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INTRODUCCION

La interaccion planta-patogeno

Las plantas son susceptibles de sufrir diferentes tipos de estreses, tanto abidticos como
bidticos. Centrandonos en este Ultimo tipo de estrés, las plantas pueden ser atacadas
por bacterias, hongos, virus, amén de insectos y herbivoros. En esta situacién, la planta
presenta mecanismos de defensa eficientes y, en muchos casos, el éxito de la infeccidn
no culmina con la muerte de la planta.

Los microorganismos patdgenos pueden ser virulentos (producen enfermedad) o
avirulentos (no produce enfermedad). Podemos definir la virulencia como un grado de
patogenicidad, es decir, la habilidad del patégeno para superar la resistencia del
hospedador, pudiéndose establecer diferentes tipos de interacciones entre ellos. Se dice
que una interaccion es compatible cuando se da entre un patdgeno virulento y un
hospedador susceptible, mientras que una interaccidon incompatible se define como
aquella en la que el hospedador es resistente y el patégeno avirulento (Collinge y col.,
2001). También puede ocurrir que la interaccion sea compatible, pero la planta no
presente los sintomas de la enfermedad, a pesar de existir una infeccién en los tejidos
de la misma. Esta situacidon se denomina tolerancia y se produce cuando la planta es

capaz de limitar los procesos bioguimicos requeridos para el desarrollo de los sintomas.

Los patdgenos de las plantas

Podemos definir como fitopatégeno a aquel organismo que para completar su ciclo vital
necesita desarrollarse dentro de la planta, generando un estrés bidtico que es perjudicial
para la misma.

Muchos microorganismos completan su ciclo vital en la superficie de la hoja, pero los
patdgenos deben invadirla internamente para multiplicarse (Baker y col., 2010) a través
de estomas y heridas, o por medio de enzimas liticas que libera el patégeno para
degradar la pared celular de la planta (Agrios, 2005).

Al proceso de infeccidn, colonizacién y reproduccion del patégeno se le denomina
patogénesis. En base al tipo de nutricidon y crecimiento podemos clasificar a los

patdgenos en bidtrofos, necrétrofos y hemibidtrofos.
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Se consideran patdgenos bidtrofos aquellos que se caracterizan por realizar su funcion
biolégica manteniendo los tejidos del hospedador vivos. Ademads, son capaces de
producir moléculas supresoras para eludir las respuestas defensivas de las plantas y, asi,
poder aprovechar sus nutrientes.

Los patdgenos necrétrofos son aquellos que secretan enzimas y toxinas que degradan
células vegetales y se alimentan de los nutrientes que se liberan durante el proceso
necrotico (Colmenares y col., 2002).

La mayoria de los patdgenos se pueden englobar dentro de la biotrofia o de la
necrotrofia, en funcidon de su ciclo celular. Como ejemplos de bidtrofos podemos
mencionar las bacterias del género Pseudomonas y Xanthomonas, los hongos del género
Peronospora, Erysiphe y Microbotryum y todos los virus vegetales, que precisan del
metabolismo vegetal para su reproduccién. Como ejemplos de necrotrofia podemos
citar las bacterias del género Erwinia y Ralstonia, asi como los hongos del género
Pythium, Alternaria, Leptosphaeria y Botrytis, éste ultimo objeto de estudio en esta
Tesis.

Por otra parte, existen patdgenos que se pueden comportar como bidtrofos vy
necrotrofos, dependiendo de la fase en la que se encuentre su ciclo vital. Este tipo de
patégenos se denominan hemibidtrofos. Un ejemplo es la bacteria Pseudomonas
syringae (también objeto de estudio en esta Tesis), que en general se habia considerado
como bidtrofa, pero actualmente se considera hemibidtrofa (Block y Alfano, 2011). Una
vez que penetra en la planta y se multiplica en los espacios intercelulares, convive con
el hospedador comportandose como un biétrofo en las fases iniciales, pero en un estado
avanzado de la infeccion se comporta como un necrétrofo, produciendo clorosis y

necrosis en la planta.
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Pseudomonas syringae

Pseudomonas syringae es una bacteria gram-negativa aerobia con forma de bastén, que
se moviliza utilizando un flagelo polar. Como se ha mencionado con anterioridad, se
trata de una bacteria hemibidtrofa y actualmente estan descritos cerca de 60 patovares,
definidos por caracteres patogénicos (Baltrus y col., 2017). Pseudomonas syringae pv
tomato (Pst) es el agente causal de lo que se conoce como “mancha bacteriana del
tomate”, aunque es capaz de infectar otras variedades vegetales. Cuando infecta
produce cancros, marchitez, manchas foliares, lesiones necréticas y clorosis, afectando
hojas, tallos y frutos (Figura 1). Después de saltar las barreras fisicas y conseguir entrar
en la planta, es capaz de multiplicarse en el espacio apoplastico, cuyo componente
principal es la pared celular, rodeada por el fluido apoplastico que contiene metabolitos,
proteinas e iones inorganicos, que constituyen la principal fuente de nutrientes para

este patogeno (Preston, 2017).

Figura I. Imagenes representativas de la morfologia de P. syringae y las lesiones que produce en
plantas infectadas.

Como se ha mencionado anteriormente, los hemibidtrofos mantienen vivos los tejidos
del hospedador en los estadios iniciales de su ciclo vital. El ataque a los componentes
esenciales de la inmunidad de la planta constituye una de las principales estrategias de
P. syringae para llevar a cabo la infeccion. Durante la misma, se ven afectados diferentes

procesos defensivos de la planta como la HR (Hypersensitive Response; respuesta
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hipersensible) las rutas de sefalizacién mediadas por el acido jasmodnico (JA), el acido
salicilico (SA) y el acido abscisico (ABA); las modificaciones de la pared celular y la
expresion de genes de defensa (Abramovitch y Martin, 2004; Thilmony y col., 2006). P.
syringae dispone de diversos mecanismos implicados en virulencia, como la secrecidn
de enzimas degradadoras de pared celular o la produccidn de fitotoxinas. Los efectos de
la produccién de estas ultimas son variados, alterando el metabolismo de lipidos y
azucares, la sintesis de proteinas y las rutas de sefializacién hormonal (Geng y col.,
2014). Precisamente la acumulacién de fitohormonas juega un papel importante en
diversos procesos fisioldgicos y celulares, incluyendo las respuestas de defensa de las
plantas (Bari y Jones 2009; Katagiri y Tsuda 2010). P. syringae puede entrar en la planta
a través de aberturas naturales o heridas y, una vez en el apoplasto, es capaz de liberar
cerca de 30 efectores proteicos usando un sistema de secrecion de tipo Il (T3SS) que,
junto con la fitotoxina coronatina, constituyen los mecanismos de virulencia mas
importantes de este patdgeno (Veldsquez y col.,, 2017). Los efectores proteicos
secretados por el T3SS se denominan TTEs (Type three effectors; efectores de tipo Ill) y
muchos de ellos actuan suprimiendo las defensas de las plantas, para favorecer la
colonizaciéon de la bacteria. En cambio, otros efectores tendrian un papel en la
adquisicion de nutrientes y en el establecimiento de un ambiente favorable para la
replicacion de la bacteria (Macho y Zipfel, 2015; Rufian y col., 2016). El sistema de
secrecion de tipo Il esta codificado por los genes HRPy HRC, y es necesario para disparar
la HR en plantas que no son huésped y para la patogénesis en sus huéspedes (Alfano y
Collmer, 1996). En general, los efectores contribuyen a la virulencia combatiendo las
defensas de la planta y controlando la muerte celular, asociada con los sintomas
caracteristicos de esta enfermedad.

El otro mecanismo de virulencia importante, mencionado previamente, es la produccion
de la fitotoxina coronatina, que actia como analogo estructural del JA. Es producida por
diversos patovares de P. syringae como alisalensis, atropurpurea, maculicola, entre
otros (Brooks y col.,, 2004; Geng y col., 2014), siendo una toxina no especifica de
huésped. Su funcién es inducir una cascada de sefiales dependientes de JA, activando la
respuesta a herida, a insectos herbivoros y a necrétrofos. Cldsicamente se ha
considerado que el JA es un inhibidor de la ruta del SA, por lo que la coronatina

contribuye a la manipulacidon de la maquinaria defensiva de la planta impidiendo el
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cierre estomatico y asi facilitar la entrada de la bacteria, promoviendo su crecimiento,
ademas de contribuir a los sintomas de clorosis de la planta (Tsai y col., 2011; Geng y
col., 2014). El ABA también juega un papel importante en la patogénesis de P. syringae,
ya que una activacién temprana de esta ruta facilita la inhibicion de la ruta del SA y las
respuestas de defensa asociadas, como la muerte celular y la liberacion de compuestos
antimicrobianos (de Torres y col., 2009).

Un paso critico para el inicio de la infeccion por parte de la bacteria es su capacidad para
entrar en espacios intercelulares. Los estomas de la planta son aberturas naturales que
puede aprovechar el patdégeno para entrar y su cierre es una estrategia importante en
la planta para evitar la invasidn. La coronatina parece tener un papel en la regulaciéon
del cierre estomatico inhibiendo el efecto del ABA, promoviendo asi la apertura de los
estomas para facilitar la entrada de la bacteria (Melotto y col., 2006).

Para que se establezca una poblacién bacteriana competente para colonizar el tejido de
la planta es fundamental la supervivencia de la bacteria en el apoplasto. Como se ha
mencionado antes, este espacio contiene metabolitos, proteinas e iones que puede
utilizar la bacteria para nutrirse, pero ademas existen sustancias antimicrobianas
capaces de inhibir su crecimiento, como las fitoalexinas, que juegan un papel importante
en la proteccién de la planta frente a patégenos (Dixon y col., 2001). Pseudomonas ha
desarrollado estrategias para contrarrestar el efecto de estas sustancias
antimicrobianas, como las bombas de extrusién y algunos mecanismos especificos de
resistencia (Alvarez-Ortega y col., 2013).

Por lo tanto, la capacidad de manipulacion y modulacién de los mecanismos de defensa
de las plantas por parte de la bacteria son necesarias para su patogenicidad, lo que ha

suscitado un gran interés a lo largo de los afos.
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Botrytis cinerea

Botrytis cinerea es un hongo necrotrofo patégeno de plantas muy comudn en la
naturaleza. Pertenece al filum Ascomycota, clase Leotiomycetes, orden Helotiales y
familia Sclerotiniaceae. Es capaz de infectar mas de 200 especies vegetales, causando
un gran dafio econdmico en la produccién y almacenamiento de los cultivos. La amplia
variedad de sintomas en los diferentes tejidos de la planta sugiere que B. cinerea posee
un amplio abanico de estrategias para invadir a su hospedador (Zhang y van Kan, 2013).
Es el agente causal de un moho grisaceo llamado “podredumbre gris”, una enfermedad

muy comun en el mundo agricola, que conlleva enormes pérdidas econdmicas (Figura

).

Figura Il. Imagenes representativas de la morfologia de B. cinerea y las lesiones que produce en
plantas infectadas.

Este hongo presenta tanto fase sexual como asexual. En la fase sexual se le conoce como
Botryotinia fuckeliana y produce ascosporas como medio de propagacién, que son unas
estructuras originadas por meiosis en el interior de las hifas. En la fase asexual se le
conoce como Botrytis cinerea y su replicacion tiene lugar mediante la liberacion de

conidiosporas (Figura Ill).
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Figura lll. Esquema del ciclo biolégico de B. cinerea. Esquema de los diferentes estados de desarrollo

durante la infeccion de B. cinerea en plantas. Figura modificada y adaptada de Agrios, 2005.

Los conidios son esporas asexuales especializadas que se liberan a través de los
conidiéforos (una estructura que se localiza en el extremo de las hifas) y que pueden ser
dispersadas por el viento. Una vez que las esporas llegan a la superficie del hospedador
comienza el ciclo infectivo. Este consta de las siguientes fases: adhesidn y germinacion;
penetracién en el tejido del hospedador; formacidn de la lesidon primaria; expansion y
produccién de una nueva generacién de esporas.

Cuando las esporas se depositan en la superficie de la hoja deben penetrar la capa
superficial de la misma, que esta cubierta de ceras y cutina. Las esporas germinan y
desarrollan el apresorio, una estructura que se diferencia cuando el patdgeno se halla
sobre la superficie del tejido vegetal para formar una especie de estaca, pie o gancho
penetrador, que perfora la cuticula.

El mecanismo de penetracidn del apresorio en B. cinerea no esta del todo claro. En otros
hongos necrétrofos como Magnaporte grisea, agente causante de la piricularia, el
mecanismo consiste en ejercer una presion mecdnica sobre el tejido del huésped, que
se desarrolla gracias a la elevada presion osmotica generada en el apresorio, como
consecuencia de la acumulacién de glicerol (de Jong y col., 1997). Probablemente este

mecanismo no es el utilizado por B. cinerea, ya que no existe un septo o membrana que
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separe el apresorio del tubo germinativo, que seria necesario para mantener los altos
niveles de presidn osmoética en esta estructura. Las esporas germinadas de B. cinerea
contienen melanina (Doss y col., 2003), aunque no se alcanzan las concentraciones
necesarias para crear una presion osmotica suficiente, como ocurre en M. grisea. A
pesar de todo, la estructura que genera B. cinerea sobre la superficie foliar se sigue
considerando un apresorio, porque la penetracién requiere una proteina asociada a la
membrana, BcPLS1 (Gourgues y col., 2004; Siegmund y col., 2013), que es homdloga de
una proteina esencial para la penetracion en M. grisea (Clergeot y col., 2001).
Probablemente el apresorio de B. cinerea secrete enzimas que degraden la pared de la
superficie foliar, es decir, cutinasas y lipasas. La secuencia del genoma de B. cinerea
parece contener, al menos, seis cutinasas y una docena de lipasas (Williamson y col.,
2007; Amselemy col., 2011). Una vez perforada la cuticula, la estructura de penetracién
crece en la pared anticlinal de la célula epidérmica subyacente. Esta pared es rica en
pectinas, celulosas y hemicelulosas, por lo que esta fase de invasidn necesita la accién
de pectinasas, pectin metilesterasas, celulasas y hemicelulasas (Kars y col., 2005). Una
vez que B. cinerea ha entrado en la planta, posee diversas herramientas para provocar
la muerte celular del tejido vegetal, como por ejemplo la produccidon de compuestos con
actividad fitotoxica, la induccion del estallido oxidativo, la produccion de éxido nitrico
(ON) y de acido oxalico (AO). Entre los compuestos fitotdxicos producidos por B. cinerea
destaca el botcindlido, una lactona altamente sustituida (Tani y col., 2006) y el botridial,
un sesquiterpeno biciclico (Colmenares y col., 2002), que parece estar relacionado con
la activacién de la muerte celular programada (Rossi y col., 2011). La delecidn de uno de
los genes de la ruta biosintética del botridial provocé una severa reduccidon de la
virulencia en una cepa de B. cinerea (Siewers y col., 2005), aunque no con otras cepas,
indicando que unas podrian depender estrictamente del botridial, mientras que otras
producirian otras toxinas, como los botcinélidos (Collado y col., 2007; Moraga y col.,
2016).

