detección de muerte celular por azul de tripano 

La tinción con azul de tripano se realizó siguiendo el método de Koch y Slusarenko (1990). Las 

hojas se colocaron en tubos con una solución 1:1:1:1 fenol:glicerol:ácido láctico:agua 

destilada y 0,025 % de azul de tripano y se incubaron a 98 ºC por 2-4 min. Luego se descartó 

la solución de tinción destiñó con lavados con hidrato de cloral 70 % p/v, y mantuvieron a 80 

ºC por 15 min. Luego, se lavaron con etanol 90 % y progresivas diluciones de etanol (70, 50, 

30 y 0 %). Luego se resuspendieron en glicerol 30 % y montaron con porta y cubreobjetos. 
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PRODH1   MATRLLRTNFIRRSYRLPAFSPVGPPTVTASTAVVPEILSFGQQAPEPPLHHPKPTEQSH 60 

PRODH2   MANRFLRPNLIHR---FSTVSPVGPP-----TTIIPEILSFDQPKPE------------- 39 

         **.*:**.*:*:*   :.:.******     *:::******.*  **              

PRODH1   DGLDLSDQARLFSSIPTSDLLRSTAVLHAAAIGPMVDLGTWVMSSKLMDASVTRGMVLGL 120 

PRODH2   VDLDLSDQARLFASVPISTLLRSTAILHATSIGPMVDLGSWLMSSKLMDTTVTRDLVLRI 99 

          .**********:*:* * ******:***::********:*:*******::***.:** : 

PRODH1   VKSTFYDHFCAGEDADAAAERVRSVYEATGLKGMLVYGVEHADDAVSCDDNMQQFIRTIE 180 

PRODH2   VKGTFYDHFCAGEDAAAAARRVSSVYESTGLKGMLVYGVEHAEDGGACDENIQKFIETVE 159 

         **.************ ***.** ****:**************:*. :**:*:*:**.*:* 

PRODH1   AAKSLPTSHFSSVVVKITAICPISLLKRVSDLLRWEYKSPNFKLSWKLKSFPVFSESSPL 240 

PRODH2   AAKTLPSSHLSSVVVKITAICPMNVLKRVSDLLRWQYKNPNFKLPWKLNSFPVFSGLSPL 219 

         ***:**:**:************:.:**********:**.*****.***:******  *** 

PRODH1   YHTNSEPEPLTAEEERELEAAHGRIQEICRKCQESNVPLLIDAEDTILQPAIDYMAYSSA 300 

PRODH2   YHTTSEPEPLTVEEERELEKAHERLKSVCLRCQESNVPLLIDAEDTILQPAIDYMAYWSA 279 

         ***.*******.******* ** *::.:* :************************** ** 

PRODH1   IMFNADKDRPIVYNTIQAYLRDAGERLHLAVQNAEKENVPMGFKLVRGAYMSSEASLADS 360 

PRODH2   IMFNSDKDRPIVYNTIQAYLKDAGERLHLALRESEKMNVPIGFKLVRGAYMSSEAKLADS 339 

         ****:***************:*********::::** ***:**************.**** 

PRODH1   LGCKSPVHDTIQDTHSCYNDCMTFLMEKASNGSGFGVVLATHNADSGRLASRKASDLGID 420 

PRODH2   LGYKSPVHDTIQNTHDCYNDCMSFLMEKASNGSGIAVILATHNTDSGKLGARKASELGIN 399 

         ** *********:**.******:***********:.*:*****:***:*.:****:***: 

PRODH1   KQNGKIEFAQLYGMSDALSFGLKRAGFNVSKYMPFGPVATAIPYLLRRAYENRGMMATGA 480 

PRODH2   KENGKIEFAQLYGMSDALSFGLKRAGFNVSKYMPYGPVDTAIPYLIRRAYENRGMMSTGA 459 

         *:********************************:*** ******:**********:*** 

PRODH1   HDRQLMRMELKRRLIAGIA 499 

PRODH2   LDRQLMRKELKRRVMAW-- 476 

          ****** *****::*    
 

Figura A1. Alineamiento de secuencias de aminoácidos de ProDH1 y ProDH2. El programa ClustalW2 se utilizó 

para realizar el alineamiento de ambas secuencias. Se indican aminoácidos apolares (rojo); ácidos (azul); básicos 

(margenta); polares no cargados (verde), diferenciando residuos idénticos (asterisco), residuos con alta similitud 

(dos puntos; score > 0.5 en matriz Gonnet PAM 250); y con baja similitud (punto; score ≤ 0.5 en matriz Gonnet 

PAM 250). El dominio prolina deshidrogenasa se resalta en verde y el péptido de tránsito mitocondrial se marca 

en amarillo (Funck y col., 2010). En negro se resalta la Tyr que determina la especificidad por Pro (Y464 en 

ProDH; Y443 en ProDH2). En gris se muestran los péptidos sintéticos utilizados para generar los anticuerpos 1 

(TGLKGMLVYGVEHA , gris claro) y 2 (FLMEKASNGSG; gris oscuro).  
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Figura A2. Genotipificación de líneas mutantes de ProDH1 y ProDH2. Se indica la posición de T-DNA en plantas 

mutantes prodh1 (A) o prodh2 (B) y los oligonucleótidos utilizados para la amplificación del DNA genómico por 