Las proteinas extracelulares también pueden inducir las defensas de las plantas, como
BcNEP1 y BcNEP2 de B. cinerea, que pertenecen a la familia NPLs (Nep1-like proteins).
Se ha descrito que esta familia induce la deposicion de calosa, la acumulacion de
especies reactivas del oxigeno (ROS) y de etileno, y la induccién de genes de respuestas

de defensa (Cuesta-Arenas y col.,, 2010). También se ha descrito una glicoproteina

8



Introduccion

denominada BclEB1 abundante en el secretoma de B. cinerea, que guardaria relaciéon
con la virulencia de este hongo (Fernandez-Acero y col., 2010). Recientemente se le ha
asignado un papel como elicitor de las defensas de las plantas mediante un
reconocimiento de tipo PAMP (patrones moleculares de reconocimiento a patégenos)
(Gonzaélez y col., 2017).

El denominado “estallido oxidativo” se produce en muchas interacciones planta-
patdgeno durante la HR y consiste en una liberacién masiva de ROS, que promueven la
muerte celular y confieren resistencia frente a patégenos bidtrofos. Légicamente, en el
caso de un necrétrofo la muerte celular de la planta, en cierta medida, es beneficiosa
para el patégeno (Govrin y Levine, 2000). De hecho, B. cinerea produce activamente un
estrés oxidativo durante la penetracion de la cuticula y la formacion de la lesion primaria
(Williamson y col., 2007). En la infeccidn de hojas de tomate se ha descrito una gran
acumulacién de peréxido de hidrégeno (H20z), tanto en la membrana plasmatica de las
células vegetales, como en la vaina extracelular que cubre la superficie de la hifa
(Schouten y col., 2002). Esto, ademas, conduce a la acumulacién de radicales libres,
culminando con la peroxidacion lipidica y el agotamiento de antioxidantes
(Muckenschnabel y col.,, 2002). Todos estos procesos oxidativos provocan un
desequilibrio masivo del estado redox dentro y alrededor del tejido infectado,
promoviendo el avance de la enfermedad (Lyon y col., 2007). En los Ultimos anos se ha
descrito que el gen bcsod1, que codifica la superdxido dismutasa Cu-ZnSOD, secretada
por B. cinerea, se expresa desde el inicio de la infeccidn. La delecidn de bcsod1 (Abcsod1)
reduce la virulencia en muchos huéspedes (Rolke y col., 2004). En una parte de esta Tesis
se ha estudiado la respuesta de plantas de Arabidopsis y de tomate frente a este
mutante de B. cinerea (L6pez-Cruz y col., 2017) En la interaccién planta-patégeno se
producen ROS, tanto por parte de la planta, como por parte del hongo, pero
actualmente se desconoce cual es la funcion exacta de las mismas.

B. cinerea también produce ON para favorecer la muerte celular y el avance de la
infeccion (Conrath y col., 2004). El ON es producido por el hongo desde la fase de
germinacién y difunde al medio extracelular. El tratamiento con ON exdgeno induce su
produccién por parte de la planta, sugiriendo una interrelacion entre las rutas de

generacién de este metabolito por parte del patégeno y del huésped. Se ha propuesto
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un umbral de ON que podria incrementar, o reducir, la defensa de la planta frente a
hongos necrétrofos (Turrion-Gémez y Benito, 2011).

Por otra parte, el AO (un acido dicarboxilico) es beneficioso para los hongos necrétrofos,
dada su capacidad acidificante, secuestrante y estimulante del estallido oxidativo. En el
primer caso, facilitaria la actividad de las enzimas degradativas implicadas en el proceso
de infecciéon, como pectinasas, proteinasas y lacasas, que son activas a pH &acido
(Manteau y col., 2003; ten Have y col., 2010; Hahn y col., 2014). En el segundo caso, el
oxalato es capaz de quelar los iones calcio embebidos en la estructura de las pectinas,
sobre todo cuando éstas estan parcialmente degradadas por las pectinasas. Al
secuestrar el calcio se abre la estructura tipo “caja de huevos” de la pectina y se facilita
su degradacién (Prins y col., 2000). Por ultimo, puede estimular el estallido oxidativo y
la muerte celular programada (Kim y col., 2008). El AO es esencial para la patogénesis
de Sclerotinia sclerotiorum (un hongo necrétrofo cercano a B. cinerea), sin embargo,
aunque en B. cinerea podria ser un factor de virulencia, no tiene un papel claro (Hahny
col., 2014). Los mutantes deficientes en AO tienen una virulencia reducida, que puede
variar en funcién del pH del tejido hospedador. Se ha visto que en S. sclerotiorum la
virulencia viene mediada principalmente por AO, mientras que en B. cinerea se ha
observado la presencia de otros acidos como el citrato y el succinato durante la infeccién
en plantas de girasol, lo que sugiere una diferencia en la regulacion del ciclo de los acidos
tricarboxilicos (TCA) en ambos hongos (Mbengue y col., 2016).

Durante mucho tiempo se ha considerado que los hongos necrétrofos se limitaban a
producir la muerte celular (necrosis) mediante la liberacion de toxinas y enzimas liticas.
Sin embargo, gracias a numerosos estudios, como los descritos anteriormente, en la
actualidad se sabe que la interaccion es mucho mas compleja y requiere una
manipulacién activa de las respuestas de la planta por parte del patégeno. Existen
estudios que indican que B. cinerea necesita activar la HR de la planta y provocar la
muerte celular programada para poder invadir los tejidos muertos (Williamson y col.,
2007). En otros estudios se ha descrito que el hongo libera un exopolisacarido que actua
como un elicitor de la ruta del SA, con el fin de activar la HR e inhibir las respuestas
especificas contra necrétrofos, mediadas principalmente por la ruta del JA (El Oirdi y

col., 2011).
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Mecanismos constitutivos e inducibles de las plantas

Cuando el microorganismo patdgeno entra en contacto con la planta ésta es capaz de
poner en marcha diferentes mecanismos de defensa, cuyo objetivo es detener,
aminorar o contrarrestar la infeccion provocada por el mismo. Podemos clasificar los
mecanismos de defensa de las plantas en constitutivos e inducibles. Los constitutivos
son aquellos que proporcionan resistencia frente al microorganismo patdgeno.
Distinguimos dos tipos: Las barreras estructurales, o mecanismos de defensa fisicos y los
mecanismos de defensa quimicos. Los primeros consisten en la deposicidon de lignina
como refuerzo de los tejidos que sufren daio fisico y la formacién de papilas en las
células de la epidermis, que estan compuestas por calosa (B-1,3-glucano), que evitan la
penetracién del patégeno (Skalamera y col., 1997). Los mecanismos constitutivos
quimicos se basan en la acumulacién de compuestos procedentes del metabolismo
secundario (fitoanticipinas) y de proteinas antimicrobianas.

Los mecanismos constitutivos dificultan la progresiéon del patégeno en la planta y
forman parte de la denominada resistencia inespecifica (Dodds y Rathjen, 2010). Estas
barreras pueden ser superadas por el microorganismo patégeno, invadiendo la planta.
Para ello produce y secreta elicitores que, a su vez, activan las defensas inducibles de la
planta para tratar de contener al patégeno. Entre éstas defensas inducibles destacan la
HR vy la sintesis de proteinas relacionadas con la resistencia a patdgenos (proteinas PR).
Asi pues, los mecanismos inducibles conllevan una percepcién especifica del ataque del
patdégeno y conducen, a veces, al establecimiento en la planta de un estado de
resistencia de amplio espectro, que la protege de subsiguientes infecciones y que recibe

el nombre de resistencia sistémica adquirida (SAR) (Kamathamy col., 2016).

El reconocimiento del patégeno

Algunos mecanismos de reconocimiento constituyen un modelo simple, en el que un
receptor de la planta interacciona directamente con moléculas del patégeno. Es decir,
los patégenos liberan moléculas efectoras y factores de virulencia para incrementar su
virulencia que interaccionan con la planta. Esta, a su vez, depende de la inmunidad
innata de cada célula y de senales sistémicas procedentes de los sitios de infeccion. Este

modelo incluye la interaccidn entre efectores de los patdgenos y las proteinas PR de la
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planta. Se ha propuesto que muchas proteinas PR podrian ser activadas indirectamente
por efectores codificados por el patégeno (Jones y Dangl, 2006) y no mediante un
reconocimiento directo, como el propuesto inicialmente por la hipotesis gen a gen (Flor,
1971). Esta hipdtesis, conocida como “Hipdtesis del guardidn”, supone que las proteinas
PR reconocen indirectamente los efectores derivados del patdgeno, a través de las
perturbaciones que causan en la planta (Ade y col., 2007).

En general, las plantas responden a la infeccion utilizando un sistema inmune de dos
tipos. El primero reconoce y responde a moléculas presentes en diversas clases de
microbios, algunos de ellos no patogénicos. El segundo responde a factores de virulencia
de forma directa o indirecta, a través de sus efectos sobre la planta.

En el primer caso se utilizan receptores transmembrana de reconocimiento de patrones
(PRRs), que responden a patrones moleculares asociados a microbios no patégenos
(MAMPs), a patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) y a patrones
moleculares asociados a dafio (DAMPs), que activan la sefializacion inmune de la planta
sin tener en cuenta el estilo de vida del patégeno (Laluk y Meginste, 2010; Newman y
col., 2013 Wiesel y col., 2014).

Los MAMPs/DAMPs son reconocidos por los PRRs, cuya activacidn dispara la respuesta
defensiva, tanto en el caso de la resistencia de tipo gen a gen, como en la resistencia
basal. Esta se define como una resistencia activada por patégenos virulentos en
huéspedes susceptibles, pero con menor velocidad y reducida amplitud (Tao y col.,
2003; Jones y Dangl, 2006; Abugamar y col., 2017). La naturaleza de estos MAMPs es
muy diversa, siendo habitualmente moléculas esenciales para la vida del microbio,
aungue no jueguen necesariamente un papel en su patogenicidad. Algunos ejemplos
son componentes estructurales de la pared celular y de la membrana de algunos hongos,
como el ergosterol, la quitina y los B-glucanos. También lo son los lipopolisacédridos de
las membranas celulares de las bacterias Gram-negativas (LPS), o la flagelina de los
organos de motilidad de las bacterias (Zipfel y Felix, 2005). Tras la infeccién con B.
cinerea la quitina es reconocida por los receptores de la membrana plasmatica
CERK1/LysM RLK1 (chitin elicitor receptor kinasel/Lysin motif receptor-like kinasel) y
LYM2 (LysM domain-containing glycosylphosphatidylinositolanchored protein 2)
(Faulknery col., 2013). Las respuestas que desencadena el reconocimiento mediado por

MAMPs son muy rapidas e incluyen la activacién de flujos idnicos a través de la
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membrana plasmatica, la generacion de ROS, ON vy etileno, asi como la deposicién de
calosa y de compuestos antimicrobianos (Zipfel y Felix, 2005). La sefializacion mediada
por MAMPs utiliza, al menos, dos cascadas de MAP quinasas diferentes (Shen vy col.,
2007; Suarez-Rodriguez y col., 2007) y se inducen genes importantes, tanto para la
defensa en plantas que no son huésped, como para la defensa basal. Su reconocimiento,
por lo tanto, parece un mecanismo muy importante para la defensa preventiva y las
respuestas una vez que el patégeno hainvadido la planta (Zipfel y col., 2004; Lipka y col.,
2005).

Los DAMPs son elicitores endégenos liberados desde los tejidos de las plantas durante
la infeccion del patégeno, o durante un estrés abidtico (de Lorenzo y col., 2011).

Un tipo de DAMPs son los oligogalacturdnidos (OGs), que son liberados por la pared
celular de la planta tras la infeccién de B. cinerea, contribuyendo a la defensa frente a
este patdgeno (Ferrari y col., 2013). Los DAMPs son reconocidos por el receptor de la
pared celular kinasa 1 (WAK1), cuya sobreexpresion en Arabidopsis mejora la resistencia
frente a B. cinerea (Brutus y col., 2010).

El segundo mecanismo que responde a la infeccion utilizando el sistema inmune de la
planta actua en el interior de la célula, utilizando receptores de la superfamilia NLR
codificados por la mayoria de genes R. Su nombre procede de sus dominios
caracteristicos: Nucleotide binding domain (NBD) y leucine-rich repeat (LRR). El nombre
NLR hace referencia a su denominacion original “Nod-like receptors”, que actualmente
se aplica en animales, mientras que en plantas se ha consensuado la denominacion NBD-
LRR (Hamada y col., 2013). La resistencia mediada por estas proteinas tiene en cuenta
el estilo de vida del patdgeno vy, clasicamente, se considera efectiva contra patégenos
bidtrofos o hemibidtrofos, pero no contra patégenos que matan las células durante su
colonizacidon (Glazebrook, 2005). Sin embargo, hay evidencias de que algunos
componentes de esta clase de proteinas pueden conferir resistencia frente a
necrétrofos (Staal y col., 2008; Laluk y Mengiste, 2010). Por lo tanto, las proteinas NBD-
LRR juegan un papel importante en la defensa inmune de las plantas, pudiendo su
ausencia, o incorrecta funcionalidad, causar fallos en la misma (Jones y col., 2016).

Los datos obtenidos sobre el sistema inmune de las plantas se pueden representar en el

denominado “modelo del zig-zag” (Jones y Dangl, 2006), aunque recientemente se
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defiende un modelo mas dindmico (Wiesel y col., 2014). En la figura IV se resume dicho

modelo:
Alta PTI ETS ETI
A A A
S Efectores del patégeno
=
k> .
© Priming
<
-]
= Protefina R
=
£
<C
PRRs
Baja 6
o o0
o o9

No

Patégenos Plai\ta\

Insectos,
herbivoros

Patogenos

Figura IV. Esquema ilustrativo del modelo de Zig-zag. Elicitores quimicos, Microbe-Associated
Molecular Patterns (MAMPS) derivado de microbios no patégenos, Pathogen-Associated
Molecular Patterns (PAMPS) derivado de patégenos y Damage-Associated Molecular Patterns
(DAMPS) que son producidos por la planta tras el contacto con insectos, herbivoros o ataque de
patdégeno via PRRs. PTI: Inmunidad inducida por elicitores quimicos/ MAMPs/DAMPs/PAMPS. ETS:
Susceptibilidad inducida por efectores. ETI: Inmunidad inducida por efectores mediada por genes
R. Figura adaptada de Wiesel y col., 2014.

Los MAMPs (o PAMPs), DAMPS y/o elicitores quimicos son reconocidos por los PRRs,
activandose la respuesta defensiva de la planta como consecuencia de su percepcién
(Mackey y McFall, 2006; Wiesel y col., 2014). Centrandonos en los patdgenos, se ha
establecido que la respuesta de la planta tendria dos vias principales. La primera se
denomina PTI (PAMPs-Triggered Immunity; inmunidad provocada por PAMPs), basada
en un reconocimiento de patrones moleculares endémicos durante la invasion del
patdgeno, que activan respuestas de la defensa basal del hospedador. Cuando el
patégeno libera proteinas efectoras, denominadas ETS (effector-triggered susceptibility;
susceptibilidad provocada por efectores), se produce una interferencia con la PTl y se
desencadena una susceptibilidad frente al patégeno (Thommayy col., 2011). En bacterias

se liberan efectores proteicos TTEs mediante un sistema de secrecién de tipo Il para
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suprimir la respuesta PTI. Se reconfigura el metabolismo de la planta para proveer de
nutrientes al patdégeno y favorecer asi su multiplicacion (Abramovitch y Martin, 2004;
Alfano y Collmer, 2004). Los TTEs promueven la patogenicidad modificando el balance
de hormonas en el hospedador y, en otros casos, el patégeno sintetiza moléculas que
mimetizan fitohormonas como la coronatina (mencionada anteriormente). En la
activacion de la PTI las plantas acumulan ROS, produciéndose un segundo estallido
oxidativo, estimulando las rutas de SA, JAy ABA y la deposicidn de calosa (Pastor y col.,
2013).

La segunda via se denomina ETI (Effector-Triggered Immunity; inmunidad provocada por
efectores), que consiste en una respuesta tardia del hospedador a la supresién de las
defensas basales. Un efector especifico es reconocido directa, o indirectamente, por una
de las proteinas NBD-LRR, dando lugar a la inmunidad desencadenada por efector o ETI
(Dodds y Rathjen, 2010; Bernoux y col., 2011). La seleccién natural contribuye a que los
patdgenos eviten la ETI, deshaciéndose o diversificando el gen efector reconocido, o
adquiriendo nuevos efectores que suprimen la ETI. La seleccidn natural también ha dado
lugar a nuevas especificidades de los genes R, de manera que pueda volver a producirse
la ETI. La respuesta ETI puede ser suprimida por el patéogeno mediante otros efectores
alternativos, que no son reconocidos por las proteinas R.

ETI generalmente incluye la activacion de la HR que lleva, en ultimo término, a una
muerte celular programada efectiva contra bidtrofos al restringir el acceso al aguay a
los nutrientes, ademads de activar la ruta de sefializacién del SA, siendo efectiva contra
especies concretas de bidtrofos (Abramovitch y col., 2006). En ausencia de un patégeno
adaptado puede llevar a un efecto de tipo priming, que genera una respuesta rapida y

fuerte tras el ataque (Wiesel y col., 2014).

La respuesta temprana de la planta frente a patégenos

Cuando tiene lugar la interaccion la planta reconoce al patégeno y se desencadena una
serie de cambios en las células vegetales. Estos incluyen: la activacion de la ruta del SA;
la activacién de protein-quinasas; la reprogramacion transcripcional; la produccién
rapida y transitoria de ROS y ON (Turrion-Gémez y Benito, 2011); asi como un cambio

de pH en el apoplasto hacia la alcalinidad, como resultado de un influjo de calcio y
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protones y un eflujo de potasio, actuando AMPc como seiial secundaria entre varias
rutas de respuesta de las plantas frente a patégenos (Bolwell y col., 2002). La rapidez e
intensidad de la activacién de esa cascada de reacciones es lo que marca el éxito de la
resistencia.

Durante la interaccion con el patdgeno se produce un estallido oxidativo que consiste
en la produccion de ROS. En las plantas, las ROS se producen en diferentes localizaciones
de la célula, como el apoplasto y el cloroplasto, jugando un papel esencial en la
interaccidon planta-patégeno, ya que son necesarias para la activacion de otras
respuestas defensivas (Mittler y col., 2011).

Los compuestos oxidantes se forman a partir del oxigeno dando especies quimicas
parcialmente reducidas, como el oxigeno singlete (102) y el radical superdxido (0z2), que
constituyen las ROS primarias. A partir de éstas, se forman otros radicales como el
hidroxilo (OH-) u otros compuestos oxidantes como el H,0..

Las enzimas NADPH oxidasas, amino oxidasas y peroxidasas de la pared celular tienen
como funcién producir ROS implicadas en la muerte celular programada y en la defensa
contra patdgenos. Por una parte, actuan como sefializadoras del estrés, constituyendo
segundos mensajeros que activan una cascada de protein-quinasas (MAPKs) que a su
vez activan factores de transcripcion en el nicleo, que regulan la expresidon de genes de
defensa (Marschall y Tudzynski, 2016a).

Por otra parte, las ROS causan la muerte celular, mencionada previamente, que tiene un
efecto antimicrobiano sobre diversos patdgenos (Kotchoni y Gachomo, 2006).

La senalizacion mediante MAPKs esta implicada en el crecimiento y desarrollo vegetal,
asi como en la respuesta frente a estreses bidticos y abidticos (Liu y He, 2016). Las
cascadas de MAPKs consisten en tres médulos: MAPKKK-MAPKK-MAPK. Comienzan con
una fosforilacidon secuencial desde MAPKKKs, hasta la activacion terminal de MAPKs. En
plantas, las MAPKKs pueden actuar a distintos niveles, ya que una MAPKK puede activar
a mas de una MAPK, permitiendo una respuesta mas flexible a multiples estreses
(Frederickson y Loake, 2014). En Arabidopsis se ha descrito que MPK3, MPK4, y MPK6
estdn implicadas en las respuestas frente a patdgenos y algunos estudios en Arabidopsis
indican que la activacién de AtMPK3/AtMPK6 podria estar desacoplada de la produccion
de ROS mediada por PAMPs en la respuesta PTI (Liu y He, 2016). Se ha observado que la

union de flg22, un polipéptido sintético de 22 aminoacidos que se corresponde con el

16



Introduccion

epitopo altamente conservado de la flagelina de Pseudomonas (Liu y He, 2016), induce
la activacion de MAPKs que, a su vez, activan factores de transcripcion de la familia
WRKY. Los estudios revelaron que la sobreexpresién de la fosfatasa AP2C1 puede
defosforilar e inactivar a AtMPK3, AtMPK6 e incluso a AtMPK4 a tiempo corto en
respuesta a flg22. Ademads, estos datos demostraron que a tiempo corto en la respuesta
PTI, la activacién de AtMPK3/AtMPK6 mediada por PAMPs puede ocurrir de forma
independiente a la produccién de ROS mediada por la AtRBOHD (Liu y He, 2016), una
NADPH oxidasa de plantas que describiremos mas adelante.

Se ha observado que los hongos filamentosos también presentan los tres mdédulos de
MAPKs descritos anteriormente, jugando papeles cruciales en procesos de desarrollo y
en varios aspectos de la infeccidn en la planta (Hahn y col., 2014). En B. cinerea existen
tres rutas diferentes de MAPKs que son responsables de una disminucién en la
regulacion de diferentes funciones: BcBmp1 (MAPK requerida para patogénesis) tiene
un impacto en la formacién de conidios y esclerotia, contribuyendo al crecimiento y
patogenicidad del hongo; Bmp3 regula la integridad de la pared celular y BcSak1, que es

sensible al estrés osmatico y oxidativo (Marschall y Tudzynsky, 2016c).

Produccion del estallido oxidativo y mantenimiento del balance redox en la

planta

En situaciones de estrés uno de los complejos enzimaticos productores de ROS es el
complejo NADPH oxidasa (Nox). El NADPH citosélico dona electrones al O, extracelular,
gue es reducido a Oy via FAD. El Oy se dismuta a H,02 mediante la enzima superdxido
dismutasa (SOD) (Marino y col., 2012; Liu y He, 2016).

Durante muchos afios el complejo Nox de células fagociticas de animales constituia el
sistema mejor caracterizado en la generacién de ROS. En animales, este complejo esta
formado por 7 miembros: Nox1-5, DUOX1 y DUOX2 y para la completa activacién es
necesaria la presencia de reguladores citosélicos como p67phox, p40phox, p47phox y la
pequefia GTPasa Rac. La cantidad, estructura y composicién del complejo Nox difiere en
otros organismos (Dirschnabel y col., 2014; Marschall y Tudzynski, 2016a).

En plantas, los Nox son conocidos como RBOHs (respiratory burst oxidative homologues;
homodlogos del estallido oxidativo respiratorio), que son homadlogos de la subunidad
gp91phox de mamiferos (Sagiy col., 2006). En Arabidopsis se han descrito 10 miembros
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que tienen sitios de unidn al FAD y al NADPH en el extremo C-terminal, 6 dominios
transmembrana y un dominio oxidasa. Ademas, tienen dominios de unién a calcio en el
extremo N-terminal, sugiriendo que el calcio tendria un papel clave en su regulacion
(Marino y col., 2012; Kadota y col., 2015). Se han descrito pequefias GTPasas como
OSRacl, que podrian activar la actividad NADPH oxidasa durante la interaccidn planta-
patégeno (Jiménez-Quesada y col., 2016). Se han realizado numerosos estudios sobre el
papel de los RBOHs en plantas, que demuestran que utilizan diferentes tipos en diversos
procesos bioldgicos. Por ejemplo, RBOHH y RBOHJ estan implicados en el desarrollo del
tubo polinico y RBOHB en la maduracién de las semillas. RBOHF participa en la
regulacién de la HR, mientras que RBOHD es el que mas se expresa y juega un papel
crucial en el control de la muerte celular, en la lignificacion de la pared celular en
respuesta a dafio y en la sefializacion sistémica de respuestas a estrés bidtico y abiodtico
(Torres y Dangl, 2005; Kadota y col., 2015).

La produccién de ROS durante el estallido oxidativo es dependiente de RBOH, asociada
con el reconocimiento del patégeno ligado a la percepciéon de MAMPs/PAMPs/DAMPs
y durante la HR (Marino y col., 2012). El polipétido fgl22 provoca la produccién de ROS
dependiente de RBOHD durante la respuesta PTly las plantas deficientes en la actividad
RBOH eran mads resistentes a B. cinerea y A. brassicicola (Marino y col., 2012; Kadota y
col., 2015; Liu y He, 2016). Las ROS producidas por los RBOHs, ademads de actuar como
compuestos téxicos son moléculas esenciales en las rutas de sefializacién en las
respuestas de defensa de las plantas. Se pueden producir interacciones entre esta
sefializacion de ROS y otros reguladores de las defensas de la planta. Por ejemplo, la
regulacién de los niveles de ROS y ON son necesarios para producir la HR y ambos estan
mediados por ABA para que tenga lugar el cierre estomatico (Torres y Dangl, 2005).
Ademas, se ha sugerido que las ROS actuan sinérgicamente con el SA para el
establecimiento de la SAR, donde los RBOHs estarian implicados (Marino y col., 2012).
La aplicacion exdégena de SA, MelA y coronatina induce la produccion de ROS
dependiente de RBOHD (Liu y He, 2016).

Durante el estrés oxidativo se ponen en marcha mecanismos de detoxificacion de estas
ROS (Mittler, 2011). Las plantas presentan sistemas enzimaticos para la eliminacién de

las ROS como la SOD, la ascorbato peroxidasa (APX) y la catalasa (CAT). Las reacciones

18



Introduccion

gue se generan durante la actuacién de estas enzimas producen en ultimo término Oz y
H.0;, que son inocuos para la planta (Benavides y col., 2009).

La SOD tiene como funcion realizar la dismutacidn del Oz hasta H;0,, que es liberado al
citosol en el ciclo Ascorbato-Glutation. En este ciclo, que opera en el cloroplastoy en
el citosol, tiene lugar la reduccion de H,02 a H,O mediante la APX usando el ascorbato
como donador de electrones. El ascorbato oxidado se recupera mediante la enzima
deshidroascorbato reductasa que utiliza glutation, como donador de electrones.
Finalmente, el glutation oxidado se reduce mediante la enzima glutatidon reductasa
usando NADPH como donador de electrones. Por lo tanto, se produce un flujo de
electrones ciclico que va desde NADPH hasta H,0;, donde el ascorbato actuaria como
cofactor en plantas para las peroxidasas, siendo importante en la eliminaciéon quimica
de las ROS (Noctor y col., 2017). La CAT realizaria la misma funcién que la SOD, pero en
peroxisomas (de Gara y col, 2003). En la figura V se muestra un esquema de la

participacién de estas enzimas en la detoxificacién de las ROS.

Figura V. Esquema representativo de la actuacion de las enzimas superdxido dismutasa (SOD),
Ascorbato-Glutation peroxidasa (APX/GPX) y catalasa (CAT) en la detoxificacién de las especies
reactivas del oxigeno (ROS) en planta.

Como la produccién de O; tiene lugar en diferentes localizaciones de la célula, no es una
sorpresa que la enzima SOD esté distribuida en diferentes compartimentos subcelulares
como en las mitocondrias, cloroplastos, peroxisomas, ademas de estar presente en el
citosol y en la pared celular (Grene, 2002). En la figura VI se presenta un esquema de la

localizacion de SOD.
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Figura VI. Esquema representativo de la localizacidn de la enzima superdxido dismutasa (SOD) en
células vegetales. Figura extraida de Grene, 2002.