PCR (a-b; c-d; e-f). UBQ5 se utilizó como control de carga. 
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Figura A3. Ensayos de Western blot dirigidos a diferenciar ProDH1 de ProDH2 en extractos de proteínas. (A) 

Extractos totales (5 μg/carril) de plántulas de 14 días Col-0, prodh1-3, prodh2-2, prodh1-2, prodh1-4, Ler y 

prodh2-1. (B) Extractos totales (15 μg/carril; HT) o mitocondriales (15 μg/carril) de hojas de plantas Col-0, 

prodh1/prodh2, prodh1-4, prodh2-2 y prodh1-3 de 6 semanas de edad. (C y D) Extractos totales de plantas de 8 

hojas de Col-0, prodh1-3 y prodh2-2 (izquierda) o Ler y prodh2-1 (derecha) a nivel basal o tras 12 h de 

tratamientos con meJA (0,80 μM; JA) o vehículo (etanol; C). En verde anticuerpos anti-ProDH denominados 1 (A, 

C, D) o 2 (E) (ver Figura 1 del Anexo). En rojo subunidad mayor de Rubisco SGR utilizada como control de carga. 

PM: marcador de peso molecular. A la izquierda se indican los pesos estimados de ProDH1 y ProDH2. 
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Tabla AI. Elementos regulatorios en cis en los promotores de los genes ProDH1 y ProDH2.  

Nombre del elemento  Secuencia Respuesta a 
ProDH1 ProDH2 

Posición Posición 

WBOXATNPR1 

TTGACT 

WRKY/SA  

-1525 -1940 

-1376  

AGTCAA 
-893 -896 

 -1447 

CGTCA/WBOXATNPR1 
/ASF1MOTIFCAMV 

TGACG 

meJA/WRKY/ luz/SA  

-679  

CGTCA 
 -1948 

 -328 

ARFAT TGTCTC Auxinas  

-684 -2121 

-647 -1471 

 -1267 

ERE TTTGAAAT Etileno  -2007  

PREATPRODH 
ACTCAT Hiposmolaridad 

/Pro  

-837 -2536 

-709  

ATGAGT -450  

DPBF-1 and 2 binding site 
CACATG 

bZIP/ABA  
-223  

ACACAGG  -1285 

MYCATERD1 
CACATG 

Estrés hídrico  

-863  

-223  

CATGTG 
 -2284 

 -2196 

MYB2CONSENSUSAT 

AACTG 

Estrés hídrico/ABA 

-2002  

CAACTGG -1671  

CAACTG -1603  

ABRELATERD1 ACGTG Estrés hídrico/ABA  

-2016 -879 

-1926  
-191  

-165  

TATCCAT/C TATCCAT Sacarosa 
 -1330 

 -336 

LTRE 

CCGAAAC 

Temperatura  

 -1228 

CCGAAA 
-81  

-602  
ACCGACA -1720  

HSEs binding site AGAATTTTCT Temperatura -1071  

CCA1 binding site 
AACAATCT 

Luz  
-1132  

AGATTTTT  -441 

T-box ACTTTG Luz  -458 -532 

3-AF1 binding site AAATATCCCTT Luz  -2080 

GATABOX 

AGATAG 

Luz  

-1774 -1978 
TGATAA  -1701 

GATAA  -273 

ATGATATGA 
 -2169 

 -1970 

TGATAG  -2496 

GTTATCA -2415  

AGATAAG  -850 
GGTTAA -2324  

TTATCTAT  -803 

ATAGATA -2223  

AGATAG -2205  

TTATCA 
-2084  

-2045  
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TGATAA -1477  

TTATC -667  

TGATAG  -598 

I BOX 

GATAAG 

Luz  

-1290  

CTTATC 

 -1959 

 -1114 

 -366 
CCTTATCTTT  -1537 

SORLIP2AT GGGCC Luz -692  

SORLREP4AT CTCCTAATT Luz  -281 

SORLIP1AT GCCAC Luz   -882 

SORLREP3AT TGTATATAT Luz  -1775 

CIACADIANLELHC 
CAAAGTTATC 

Ritmo circadiano 
 -1840 

CAATGACATC  -1302 

 

Las secuencias de los genes ProDH1 y ProDH2 fueron analizadas con los programas Agris, PlantCare y PLACE. Se 

seleccionaron los elementos detectados por al menos dos de estos programas. Las posiciones se definen de 

manera relativa al codón de inicio ATG.  
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Figura A4. Genotipificación de mutantes p5cr1 y p5cr2. Esquema de las inserciones de T-DNA en plantas 

mutantes y posición de los oligonucleótidos utilizados para su caracterización (a-b; b-c). Los oligonucleótidos a y 

b son complementarios a P5CR, y el cebador c es complementario al T-DNA. La inserción del T-DNA genera 

productos de 1700 pb (alelo p5cr1) o 902 pb (alelo p5cr2) con los oligonucleótidos b-c. Ambas mutaciones se 

mantienen en hemicigosis tal como lo revela la presencia del alelo salvaje y del alelo mutado por inserción del 

T-DNA. UBQ5 se utilizó como control de carga. 
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