SOD se puede clasificar en tres grupos dependiendo del metal cofactor que emplean
estas enzimas: FeSOD, que utiliza el hierro como cofactor y se localizaria en los
cloroplastos; MnSOD, utiliza el manganeso y se localiza en peroxisomas y mitocondrias
y el Cu-ZnSOD que usa tanto el cobre como el zinc como cofactores y estaria presente
en cloroplastos, en el citosol y en la pared celular (Grene, 2002; Moore vy col., 2002;
Ribera-Fonseca y col., 2013). La SOD también esta presente en microorganismos
patdgenos, utilizando como cofactores principales Mn y Cu/Zn, aunque también pueden
utilizar Fe (Moore y col., 2002; Landis y col., 2005; Garcia y col., 2017). Evolutivamente
hablando, la existencia de diferentes requerimientos en metales como cofactores de
SOD puede deberse a la diferente disponibilidad de los compuestos metdlicos en
transicion soluble en la biosfera, en relacidn con el contenido en Oz en la atmdsfera en
diferentes eras geoldgicas (Grene, 2002).

En los ultimos afios se han llevado a cabo numerosos estudios tratando de mejorar la
tolerancia de las plantas a diversos estreses mediante la introduccién de genes SOD en
plantas transgénicas. La sobreexpresién de Mn-SOD en plantas de pera y Arabidopsis les
confiere tolerancia a estrés hidrico y salino, mientras que la sobreexpresién de Fe/Cu-
Zn-SOD en otras plantas transgénicas confiere tolerancia a diversos estreses oxidativos
(Kaouthar vy col., 2016).

El control de la concentracidn de ROS se realiza mediante compuestos y sistemas
enzimaticos antioxidantes. Por una parte, se controlan los niveles de ROS para la
sefializacion y, por otra parte, se desintoxica el exceso de ROS producidas durante la

situacion de estrés (Mittler, 2011). La eliminacién de ROS en las plantas se lleva a cabo
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mediante enzimas como SOD, APX y CAT (como se ha mencionado anteriormente), asi
como a través de la quelacién y secuestro de iones metalicos que disminuye o previene
la formacidn de radicales OH-. La funcion de algunos sistemas enzimaticos antioxidantes
puede no ser solo mantener niveles bajos de ROS, sino que permiten a la célula que
detecte y seiialice la disponibilidad alterada de ROS y las perturbaciones redox (Noctor
y col., 2017).

La célula mantiene niveles bajos de ROS (niveles basales no tdxicos) y cualquier
desviacidn de este balance puede ser utilizado para la senalizacién mediante ROS. Unos
niveles altos de ROS no implican necesariamente una muerte celular debida a un dafio
oxidativo, sino que podria ser el resultado de una sefializaciéon de ROS que provoca una

muerte celular fisiolégica mediada por una ruta genética programada (Mittler, 2017).
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Figura VII. Esquema ilustrativo de los efectos de los diferentes niveles de ROS en la regulacion de
procesos celulares. Figura extraida de Mittler, 2017.

Por lo tanto, mantener unos niveles basales por encima del nivel citostatico, pero por
debajo del citotdxico, permite la regulacion de diversos procesos esenciales para la vida.
La amplitud de las sefiales ROS tienen pues unas limitaciones. No deben exceder los
niveles citotdxicos, ni caer por debajo de los niveles citostaticos (Figura VII). Las
respuestas a patogenos, o seializacién sistémica rapida en forma de ondas ROS, resulta
en la activaciéon de RBOHSs y la acumulacion de altos niveles de ROS en el apoplasto

(Mittler, 2017).
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Actualmente, el concepto dominante es que la sefializacién redox se basa en la
existencia de un balance entre ROS y antioxidante, que cambia para que se acumulen
ROS, bien por un aumento en su produccidon o por una disminucién de la capacidad
antioxidante. El modelo actual se basa en que los antioxidantes actiuan como
procesadores de ROS y mediadores de la sefializacién, permitiendo diferentes opciones
para la transduccion de la seial. La pérdida de uno de los componentes antioxidantes
permitiria la sefializacion a través de otras vias. Existe, por tanto, una interaccién entre
ROS y antioxidantes, donde las ROS tienen funciones sefalizadoras, como la modulacién

de la sintesis de hormonas y rutas de sefalizacién (Noctor y col., 2017).

Participacion del patégeno en el estallido oxidativo

En general, se considera que los niveles de H,0; son perjudiciales para patégenos
biotrofos, limitando su proliferacion. Sin embargo, se ha puesto en evidencia que los
hongos necrétrofos son capaces de regular los niveles generados de H,0: en su propio
beneficio para favorecer su proliferacidon y el desarrollo de la enfermedad (Heller y
Tudzynski, 2011; Mittler y col., 2011). Estos hongos disponen de mecanismos para
protegerse de las ROS generadas, que al mismo tiempo modulan la respuesta de la
planta (Figura VIII).

Tanto la planta como el patégeno (especialmente necrdtrofo) contribuyen a la
generacién de un ambiente oxidativo en la interaccién y, bajo determinadas
condiciones, algunos patdégenos como B. cinerea son capaces de aprovechar ese
ambiente en su propio beneficio. La presencia de ROS esta relacionada con el comienzo
de la HR, cuyo objetivo principal es actuar contra los patégenos bidtrofos, limitandoles
la disponibilidad de agua y de nutrientes. Los patégenos necrétrofos como B. cinerea
aprovechan esta respuesta para aumentar la superficie de la zona de necrosis y
continuar el avance de la infeccién (Govrin y Levine, 2000). B. cinerea no solo se
aprovecha de la HR, sino que la activa especificamente mediante la liberacién de una

serie de efectores y moléculas como el botridial (Rossi y col., 2011).
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Figura VIII. Esquema de la produccién ROS en la interaccion planta-hongo necrétrofo. RBOH: Oxidasa
homodloga del estallido oxidativo de la planta. El complejo Nox del patégeno produce ROS que sirven de
moléculas sefializadoras. SOD: Superdxido dismutasa; CAT: Catalasa; PX: Peroxidasa; Apl: Factor de
transcripcion; Sak: MAP kinasa activada por estrés; GSH/GSSG: Sistema de éxido-reduccion del glutation;
TF: Factores de transcripcion; PCD: Muerte celular programada. Figura de Heller y Tudzynski, 2011.

Los patégenos también tienen sistemas para la produccién y detoxificacién de ROS. El
complejo Nox también se ha descrito en hongos y, como se ha mencionado antes, la
cantidad, estructura y composicion difiere entre organismos. Se han establecido algunas
homologias del complejo Nox entre animales y hongos. Por ejemplo, en la mayoria de
los hongos se han encontrado dos isoformas homodlogas a la subunidad gp91phox de
mamiferos, denominadas NoxA y NoxB (Scott, 2015). NoxA estaria implicada en la
colonizacidn y expansién de algunas especies flingicas, ademads de estar implicada en el
desarrollo de cuerpos fructiferos, la formacion de esclerocios, el desarrollo del
apresorio, el crecimiento de hifas y en la fusién de tubos de anastomosis conidial (CATSs).
La subunidad NoxB estaria implicada en la penetracion en el hospedador (Scott, 2015).
La GTPasa RAC también estaria presente y una subunidad homodloga a p67phox de
animales, denominada NoxR, que regularia las subunidades NoxA y NoxB (Siegmund y
col., 2013; Scott, 2015). En la figura IX se representa un esquema comparativo entre el

complejo Nox de animales y de hongos.
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Mammalian Fungi

Figura IX. Modelo esquematico comparativo entre el complejo NOX2 de mamiferos y el complejo Nox de
hongos. Figura de Scott, 2015.

Se ha descrito una tercera isoforma en diversas especies como Fusarium spp., M. oryzae,
Podospora anserina y Aspergillus terreus, denominada NoxC, que tiene un dominio de
union a calcio en el extremo N-terminal homélogo a NOX5 de mamiferos y a los NOX de
plantas (Siegmund y col., 2013; Marschall y tudzynski, 2016a). Recientemente se ha
descrito una cuarta isoforma denominada NoxD en Podospora anserina y B. cinerea, que
actuaria como adaptador proteico asociado con la subunidad NoxA, participando la
formacién de unas estructuras en forma de almohadillas denominadas “ICs” (infection
cushions, almohadillas de infeccion), cuya funcidn seria facilitar la penetracién del hongo
(Siegmund y col., 2015; Marschall y Tudzynski, 2017). En la figura X se representa de

manera esquematica la localizacidon de las diferentes subunidades del complejo NOX de
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Figura X. Modelo esquematico de la localizacién del complejo NOX en B. cinerea. Trx = tioredoxina, Trr =

tioredoxin reductasa, CaM = calmodulina, CNA = calcineurinA, CNB = calcineurinB. Figura de Marschall y
Tudzynski, 2016a.
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Estudios recientes con el mutante bcpdil de B. cinerea, deficiente en la enzima PDI
(protein disulfide isomerase; proteina disulfuro isomerasa), indican que esta proteina es
esencial para la mayoria de los procesos de desarrollo del hongo y guarda relaciéon con
calcio y la sefializacion ROS. Su funcién podria estar afectada por su estado de
fosforilacién, que es necesario para el mantenimiento de la homedstasis redox y la
transmisiéon de sefiales (Marschall y Tudzynski, 2017). Una produccién anédmala de ICs
provoca defectos en la infeccidn en el tejido hospedador. Los mutantes bcpdil no eran
capaces de producir ICs normales como la cepa silvestre, generando hifas retorcidas que
no estaban dirigidas hacia la zona de infeccidn (Marschall y Tudzynski, 2017).

Por otra parte, la proteina tetraspanina plsl (homdloga de p22phox en mamiferos),
estaria asociada con la subunidad NoxB en la fase de penetracion de Colletotrichum
lindemuthianum y B. cinerea en el hospedador (Siegmund y col., 2013).

La SOD también se ha descrito en microorganismos patdogenos. Rolke y colaboradores
(2004) realizaron un andlisis funcional del gen bcsod1, que codifica la enzima Cu-ZnSOD
en B. cinerea. Tras obtener un mutante deficiente en esta enzima, observaron que
presentaba una virulencia reducida en hojas de plantas de judia, llegando a la conclusién
de que era esencial para la patogénesis de B. cinerea. Parecia estar implicada en la
detoxificacidn intracelular de Oy, debido a que su ausencia incrementaba sus niveles
intracelulares, al no poder convertirlo en H,0x.

En la presente Tesis se dedica un capitulo al analisis de las respuestas de defensa en
plantas de Arabidopsis y de tomate frente al mutante Abcsod1 de B. cinerea, deficiente
en la enzima Cu-ZnSOD y otro en respuesta a mutantes del complejo Nox de B. cinerea.
Los resultados obtenidos amplian la informacion existente sobre el papel de estos

complejos enzimaticos en la interaccion planta—patdégeno.

La senalizacion hormonal en las respuestas de las plantas

Las interacciones planta patdégeno son rapidas y dindmicas, con una lucha constante
entre hospedador y patégeno por modificar rutas de sefializacion y metabolismo a favor
de la defensa o de la enfermedad. Una estrategia es el reclutamiento de fitohormonas

para respuestas de defensa (Truman y col., 2010). Varias fitohormonas regulan distintas
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rutas de sefializacion, pero estas rutas no funcionan de manera independiente, sino que
interaccionan en varios puntos conformando una compleja red de sefializacion.

A raiz de numerosos estudios llevados a cabo en estos ultimos afios, ha emergido un
nuevo modelo para la interaccidn planta-patégeno, en el que la red de interacciones
entre las diferentes rutas de sefializacion es mucho mas compleja e incluye casi todas
las hormonas implicadas en procesos de desarrollo, e incluso influye en el estilo de vida
del patogeno y la genética de la planta huésped (Robert-Seilaniantz y col., 2011). En la
figura Xl se presenta un esquema de la implicacion de diferentes hormonas en la

interaccion planta-patégeno:

o eovs o Elongation |
Biotic W " Sporulation ‘
Stress < e
‘ ‘ ‘ Yeasts
//SA \\l Transition 1 y AUX |
Resistance {JA Resistance ﬁ M Filamentous / _\_ /
g to |/ ET \ to Appressorial Spore germination
Biotrophs —FABAT— Necrotrophs / st | 1 \\
Pseudomonas il | I Alternaria ‘ﬁ" & *
Xanthomonas GA Botrytis A5 W %Q
Erysiohe | ™—FAuxin4—>| Pythium \\J
etc l\\CK Rl etc R Hyphal growth \b—
N BR o ﬁ / #

Sexual reproducuon

Figura XI. Modelos de la implicacién hormonal en la interaccién planta-patégeno. (A) Modelo
representativo de la participacion de fitohormonas frente a patogenos bidtrofos y necrétrofos. (B)
Esquema representativo de las interacciones hormonales de la planta en el desarrollo fungico
durante la infeccién. SA: Acido salicilico, JA: Acido jasmoénico, ET: Etileno, ABA: Acido abscisico, GA:
Acido giberélico, AUX: Auxinas, CK: Citoquininas, BR: Brasinosteroides. Figura XI-A extraida de Bari
y Jones, 2009; figura XI-B extraida de Chanclud y Morel, 2016.

A continuacion, se describen las principales rutas de sefializacién que estan implicadas

en las respuestas de defensa de las plantas.

Ruta mediada por acido salicilico
El SA es una fitohormona de composicidon fendlica muy comun en las plantas que
interviene en numerosos procesos biolégicos, como el crecimiento vegetativo o la etapa

de floracién y también se ha descrito que juega un papel crucial en las respuestas de
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defensa de la planta (Dempsey y col., 1999). Tras el ataque de ciertos patdgenos se
produce la HR y se induce la activacion de la ruta del SA. La muerte celular de tejidos
vegetales promueve la produccién de SA y viceversa (Durrant y Dong, 2004). El SA se
acumula activando varios genes que codifican presuntos efectores de defensa,
incluyendo PR1 (pathogenesis-related 1) (Delaney y col., 1994; Tornero y col., 1997).
Muchos de estos genes PR son utilizados como marcadores de esta ruta de sefalizacién.
El SA es también necesario para una rapida activacion de las defensas mediadas por
diferentes genes R, para la induccién de las defensas locales y para el establecimiento
de la SAR (Kamatham y col., 2016).

La biosintesis del SA estd mediada por dos rutas alternativas. La primera es la
denominada ruta de la fenilalanina amonio liasa (PAL), y la segunda la ruta de la
isocorismato sintasa 1 (ICS1) (Wildermuth y col., 2001; Dempsey y Klessig, 2012). Se ha
postulado que la ruta PAL tiene lugar principalmente en las células de la zona de
infeccion, donde se activa la muerte celular programada, mientras que la ruta ICS1 se
activaria en las células adyacentes y distales, con el objetivo de activar la SAR (Ferrariy
col., 2003).

Aunque la contribucién relativa de ambas vias varia en diversas especies vegetales, en
Arabidopsis se ha visto que la mayoria de SA inducido por patégeno procede de la via
ICS1 (Gaoy col., 2015).

En los ultimos anos se ha descrito que, en algunas infecciones, como las del viroide citrus
exocortis (CEVd) y el virus del mosaico de tabaco (TMV) en plantas de tomate, y se
produce una interaccién compatible no necrotizante, en la que se acumula SA y acido
gentisico (acido 2,5-dihidroxibenzoico), un derivado metabdlico inmediato del SA, que
se ha asociado a interacciones compatibles en las que no se produce HR y que podria
actuar de manera complementaria (Bellés y col., 2006). Por otra parte, el metil-salicilico
(Me-SA) se ha propuesto como la posible sefial movil para la inducciéon de la SAR
(Forouhar y col., 2005). La proteina oligomérica NPR1 (non-expressor of PR Gene 1) es
necesaria para la expresion de genes de defensa y ademads controla la expresion de
factores de transcripcidon, como los WRKY, que son necesarios para la reprogramacion

transcripcional mediada por SA (Tada y col., 2008; Pajerowska-Mukhtar y col., 2012).
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El SA puede unirse a NPR1 induciendo su activacidn, regulando sus niveles nucleares
mediante su degradacion y fosforilacion en el proteasoma, por lo que los niveles de SA
pueden ser indicativos del estado redox de la célula (Wu y col., 2012; Pajerowska-
Mukhtar y col., 2013; Herrera-Vasquez y col., 2015). Por otra parte, NPR1 puede ser
regulado por ON mediante una S-nitrosilaciéon, que favorece la produccidon de

oligdmeros de NPR1 (Yu y col., 2014).

Ruta mediada por acido jasménico

En la ruta de las oxilipinas (compuestos derivados de acidos grasos poliinsaturados),
parte de los acidos grasos oxidados se convierten en la oxilipina OPDA (acido 12-oxo-
fitodienoico), esencial en las respuestas de defensa de las plantas (Stintzi y col., 2001).
El OPDA es transportado a los peroxisomas, donde mediante sucesivas B-oxidaciones,
se produce la fitohormona acido jasmodnico (JA) (Satoh y col., 2014). El JA estd implicado
en varios aspectos de la biologia de las plantas y esta presente en respuestas a estreses
bidticos y abidticos (Wasternack y col., 2012). En los ultimos afios se ha descrito que el
JA es el producto final de la ruta y la forma bioactiva de la hormona, pero la actividad
bioldgica se extiende a varios metabolitos y conjugados del JA (Bosch y col., 2014).
Jasmoénico-isoleucina (JA-lle) es la molécula bioactiva que regula las respuestas frente a
estreses bidticos y abidticos (Bosch y col., 2014; Scalschi y col., 2015). Su formacidn estd
catalizada por la enzima aminoacido sintetasa JAR1 (JASMONATE RESISTANTI;
Jasmonato Resistentel), en una reaccidén dependiente de ATP (Westfall y col., 2012). El
fenotipo que presentan los mutantes jarl indica que la actividad JAR1 y la conjugacion
de JA con lle son necesarias para muchos de los procesos regulados por los jasmonatos,
como la resistencia frente a ciertos patdgenos (Staswick y Tiryaki, 2004).

La activacion de la ruta de seializacidon dependiente de JA se produce a través de un
incremento de su sintesis en respuesta al ataque de patdgenos, o del dafio mecanico,
con la consecuente expresion de efectores de defensa (Wasternack y Hause, 2013).
Clasicamente se considera que el JA, junto con el ET, activan las respuestas frente al
estrés oxidativo, a la herida, al ataque de insectos y de microorganismos necrotrofos
(Trumany col., 2007; Attaran y col., 2009). La ruta del JA/ET, y la consiguiente respuesta

a herida y a necrétrofos, se ha considerado antagonista de la ruta del SA, mas especifica
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de la respuesta frente a biétrofos (Glazebrook, 2005). Generalmente las alteraciones
genéticas que implican una mayor acumulacion de SA, también implican una menor
respuesta a JA (Petersen y col., 2000; Robert-Seilaniantz y col., 2011). Actualmente, se
considera que la respuesta final de la planta depende de la fina regulacion del equilibrio
hormonal global, tanto de los umbrales alcanzados, como de la cinética de acumulacién
de cada molécula (Robert-Seilaniantz y col., 2011). Por ejemplo, un aumento temprano
y local de la concentracién de JA se ha relacionado con la activacion de la SAR, una
respuesta que normalmente esta asociada con la ruta del SA (Truman y col., 2006).

La unidad central de regulacion de la ruta del JA es el complejo co-receptor formado por
COI1 (coronatine insensitive 1) y JAZ (jasmonate ZIM-domain). COl es el receptor de JA-
lle, que tras su uniéon media la degradacién de los represores de JAZ mediante el
proteasoma 26S, activdndose factores de transcripcion, que permiten la expresion de
genes dependientes de JA (Kazan y Manners, 2012; Park y col., 2013).

Como se ha mencionado antes, OPDA es el precursor del JA que juega un papel
importante en los mecanismos de defensa de la planta, de manera independiente a
JA/JA-lle (Stintzi y col., 2001; Park y col., 2013). El OPDA mantiene la resistencia de las
plantas de Arabidopsis frente a herbivoros y patdégenos en ausencia de la ruta mediada
por JA/JA-lle (Escalante-Pérez y col., 2011; Stotz y col., 2011).

Por ultimo, cabe recordar que algunos patdgenos son capaces de producir compuestos
analogos de las hormonas para alterar este fino equilibrio y aprovecharse de las
relaciones antagdnicas entre las distintas rutas. Un buen ejemplo es la produccion de
coronatina (mencionado anteriormente), un andlogo estructural de JA-lle que producen
algunas cepas de la bacteria P. syringae para incrementar su proliferacion (Tsai y col.,

2011; Gengy col., 2014).

Ruta mediada por etileno

La sintesis de ET y la sefializacién dependiente del mismo tienen lugar a través de una
ruta muy conservada en el mundo vegetal. El ET actia como modulador de las
respuestas de defensa de la planta frente a estreses bidticos y abidticos (Shakeel y col.,

2013).
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El ET se sintetiza a partir de la metionina, que es convertida a S-adenosil-metionina por
medio de la ADS (S-AdoMet sintasa). La S-adenosil-metionina es convertida en 5'-
metiltioadenosina por la enzima ACC sintasa (ACS) y a través del ciclo de Yang, vuelve a
producir metionina y acido 1-aminociclopropano (ACC), un acido carboxilico precursor
del etileno. El ACC es oxidado por la ACC oxidasa (ACO) dando lugar a etileno, cianuro y
diéxido de carbono.

Estudios de andlisis filogenéticos y de caracterizacidn estructural realizados en
Arabidopsis evidencian la existencia de genes que codifican 5 receptores de ET divididos
en dos subfamilias: Subfamilia 1 (ETR1 y ERS1) y la subfamilia 2 (ETR2, ERS2 y EIN4),
todos con un dominio de actividad quinasa (Stepanova y Alonso, 2009; Shakeel y col.,
2013). El papel del ET en la respuesta de defensa de la planta ha sido motivo de
controversia a lo largo de los anos, pero actualmente se acepta la idea de que puede
regular el desarrollo de los sintomas de la enfermedad de manera positiva o negativa,
dependiendo de la interaccion planta-patégeno (van Loon y col., 2006).

En algunos estudios se observé que cuando el ET es aplicado antes de la inoculacién con
el patdégeno no tiene un efecto claro, o bien reduce el avance de la infeccién, mientras
que si las plantas son tratadas después, los sintomas de la infeccién se aceleran (van
Loon y col., 2006). Posiblemente la cantidad de ET necesaria para el establecimiento y
regulacién de las respuestas defensivas apropiadas es variable, lo que puede haber
promovido la evolucién de los patdgenos en funcidn del nivel de ET con el que pueden
alterar la respuesta de la planta en su beneficio (Adie y col., 2007).

Como se ha mencionado con anterioridad, muchas de las interferencias entre la ruta del
SA con las de JAy ET consisten en una represién mutua (Glazebrook y col., 2003), como
por ejemplo, la sobreexpresidon de ERF1 en Arabidopsis, que incrementa la resistencia
mediada por ET a B. cinerea, pero reduce la resistencia mediada por SA frente a P.
syringae (Berrocal-Lobo y col., 2002). En general, se considera que el ET juega un papel
importante en la resistencia a la enfermedad, dependiendo de la especie vegetal
provocando respuestas negativas y/o positivas en la respuesta de defensa de la planta

frente a B. cinerea (Sony col., 2012).
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Ruta mediada por acido abscisico

El ABA interviene en numerosos procesos que tienen lugar en la planta, como el
desarrollo vegetativo, la dormicién de semillas, la apertura de los estomas (Audenaert y
col., 2002), pero también esta presente en las respuestas frente a estreses abidticos y
bidticos (Adie y col., 2007). En plantas, el ABA deriva de carotenoides via escision
oxidativa, siendo el precursor directo ABA-aldehido. En hongos existe una ruta de
sintesis de ABA directa, siendo el 1,4’-trans-diol de ABA el precursor directo en B. cinerea
(Kettner y Dorffling, 1995). Cada vez existen mas evidencias de que puede jugar un papel
crucial en las interacciones planta-patégeno (de Torres-Zabala y col., 2009; Abugamary
col., 2017). Su efecto sobre los distintos tipos de interacciones es un tema controvertido,
ya que se han descrito casos en los que actia como un regulador negativo de la
resistencia (Mauch-Maniy Mauch, 2005; Asselbergh y col., 2007) y en otros casos ejerce
de regulador positivo (Adie y col., 2007). Mutantes de Arabidopsis deficientes en la
sintesis de ABA resultaron mas susceptibles a la infeccion con P. syringae,
probablemente por no ser capaces de provocar el cierre estomatico e impedir la entrada
de la bacteria (Adie y col., 2007). En otro estudio en plantas de Arabidopsis deficientes
en la sintesis de ABA se observd que eran susceptibles frente a los hongos necrétrofos
Pythium irregulare y A. brassicicola (Adie y col., 2007; Flors y col., 2008). Esto sugiere
qgue el ABA actua en este caso como regulador positivo en las respuestas de defensa de
la planta frente a estos patdgenos. Sin embargo, una aplicacién exégena de ABA
incrementa su susceptibilidad frente a B. cinerea, teniendo una regulacidon negativa
frente a este hongo necrétrofo (Audenaert y col., 2002). Otro efecto negativo es la
produccién de coronatina por P. syringae mediada por ABA, que reprime el cierre de los
estomas para facilitar la entrada de la bacteria (Melotto y col., 2006). Algunos autores
han descrito que el mutante de tomate sitiens, deficiente en la produccién de ABA, asi
como los mutantes de la ruta de biosintesis en Arabidopsis con (aao3-2 y aba2-12) y el
mutante insensible a ABA abi4 son mas resistentes a B. cinerea (L'Haridon y col., 2011;
Lai y col.,, 2014). Ademads, los mutantes de ABA de Arabidopsis mostraron mayor
susceptibilidad frente a P. irreqgulare y a Alternaria solani (Adie y col., 2007). El ABA

participa en las respuestas de defensa relacionadas con las alteraciones de la pared
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celular (Hernandez-Blanco y col., 2007), haciendo mas compleja todavia su implicacién
en los procesos de defensa de la planta.

Por otra parte, el ABA puede interferir con las rutas del SA, JAy ET y viceversa (Robert-
Seilaniantz y col., 2011). EI ABA suprime la acumulacién de SA y de lignina en la
interaccion Arabidopsis-P. syringae (Mohr y Cahill, 2007). La sobreexpresién de ERF1y
ORA59, factores de transcripcidon en plantas de Arabidopsis, aumenta la resistencia
frente a B. cinerea (Lorenzo y col., 2003). También se ha descrito que el ABA promueve
la susceptibilidad frente a B. cinerea reduciendo la expresién de genes implicados en la
ruta del JA/ET, como por ejemplo PDF1.2. La supresion del gen PDF1.2 no puede
revertirse tras el tratamiento con JA y ET, poniendo de manifiesto la antagdnica

interaccion entre ABA y JA/ET (Anderson y col., 2004).
Ruta mediada por auxinas

Las auxinas estan implicadas en diversos procesos del crecimiento y desarrollo vegetal.
La auxina mejor caracterizada es el acido indolacético (IAA), que esta implicado en
procesos de desarrollo de la planta y en estreses bidticos y abiéticos (Gonzalez-Lamothe
y col., 2012). La acumulacion de IAA estad finamente regulada por su sintesis, transporte
y degradacidn via rutas oxidativas (Normanly, 2010). La activacion de la sefializacién por
auxinas reprime la sintesis de SA y su ruta de seializacién (Robert-Seilaniantz y col.,
2011). Navarro y colaboradores (2006) demostraron que la induccién de la sefializacién
por auxinas hacia a las plantas mas susceptibles a P. syringae y al atenuar esa
sefializacion por silenciamiento de los receptores de auxinas, aumentaba la resistencia.
Ademas, el tratamiento con auxinas sintéticas incrementaba los sintomas cloréticos,
aunqgue no afectaba el crecimiento bacteriano. Se ha descrito también que P. syringae
produce auxinas para promover su proliferacién, convirtiendo el indol acetonitrilo de la
planta en acido IAA, mediante una nitrilasa (Howden y col., 2009). Gonzdlez-Lamothe y
colaboradores (2012) confirmaron que P. syringae y B. cinerea podian secuestrar
auxinas del metabolismo de Arabidopsis, generandose una acumulacién del conjugado
IAA-aspartato, que promueve el crecimiento y desarrollo del patégeno en la planta
mediante la regulacion de genes de virulencia. Por otra parte, el tratamiento con SA
promueve la estabilizacién de las proteinas auxinas/acido indolacético (AUX/IAA), que

regulan negativamente la sefalizacion por auxinas (Wang y col., 2007).
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Rutas mediadas por citoquininas

La sintesis de citoquininas (CKs) tiene lugar mediante la ruta de la isopentenil transferasa
(IPT), que transfiere la cadena isopentenil del metil-eritritol fosfato (MEP) hasta el
sustrato de adenosina fosfato. Posteriormente, las CKs son activadas por las enzimas
llamadas “Lonely Guy” (LOG) (Chanclud y Morel, 2016). Las CKs pueden clasificarse como
isoprenoides o aromaticas, dependiendo de si tienen una cadena isoprenoide o
aromatica en el extremo N®-terminal. Se considera que las CKs isoprenoides son las que
predominan en plantas (Albrecht y Argueso, 2017). La seial de transduccién de CKs en
planta utiliza un sistema de fosforilacién de dos componentes, una ruta de sefializacién
comunmente utilizada por hongos y bacterias para percibir y responder a seiales
medioambientales (Hwang y col., 2012). El papel de las CKs en la defensa de las plantas
muestra similitudes con el de las auxinas (Robert-Seilaniantz y col., 2007). Ambas
hormonas son producidas por patégenos biétrofos y estdn asociadas con la supresién
de la HR (Robert-Seilaniantz y col., 2011). Muchos hongos patdgenos bidtrofos, como
Cladosporium fulvum, Blumeria graminis, Pyrenopeziza brassicae y Venturia inaequalis
producen CKs, pero su produccidn y secrecidon depende del estilo de vida del patdgeno.
Sin embargo, no se conocen hongos necrétrofos que las produzcan (Walters vy
McRoberts, 2006; Chanclud y Morel, 2016). Las CKs estan implicadas en enfermedades
causadas por patégenos que inducen la formacidn de tumores en el hospedador. Unos
niveles moderados de CKs favorece unas condiciones de desarrollo para patdgenos
bidtrofos, mientras que niveles altos activan la inmunidad primaria de la planta
mediante la ruta dependiente de SA (Miller y col.,, 2017). Mediante andlisis de
microarrays se ha demostrado que Plasmodiophora brassicae reprime la ruta de
degradacion de CKs e induce la expresidn de los receptores de estas hormonas y que la
sobreexpresidn de la citoquinina oxidasa conferia resistencia a la planta frente a dicho
patégeno (Siemens y col., 2006). Otro estudio demostré que las citoquininas pueden
promover la resistencia a bidtrofos induciendo la ruta de sefializacion del SA a través de

NPR1 (Choi y col., 2010).
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Rutas mediadas por giberelinas

Las giberelinas (GAs) son fitohormonas constituidas por diterpenos tetraciclicos que
participan en diferentes procesos vegetativos y se consideran reguladoras de respuestas
medioambientales frente a estreses bidticos y abidticos (Colebrook y col., 2014). Las
GAs, parecen tener un efecto opuesto al de las auxinas y las citoquininas en la defensa
de la planta. Las GAs promueven el crecimiento de la planta mediante la degradacion de
las proteinas DELLA, que son represores del crecimiento de la planta (Harberd, 2003).
En este caso, el efecto sobre la resistencia también depende del estilo de vida del
patégeno. Navarro y colaboradores (2008) demostraron que la pérdida de funcidn de
las proteinas DELLA por mutacién incrementa la resistencia de la planta a P. syringae,
mediante la potenciacidn de las rutas de defensa dependientes de SA. Por otra parte,
estos mismos mutantes son susceptibles a A. brassicicola, sugiriendo que las proteinas
DELLA promueven la resistencia frente a necrétrofos y la susceptibilidad frente a
biotrofos, en parte, mediante la regulacién del equilibrio entre las respuestas
dependientes de SA, JA y ET (Navarro y col., 2008). Los estudios realizados hasta el
momento hacen pensar que las GAs no tienen un papel claro en la sefalizacién de la
respuesta inmune de la planta, ya que en algunos casos puede contribuir al desarrollo
de la infeccidn y en otros casos pueden ser requeridas para las respuestas de defensa

de la planta.

Rutas mediadas por brasinosteroides

Los brasinosteroides (BRs) pertenecen a la clase de hormonas esteroidales
polihidroxiladas, que juegan un papel importante en diversos procesos de desarrollo de
la planta, pero también regulan positivamente respuestas de defensa frente a hongos,
bcterias y virus patogenos (de Bruyne y col., 2014; Song y col., 2017). El tratamiento con
BRs en tabaco y en arroz induce resistencia frente a varios bidtrofos,
independientemente de la sefializacion mediada por SA (Nakashita y col., 2003). Se ha
descrito que los BRs median en la respuesta a estreses abidticos a través de NPR1 (Divi
y col., 2010). Sin embargo, no siempre existe un efecto positivo de los BRs en defensa.
El hongo Pythium graminicola es capaz de secuestrar BRs para promover la infeccién,

explotandolos como factores de virulencia y asi, alterar la resistencia de las plantas (de
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Vleesschauwer y col., 2012). Por otra parte, se ha propuesto que la accién de los BRs
podria residir en una compleja interaccion con otras hormonas de la planta (Krishna,
2003; Nafisi y col., 2015). También se ha observado una alta resistencia frente a B.
cinerea en plantas de Arabidopsis sobreexpresando la HMG-S (3-hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA synthase; 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintasa), una enzima
implicada en la ruta del mevalonato citosélico, que es importante para proveer de
precursores de diversos isoprenoides, como los BRs (Wang y col., 2012).

Los datos que se han obtenido a lo largo de los afios demuestran la importancia de la

homedstasis de los BRs en el establecimiento de la inmunidad de la planta.

Respuestas de defensa de la planta mediadas por metabolitos secundarios y

proteinas PR

Las rutas de sefializacidon promueven, en ultima instancia, varios mecanismos de defensa
qgue incluyen el reforzamiento de las paredes celulares, la sintesis de proteinas
relacionadas con la defensa y una gran variedad de metabolitos secundarios.
Globalmente las plantas producen mas de 100.000 productos de bajo peso molecular,
que se diferencian de los metabolitos primarios en que no son esenciales para la vida de
la planta (Dixon, 2001).

Desde el punto de vista de la resistencia a patdgenos, estos compuestos son clasificados
como fitoanticipinas, las cuales son producidas de manera constitutiva o como
fitoalexinas, cuya acumulacién es inducible, de manera que su concentracién en los
tejidos aumenta subitamente en respuesta a patdgenos o a tratamientos quimicos
(Dixon, 2001). Algunos compuestos pueden ser considerados fitoanticipinas en unas
especies y al mismo tiempo, fitoalexinas en otras. Las fitoalexinas son compuestos de
diversa naturaleza, incluyendo terpenoides, glicoesteroides y alcaloides, entre otros.
Como ejemplo podemos destacar la camalexina, implicada en la resistencia frente a
diversos patdgenos, puesto que los mutantes de Arabidopsis deficientes en su sintesis
(phytoalexin deficient, pad) son mas susceptibles a dichos patdgenos. Algunos de ellos
son mas susceptibles a B. cinerea y otros no (Ferrari y col., 2003). Otro ejemplo de
fitoalexina es el resveratrol, sintetizado por diversas plantas, incluyendo la vid (Pedras y

Ahiahonu, 2005). El resveratrol es el compuesto estilbénico mayoritario identificado en
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los tejidos de la uva tras la infeccidn por B. cinerea y se ha demostrado que se induce su
acumulacién como respuesta a la infeccion (Urena y col., 2003). La resistencia de la uva
a la penetracion de B. cinerea parece ser debida, en parte, a la rdpida produccién de
resveratrol y compuestos derivados del mismo.

Las fitoanticipinas son compuestos glicosilados con actividad antimicrobiana de amplio
espectro, entre los que destaca la a-tomatina, que es el componente mayoritario de las
saponinas en tomate y que forma complejos con los esteroles de la membrana fungica,
provocando la formaciéon de poros y, por tanto, la pérdida de la integridad de la
membrana (Ito y col., 2007). Los acidos fendlicos son componentes importantes del
sistema defensivo de las plantas y forman parte de las fitoanticipinas. Muestran
diversidad estructural, pero se caracterizan por poseer anillos aromaticos hidroxilados.
Ademas, se ha comprobado su accidn biocida in vitro contra bacterias, levaduras y
hongos (Rivera-Carriles y col., 2005; Lee y col., 2005). En algunos casos se han
correlacionado los cambios en el contenido y en el perfil de los acidos fendlicos en el
fruto con la susceptibilidad a patdgenos. Por ejemplo, en la fresa los compuestos
fendlicos disminuyen con la maduracién, lo que se correlaciona con un aumento de la
susceptibilidad a B. cinerea (Terry y col., 2004). Otro ejemplo es el acido cafeico, cuyo
contenido se correlaciona con la resistencia de diferentes clones de cebada al ataque
por patégenos (Harrison y col., 2003). Otros compuestos que protegen a las plantas son
las oxilipinas (mencionadas con anterioridad), que presentan actividad antimicrobiana
de amplio espectro, siendo una respuesta universal de las plantas al ataque por
patégenos (Prost y col., 2005).

La mayoria de las proteinas implicadas en la defensa son PRs, aunque pueden
desempeiiar otras funciones (van Loon y col., 2006). Algunas PRs son producidas bajo
condiciones fisioldgicas especificas, acumuldndose en hojas senescentes, incluso
cuando empieza la clorosis y también en frutos en maduracién (Buchanan-Wollaston y
col., 2003). A lo largo de la evolucién se han diversificado tanto (se han llegado a
clasificar en 17 familias), que ademas de formar parte de la defensa frente a un
patégeno, también parece que median en otros procesos de la fisiologia vegetal (Sels y
col., 2008). La infeccion por B. cinerea induce la acumulacién de algunas de estas

proteinas (Sels y col., 2008), y la sobreexpresién en la planta de algunas de estas
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proteinas, incrementan la resistencia, como es el caso de las 1,3-B-glucanasas (van
Baarlen y col., 2004).

Algunas PRs se han clasificado en una familia por homologia de secuencia, aunque
pueden tener diferentes propiedades y diferir sustancialmente en su actividad bioldgica,
como por ejemplo la proteina PR1. En tabaco se han descrito PR1-a, PR1-b y PR1-c, que
son 4cidas y extracelulares. Sin embargo, en tomate sus ortélogos mas préximos son
proteinas basicas (van Loon y col., 1994).

La mayoria de las PRs poseen actividad antimicrobiana contra bacterias y hongos in vitro,
pero cuando son expresadas en plantas sélo reducen un numero limitado de
enfermedades, dependiendo de la naturaleza de la proteina, de la especie de la planta
y del patégeno implicado. Otros ejemplos de PRs que participan durante la interaccién
planta-patégeno son la familia de las PR2, que son B-1,3-endoglucanasas, y las familias
PR3, PR4, PR8 y PR11, que son quitinasas y podrian actuar contra hongos patégenos. Los
miembros de la familia PR8 también poseen actividad lisozima, pudiendo actuar contra
bacterias, mientras que las defensinas (PR12) tienen una amplia actividad antibacteriana
y antifungica (Thomma y col., 2002; Lay y Anderson, 2005).

Tras el ataque por el patdgeno se ha visto que las distintas hormonas interfieren en la
expresion de muchas PRs. Por ejemplo, hay PRs que son inducibles por JA/ET y su
incidencia puede ser regulada por ABA (Audenaert y col., 2002; Mauch-Mani y Mauch,
2005; van Loon, 2006).

La respuesta sistémica inducida

Aparte de las respuestas de defensa basal, cuando las plantas entran en contacto con el
patdgeno, las lesiones producidas pueden resultar en la induccion de la resistencia local
adquirida (LAR) pero, ademds, activarian un tipo de respuesta defensiva frente a
posibles ataques futuros en otras partes de la planta, alejadas de la zona de infeccidn.
Esta respuesta inducida no requiere la activacion de genes de resistencia especificos
contra el patégeno y se desarrolla mediante la activacién de mecanismos generales de
defensa.

Podemos distinguir varios tipos de resistencia inducida. La SAR, se produce tras el ataque

por un patégeno avirulento que estimula la HR, mediada por la respuesta PTI, de manera
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que el patdégeno no es capaz de invadir la planta (Kamatham y col., 2016). Cuando se
activa la SAR, una interaccidon normalmente compatible puede convertirse en
incompatible (Mauch-Mani y Slusarenko, 1996). En general, se considera que la SAR es
un mecanismo efectivo frente a hongos bidtrofos y bacterias, pero no contra hongos
necrétrofos como B. cinerea y Alternaria alternata (Ryals y col., 1996; Metraux y col.,
2002). La SAR esta mediada por el SA, ya que su acumulacién es el primer evento que se
observa en su desarrollo a nivel local y sistémico, aunque se ha demostrado que el JA
puede jugar un papel importante en su establecimiento (Truman vy col., 2007). También
se han identificado nuevos metabolitos que la inducen como el 4cido azelaico y el acido
benzoilo salicilico (Kamatham y col., 2016; Singh y col., 2017).

Otro tipo de resistencia inducida es la denominada resistencia sistémica inducida (ISR,
Induced Systemic Resistance). Estd producida por bacterias no patdgenas, como las
rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas. La ISR es efectiva frente a
hongos, bacterias, virus, herbivoros e insectos y se caracteriza por su dependencia de JA
y ET (Pietersen y van Loon, 1999; Ahn y col., 2007; Pangesti y col., 2016). En muchos
casos la ISR estd asociada con el priming, del que hablaremos mas adelante, que permite
activar con mas rapidez y eficacia los mecanismos de defensa tras el ataque del
patégeno como el estallido oxidativo, el refuerzo de la pared celular, la acumulacién de
enzimas relacionadas con la defensa y la producciéon de metabolitos secundarios (Nie y
col., 2017).

La resistencia inducida por herida (WIR, Wound-Induced Resistance) seria otro tipo de
resistencia sistémica, que estd asociada al dano producido por insectos y herbivoros
(Gatehouse y col., 2002) y que puede aumentar la resistencia frente a un amplio
espectro de patdégenos, como B. cinerea (Beneloujaephajri y col., 2013). Chassot y
colaboradores (2008) observaron una mayor proteccién frente a B. cinerea en hojas de
Arabidopsis previamente heridas. También se ha descrito que el oxalato producido por
B. cinerea interfiere en la concentracion de calcio, que actuaria como mensajero
temprano para la induccidon de la WIR frente a este hongo (Beneloujaephajri y col.,
2013).

Asi pues, la resistencia inducida es un mecanismo efectivo, un estado de mejora de la

capacidad de defensa que permite a la planta resistir a ataques futuros por patégenos.
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En la figura XIl se muestra un esquema representativo de las respuestas de defensa tras

la percepcién por patdgenos o elicitores quimicos.
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Figura Xll. Modelo esquematico de las respuestas inducidas por la planta tras la percepcién de
patdgenos, dafio o elicitores quimicos y su relacién con el sistema inmune de la planta. PAMP
(Pathogen-Associated Molecular Pattern; patrones moleculares asociados a patégenos), MAMP
(Microbe-Associated Molecular Pattern; patrones moleculares asociados a microbios), DAMP
(Damage-Associated Molecular Pattern; patrones moleculares asociados a dafio). Figura extraida
de Henry y col., 2012.

Respuestas de las plantas mediante inductores

La resistencia inducida (IR, Induced Resistance) juega un papel importante en la
proteccion de la planta frente a un amplio espectro de patégenos y no solo se activa por
estimulos biolégicos, sino que puede generarse mediante el tratamiento con
compuestos denominados inductores de defensa. Algunos de los inductores sintéticos
mejor caracterizados son el acido 2,6-dicloro isonicotinico (INA), el 4cido benzo-(1,2,3)
thiadiazole-7-carbotionico S-metil éster (BTH) y el acido B-aminobutirico (BABA)
(Oostendorp y col., 2001; Flors y col., 2008; Conrath, 2011; Martinez-Aguilar y col.,
2016). EI BTH es efectivo contra B. cinerea y BABA puede inducir resistencia frente a un
amplio espectro de patdgenos necrétrofos y bidtrofos en A. thaliana, ademas de actuar
mediante un mecanismo de priming (Vicedo y col., 2009; Mauch-Mani y Mauch, 2005).
El priming permite a las plantas responder a bajos niveles de un estimulo bidtico o

abidtico de manera rapida y fuerte, lo que esta relacionado con el desarrollo de una
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inmunidad local y sistémica, asi como con la tolerancia a estrés (Conrath y col., 2015).
Nuestro grupo de investigacion demostré la eficacia del tratamiento con acido
hexanoico (Hx) como inductor de defensa (Aranegay col., 2014). Este compuesto natural
incrementa la resistencia de plantas de tomate y Arabidopsis frente a B. cinerea y P.
syringae (Leyva y col., 2008; Vicedo y col., 2009; Kravchuk y col., 2011). Finiti y
colaboradores (2014) determinaron que en las plantas de tomate tratadas con Hx se
potenciaba la respuesta basal frente a B. cinerea, destacando un incremento en los
mecanismos de control del ambiente oxidativo. El tratamiento con inductores para
potenciar la resistencia de la planta frente a patégenos difiere de la visidn tradicional,
gue se fundamenta en el uso de productos quimicos, que en muchos casos son toxicos.
La utilizacion de compuestos naturales como el Hx constituye pues una alternativa

interesante para la proteccién de las plantas frente a enfermedades.

El papel de la pared celular en la interaccion planta-patogeno

La pared celular de las plantas juega un papel fundamental en diversos procesos como
el crecimiento vegetativo, la resistencia mecdanica, la comunicacién intercelular, la
defensa frente a patdgenos y las interacciones con el medio externo (Cosgrove, 2005;
Hamann, 2012). El papel de la pared celular vegetal en la invasidon de patdgenos es
especialmente importante porque una rotura de su matriz favorece la colonizacion del
patdgeno, aunque constituye un reservorio de sefales y de compuestos antimicrobianos
que son liberados durante la degradacién de la pared celular (Miedes y col., 2014). La
alteracion de la integridad de la pared celular vegetal puede ser percibida por un sistema
de monitorizacién, asociado con los DAMPs liberados tras la alteracién, que inician
respuestas compensatorias para restaurar la pared. Este sistema de monitorizacién
funciona incluso durante la infeccién por patégenos que modifican la pared para
favorecer su colonizacidon (Hamann, 2015).

La pared celular primaria se sintetiza durante la expansién celular en el desarrollo
vegetativo de la planta y estd compuesta principalmente por celulosa, hemicelulosa,
pectinas, proteinas estructurales y enzimas (Miedes y col., 2014). La pared celular
secundaria es sintetizada en células especializadas y contiene los mismos polisacaridos

gue la primaria, pero presenta un mayor porcentaje de celulosa altamente cristalina 'y
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polimeros como el xilano y la lignina, que le confieren dureza y resistencia. Asi pues, la
celulosa es el componente principal de la pared celular primaria y secundaria (Figura

XIN).

Cytoplasm

Cellulose synthase
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Figura XIIl. Esquema representativo de la organizacién de los diferentes componentes de la pared
celular vegetal. Figura extraida de Cosgrove, 2005.

Las diferentes subunidades del complejo celulosa sintasa (CESA) son necesarias para la
formacién de la pared celular secundaria. Se han descrito en Arabidopsis mutantes
deficientes en diversas subunidades CESA que muestran una mayor resistencia frente a
numerosos patégenos, entre ellos, P. syringae y B. cinerea (Miedes y col., 2014). La
subunidad CESA3 estaria implicada en la produccién de lignina para reforzar la pared
celular (Hamann, 2015).

Las cadenas de celulosa se organizan en fibrillas y éstas, a su vez, se organizan en capas
gue rodean la célula. Cada fibrilla estd compuesta de 30-36 cadenas de celulosa unidas
entre ellas por puentes de hidrogeno para formar un material cristalino e insoluble.
Estas fibrillas estan interconectadas mediante moléculas de hemicelulosa de alto peso
molecular (principalmente xiloglucano y arabinoxilano), que se unen a la celulosa por
puentes de hidrégeno y estdn embebidas en una matriz de pectina (Cosgrove, 2005;
Vorwerk y col., 2004). Esta red de polisacaridos de alto peso molecular, que estan
entrelazados por enlaces idnicos y covalentes, constituye una estructura resistente

frente a la penetracidn. En esta compleja red de polisacaridos se localizan una gran
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cantidad de proteinas y enzimas que contribuyen a la definicidon de arquitectura de la
pared celular, participando ademas en diversos procesos dinamicos como la expansion
celular, maduracién o la sefalizacidn de respuestas a estreses.

En determinados procesos vegetativos como la sefalizacién, la maduracién o la
expansion celular es necesario que se lleve a cabo la degradacién de los polisacaridos de
la pared celular. Este proceso depende de la participacién de muchas enzimas que se
pueden clasificar en dos grupos: exopolisacaridasas y endopolisacaridasas (Fry, 2004).
Las exopolisacaridasas actlan sobre los oligosacdridos y los polisacaridos desde los
extremos no reductores o desde los grupos laterales, liberando monosacaridos y
disacaridos. En cambio, las endopolisacaridasas hidrolizan enlaces en cualquier posicion
de la cadena. Estas enzimas se localizan en la pared celular y en la membrana plasmatica,
y, ademas, pueden participar en procesos metabdlicos de ensamblaje de la pared y en
procesos catabdlicos de desestructuracion de la misma (Molhoj y col., 2002). En
Arabidopsis y en tomate, el conjunto de las exo y endopolisacaridasas descritas forman
parte de la superfamilia de las transglicosidasas y de las glicosil hidrolasas (GH).

En Arabidopsis, la familia de las GH esta dividida en subfamilias que estan numeradas
en funcion de las afinidades de secuencia (Henrissat y col., 2001). Las Glucanasas se
pueden clasificar en tres grandes grupos: Las 1,4-B-glucanasas, las 1,3-B-glucanasas y las
1,4-1,3-B-glucanasas (Molhoj y col., 2002; Minic y col., 2006; Urbanowick y col., 2007b).
Las Endo-1,4-B-glucanasas (EGs) se conocen también como “celulasas” y pertenecen a
la familia 9 de las GH y en Arabidopsis esta constituida por 25 miembros que comparten
el mismo dominio catalitico en el extremo C-terminal. En tomate, las EGs constituyen
una familia de 8 miembros divergentes que también comparten dominios cataliticos
(Libertini y col., 2004). En general, las 1,4-B-glucanasas son capaces de hidrolizar el
enlace B-1,4 entre dos residuos de glucosa y tienen especificidad por la celulosa soluble
no cristalina y sus derivados, como la carboximetil-celulosa, xilanos, 1,3-1,4-B-glucanos
y glucomananos (Molhoj y col., 2001; Libertini y col., 2004; Urbanowicz y col., 2007).
Aunque no hay mucha informacién sobre el papel de las EGs en el desarrollo de la planta,
parece ser que su actividad esta asociada mayoritariamente con las modificaciones que
tienen lugar en los xiloglucanos de la pared celular (Cosgrove, 2005). En la presente Tesis
se dedica un capitulo a la endo-1,4-B-glucanasa Korrigan 1 (KOR1), perteneciente a la

familia 9 de las GH. KOR1 estaria implicada en la biosintesis de celulosa. Estudios
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realizados previamente con el mutante de insercion kor1-1 de Arabidopsis, que presenta
un fenotipo enano, indican que KOR1 es necesaria para el ensamblaje normal y la
elongacion de la pared celular (Nicol y col., 1998). Por otra parte, se ha descrito que
PttCel9A1 (ortélogo de KOR1 en Populus trichocarpa) disminuye la cristalinidad de la
celulosa (Takahashi y col., 2009). Estudios recientes apoyan la existencia de una
interaccion entre KOR1 y proteinas CESA que confirma la participacion de KOR1 en la
sintesis de celulosa, asi como en el trafico intracelular de las proteinas CESA en la pared
celular primaria (Mansooriy col., 2014).

Cuando el patégeno llega a la planta, la primera barrera que se encuentra es la pared
celular. El dafio en el tejido vegetal se reduce si la penetracidon del patdégeno resulta
fallida y la planta puede activar respuestas defensivas eficaces, pero la pared celular no
solo constituye una barrera estructural, sino que también actua como defensa activa
contra el avance del patégeno. Se podria decir que la pared celular tendria una funcién
dual, ya que constituye un reservorio dindmico de proteinas antimicrobianas y de
metabolitos secundarios que inhiben el crecimiento de muchos patégenos (Thomma 'y
col., 2002; Miedes y col., 2014) y, ademas, las células refuerzan la pared celular en la
zona adyacente del sitio de penetracién para frenar el avance del patogeno. En el lugar
de la penetracién se forma una estructura denominada papila que ejerce de barrera
fisica en donde se acumulan intermediarios de ROS, como el H,0,, polisacaridos como
la lignina y varios compuestos fendlicos como los acidos cafeico y ferulico (Soylu y col.,
2005). Esta respuesta local va acompafiada de un aumento en enzimas hidroliticas y de
proteinas con propiedades antifungicas (Ryals y col.,, 1996). La deposiciéon de
polisacaridos resistentes a la accion de las enzimas hidroliticas que producen los propios
patdgenos constituye un mecanismo efectivo de defensa para la planta y se considera
gue esta pueda ser la principal funcidn biolédgica de la papila, formada principalmente
por calosa (Smarty col., 1986).

La acumulacidn de calosa es una estrategia importante de la planta para la formacién
de la papila, ya que impide la entrada de diversos patdgenos bidtrofos, aunque también
se ha descrito en patdgenos necrétrofos como A. brassicicola en A. thaliana. También
se ha descrito su acumulacién como mecanismo de defensa en tomate frente a B.

cinerea (Flors y col., 2007; Voigt, 2014).
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La calosa es un polisacarido formado por residuos de glucosa unidos por enlaces 1,3-3-
D que se deposita entre la membrana plasmatica y la cara interna de la pared celular
primaria y su acumulacién puede formar parte de la HR (Donofrio y Delaney, 2001; Dong
y col., 2008; Hamann, 2015). NPR1 y los factores de transcripcién WRKY podrian mediar
la induccion de genes del complejo calosa sintasa (Dong y col., 2008). La calosa se
considera un factor en la regulacién de la permeabilidad de los plasmodesmos, unos
canales transmembrana que interconectan el citoplasma, la membrana plasmatica y el
reticulo endoplasmico de células vegetales contiguas (Zavaliev y col., 2011; De Storme y
Geelen, 2014). La acumulacion de calosa a nivel de plasmodesmos regula la apertura de
estos canales para controlar el transporte célula a célula de macromoléculas. Una
disminucion en la deposicién de calosa relaja la apertura de estos canales favoreciendo
el trafico molecular. Se ha observado en varias especies que el flujo de calcio en el lumen
causa una rapida acumulacion de calosa, mientras que su degradacion se ha relacionado
con niveles bajos de calcio. Etudios de deposicion de calosa en plantas mutantes
sugieren un mecanismo diferente de acumulacién de calosa a nivel de plasmodesmos
gue en la papila (Zavaliev y col., 2011). Por otra parte, se ha sugerido una migracién de
fibrillas de calosa a la pared celular que impermeabiliza sus poros en la zona de infeccidn
para restringir la entrada de enzimas secretadas por patégenos que degradan la pared
celular (Jin y Mackey, 2017).

La deposicion de calosa en el sitio de infeccion obstaculiza la expansién de varios
patdégenos como P. cucumerina o A. brassicicola en Arabidopsis (Ton y Mauch-Mani,
2004; Flors y col., 2005). Estudios previos de nuestro grupo de investigacién han
demostrado que la deposicién de calosa también obstaculiza el avance de B. cinerea en
Arabidopsis y tomate (Flors y col., 2007; Finitiy col., 2014; Lépez-Cruz y col., 2017). Otros
autores han descrito que la deposicién de calosa es efectiva en tomate frente a la
infeccidn del virus del mosaico del pepino CMV (Xu y col., 2003) y frente a P. syringae
(Tangy col., 1999). En Arabidopsis, la deposicidn de calosa se considera un biomarcador
de la activacion de la respuesta PTI, que se pone en marcha tras el reconocimiento de
los MAMPs (Hauck y col., 2003). Por lo tanto, la deposicion de calosa constituye un
mecanismo eficaz y juega un papel importante en la respuesta de la planta.

En los ultimos afios se han realizado estudios que indican que la pared celular de la

planta presenta propiedades sefalizadoras implicadas en la coordinacién del
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crecimiento y desarrollo vegetativo, asi como en la proteccidn frente a patégenos. Se ha
demostrado que en determinadas circunstancias las células de la planta perciben
cambios en la composicién de la pared y responden activando rutas de sefalizacidn. Por
ello, la pared celular podria actuar como un sensor mediante el cual, se podrian
coordinar de manera eficaz diversas respuestas de la planta (Vorwerk y col., 2004;
Hickelhoven y col., 2007).

Se han identificado fragmentos derivados de los polisacaridos de la pared celular
fungicos y de la planta capaces de activar respuestas de defensa. Estos oligosacaridos se
pueden clasificar en tres grandes grupos: quitinas, glucanos fungicos y oligosacaridos
derivados de los polisacaridos de la pared celular de la planta (Ramonell y col., 2002).
Entre éstos ultimos se encuentran los oligogalacturénidos OGs, que son los mejor
caracterizados (Ridley y col., 2001). Los OGs proceden de la degradacién de pectinas
mediante enzimas hidroliticas, como las poligalacturonasas (PGs) y las pectin
metilesterasas (PMEs), que son secretadas por el patdégeno o por la planta. Se ha
descrito que los OGs estan relacionados con rutas de sefializacidn que, no solo regulan
el desarrollo y crecimiento vegetativo de la planta, sino que ademas pueden activar
respuestas de defensa (Vorwerk y col., 2004). Los OGs liberados por la degradacion de
pectinas son capaces de inducir la acumulacién de fitoalexinas, la sintesis de quitinasas
y glucanasas y generar estrés oxidativo (Ferrari y col., 2007; Galletti y col., 2008). El
tratamiento con OGs en Arabidopsis puede inducir la resistencia frente a B. cinerea
activando la sintesis de camalexina, de manera independiente a las rutas de SA, JAy ET
(Ferrariy col., 2007).

La composicion de la pared celular vegetal varia de un tipo celular a otro y entre las
diferentes especies (Vorwerk y col., 2004). Muchas de las bacterias fitopatégenas
colonizan los espacios extracelulares fuera de la pared celular en lugar de invadir las
células vegetales y como se ha mencionado con anterioridad, algunas cepas del género
Pseudomonas presentan un sistema de secrecion de tipo Il (T3SS), el cual, traslada
efectores proteicos al interior de la célula infectada. Estos efectores son capaces de
alterar procesos celulares de la planta para desactivar las defensas y asi conseguir una
infeccion mas efectiva. Por lo tanto, se producen cambios en la pared celular de la planta
y se genera, entre otras cosas, la papila (Bestwick, 1995). La formacién de la papila

obstaculiza el avance del patégeno haciendo que la pared celular de la planta sea mas
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dificil de penetrar. Estudios previos en nuestro grupo de investigacion demostraron la
conexién de la actividad de las EGs y las respuestas de las plantas a diversos estreses.
Las plantas de tomate transgénicas con la expresién anulada de las EGs TomCell y
TomCel2, mostraron mayor resistencia frente a B. cinerea y P. syringae (Flors y col.,
2007). La ausencia de diferentes EGs en plantas mutantes de Arabidopsis, especialmente
el mutante de insercién korl-1 (deficiente en la EG KOR1), mostré mayor resistencia
frente a B. cinerea (Finitiy col., 2013). Por otra parte, B. cinerea posee al menos 6 genes
gue codifican PGs cuya expresion es dependiente del tipo de planta y de las condiciones
de incubacidn (ten Have y col., 2001). La delecién de dos de ellos supone una reduccién
significativa de la virulencia en muchas plantas huésped (Kars y col., 2005). Las PMEs
(mencionadas con anterioridad) facilitan la accién de las PGs, jugando un papel
importante en el avance del hongo, especialmente en tejidos vegetales ricos en pectinas
con alto grado de metilacién, como las hojas (van Kan, 2006). Lionetti y colaboradores
(2007) demostraron que la expresion de inhibidores de PMEs enddgenas en plantas de
Arabidopsis confirié mayor resistencia a B. cinerea, sin que se viera afectada la PME del
hongo. Asi pues, el grado de esterificacidon de las pectinas de la pared celular de la planta
puede ser un factor limitante para el crecimiento de B. cinerea.

Estudios recientes demuestran que la aplicacidn de calcio exdgeno estabiliza la pared
celular de la planta y la protege de enzimas de degradacién de la pared, teniendo el
calcio un efecto directo sobre las pectinasas y sobre la pared celular de B. cinerea
(Sasanuma vy Suzuki, 2016). Ademas, estos autores encontraron una relacidon positiva
entre la actividad B-glucosidasa y la patogenicidad de B. cinerea en frutos de manzana.
La presencia de calcio estimulaba la produccién activa de B-glucosidasa y el exceso
extracelular de esta enzima podria desencadenar la produccién de fitoalexinas,
aumentando la resistencia frente a B. cinerea. Por lo tanto, las observaciones descritas
anteriormente apoyan la idea de que la actividad metabdlica de la pared celular de la
planta estd intimamente implicada en la interaccién planta-patdégeno, ademads de

constituir una barrera fisica.
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Antecedentes

A lo largo de los afos se ha intentado dilucidar los mecanismos empleados por las
plantas para defenderse de diversos estreses, como los producidos por patdgenos.

En la presente Tesis se pretende realizar una caracterizacion del papel jugado por
distintas rutas de sefializacion en las respuestas de defensa de las plantas frente a
patdgenos, mediante dos aproximaciones: La primera consiste en un estudio del papel
que juega la Endo-1,4-B-Glucanasa (EG) KOR1 (que se requiere para la produccién de
celulosa) en las respuestas de las plantas, infectando plantas de A. thaliana defectivas
en esta enzima (mutante de insercién kor1-1) y su cultivar silvestre Wasselewskija (Ws)
con la bacteria hemibiotrofa P. syringae pv. tomato DC3000 (Pst). En estudios previos se
demostrd que la ausencia de ciertas endoglucanasas alteraba la resistencia frente a B.
cinereay P. syringae en tomate y en A. thaliana, afectando a la deposicién de calosay a
las rutas de sefializacion de hormonas implicadas en la defensa (Flors y col., 2007; Finiti
y col., 2013). En concreto, las plantas korl-1 fueron mas resistentes a B. cinerea,
pudiendo constituir factores de susceptibilidad frente a dicho necrétrofo (Finiti y col.,
2013).

La otra aproximacién consiste en el estudio del papel de la sefalizacion redox en las
respuestas de las plantas. Para ello se aborda el estudio de plantas de A. thaliana y de
tomate (S. lycopersicum) infectadas con mutantes de B. cinerea deficientes en
actividades enzimaticas implicadas en el metabolismo redox del hongo. Se analiza el
impacto producido en las respuestas de defensa en plantas infectadas con el mutante
Abcsodl1, que carece de la enzima superdxido dismutasa Cu-ZnSOD, cuya funcién es
catalizar la dismutacién de O, a H20,. Estudios previos en este mutante demostraron
una reduccion de su virulencia en plantas de judias (Rolke y col., 2004; Patel y col., 2008).
Por otra parte, se estudian las respuestas de defensa tras la infeccidn con mutantes de
B. cinerea deficientes en las diferentes subunidades del complejo enzimatico NADPH
oxidasa (Nox): AbcnoxA, AbcnoxB, AbcnoxAB y AbcnoxR. Este complejo constituye una
de las principales fuentes de produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS).
Estudios previos demostraron que los Nox contribuyen a la homedstasis redox y a la
virulencia del hongo, donde cada subunidad desempefia una funcién distinta (Segmdller

y col., 2008; Tudzynski y col., 2012; Siegmund y col., 2013, 2015).
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Los objetivos especificos que se han planteado en la presente Tesis doctoral son:
1.- Andlisis funcional de la endoglucanasa KOR1 en la interaccidn Arabidopsis thaliana-

Pseudomonas syringae.

e Estudio de las respuestas de defensa en plantas de A. thaliana en ausencia de la

Endo-1,4-B-Glucanasa (EG) KOR1 frente a la bacteria hemibidtrofa P. syringae.

e Estudio de la posible relacidén existente entre las respuestas del mutante de
insercidn de A. thaliana kor1-1 y el factor de virulencia coronatina mediante la
infeccidn con el mutante deficiente en la produccién de coronatina CmaA

(COR’) de P. syringae.

2.- Analisis del papel desempeiiado por el estrés oxidativo en plantas de A. thaliana y

de S. lycopersicum frente a B. cinerea.

e Analisis de las respuestas a estrés oxidativo en plantas de A. thaliana y de tomate
(S. lycopersicum cv. Ailsa Craig) frente al mutante Abcsodl de B. cinerea,

deficiente en la actividad Cu-ZnSOD de la enzima superdéxido dismutasa.

e Andlisis de las respuestas a estrés oxidativo en plantas de A. thaliana y de tomate

(S. lycopersicum cv. Ailsa Craig) en ausencia de las diferentes subunidades del

complejo Nox de B. cinerea.
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Genotipos:

Para el analisis de endo-1,4-B-glucanasas (EGs) se emplearon plantas de Arabidopsis
thaliana del mutante de insercidon korl-1 (At5g49720; NASC ID: N298) y su cultivar
silvestre Wasselewskija (Ws), cedidas por la Dra. Samantha Vernettes (INRA, Francia). El
mutante korl-1 es defectivo en la EG KOR1, esencial para la sintesis de celulosa.
Presenta fenotipo enano con hipocotilo corto y de superficie foliar irregular (Nicol y col.,
1998).

Para el estudio del estrés oxidativo en las respuestas de defensa de la planta frente a
patégenos se emplearon plantas de A. thaliana N70000 (cepa WT) y plantas de tomate
(Solanum lycopersicum) del cultivar (cv) Ailsa Craig. El ecotipo N70000 fue obtenido del

NASC [European Arabidopsis Stock centre (www.arabidopsis.com)].

Cultivo de plantas

Las semillas de Arabidopsis se hidrataron previamente en agua destilada y se incubaron
en una cadmara a 4°C, en oscuridad, durante 48 h para estimular su germinacién. Una
vez germinadas, las plantulas se trasplantaron de forma individual en discos de turba
prensada previamente hidratados (www.jiffy.com) de volumen aproximado de 60mL y
se continud su incubacion en la cdmara de cultivo durante cuatro semanas mas a
23°C/diay 19°C/noche, con 8 h de luz diarias y 70% de humedad relativa para su uso en
ensayos de laboratorio.

Las semillas de tomate Solanum lycopersicum cv Ailsa Craig se sembraron en semilleros
y se dejaron crecer hasta la cuarta semana de desarrollo para su uso en ensayos de
laboratorio.

Las plantas de tomate destinadas a la produccidn de semillas y posterior uso se
cultivaron en invernadero y se trasplantaron individualmente en macetas de turba de
unos 150 mL hasta completar su desarrollo para la extraccién de semillas a partir de los
frutos generados. Las semillas de Arabidopsis destinadas para el mismo fin se cultivaron
en camaras de cultivo en el laboratorio. Para los ensayos experimentales en el
laboratorio se emplearon plantas de Arabidopsis y de tomate de cuatro semanas de

desarrollo.
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Microorganismos patégenos

Las bacterias utilizadas en esta Tesis fueron Pseudomonas syringae patovar (pv) Tomato
DC3000 (Pst) cedida por el Dr. Murray Grant (University of Exeter, UK) y el mutante de
P. syringae CmaA (cor’) cedido por la Dra. Loredana Scalschi (Universidad Jaime | de
Castellon, Espafia). Los cultivos se realizaron en medio liquido LB Broth (Lennox)
(Condalab, 1231), asi como en placas de LB-Agar (Sigma, L2897) con rifampicina y
Kanamicina (50ug/mL) a 29°C.

El hongo necroétrofo utilizado en este estudio fue Botrytis cinerea B05.10 (cepa WT) y los
mutantes obtenidos a partir de dicha cepa: Abcsod1, mutante deficiente en la enzima
superdxido dismutasa Cu-ZnSOD y los mutantes deficientes en las diferentes
subunidades descritas del complejo enzimatico NADPH oxidasa: AbcnoxA, AbcnoxB,
AbcnoxAB y AbcnoxR. Las cepas fungicas utilizadas en esta Tesis fueron cedidas por el
Dr. Paul Tudzynski (University of Munster, Germany). Las cepas Abcsod1 y AbcnoxB
crecieron en presencia de higromicina (70 pg/mL), las cepas AbcnoxA y AbcnoxR
crecieron en presencia de nourseotricina (70 pug/mL) y la cepa AbcnoxAB crecid en
presencia de ambos antibidticos a una concentracién de 70 ug/mL. Para el cultivo de las
cepas de B. cinerea se sembraron esporas procedentes de un stock en medio PDA
(potato dextrose agar, Scharlau Microbiology, 01-483-500) enriquecido con un 10% (p/v)
de hojas de tomate homogeneizadas y un 5% de sacarosa (Labkem, SUCR-00A). Las
placas se incubaron durante 7 dias a 16°C en oscuridad con ciclos de 15 minutos de luz

UV-A (350-400 nm) cada 3 horas.

Todos los cultivos provienen de un stock de glicerinados al 25 % preparados a partir de

un cultivo inicial.
Infecciones en planta
Infeccion con Pseudomonas syringae

Para los ensayos con la bacteria P. syringae y el mutante CmaA (cor’) en plantas de A.
thaliana WSy kor1-1 se realizaron dos pequenos cortes, uno a cada lado del envés de la
hoja a infectar. Posteriormente, se inoculd la suspension bacteriana por infiltracion a

través de los cortes con una jeringa de 1 mL sin aguja en cuatro hojas por planta, tal y
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como se describe en de Torres y col., (2003). Se infiltraron aproximadamente 250 uL de
la suspension bacteriana. Para los experimentos de evaluacion del fenotipo se utilizé
una suspensiéon bacteriana de 10° CFU/mL (OD600 = 0,002) en agua estéril. Para el
analisis de poblacién (crecimiento bacteriano) se utilizé una suspension de 10° CFU/mL
(OD600 = 0,0002) y para los experimentos de andlisis de hormonas, genes y deteccién
de calosa y especies reactivas del oxigeno (ROS) (con DAB) se inocularon las plantas con
una suspensién bacteriana de concentracion 0.5x108 CFU/mL (OD600 = 0.1). Las plantas
infectadas se incubaron en una cdmara de cultivo al 70% de humedad relativa (HR). Para
el andlisis de fenotipo se inocularon 4 hojas por planta y genotipo, por infiltracién, tal
como se ha descrito. Las plantas se incubaron en una camara de cultivo con 70% de HR
y 72 horas post-inoculacién (hpi) se visualizaron los sintomas. Para determinar el
crecimiento bacteriano se procesaron 3 discos de hoja de 5 mm de diametro por planta,
72 hpi. El tejido se destruyé mediante un Fastprep-24 (MP Biomedicals), introduciendo
una bolita de acero, previamente esterilizada, en cada tubo eppendorf con 3 discos de
hoja y 1 mL de agua destilada estéril, agitando a velocidad alta durante 50 s.
Posteriormente se prepararon diluciones seriadas a partir del extracto obtenido y se
sembraron 5 gotas de 10 plL de cada dilucién (0,101,10%,10°3) en placas petri con LB-
Agar y con los antibiéticos Rifampicina y Kanamicina (50 pg/mL) y ciclohexamida (100
ug/mL). El recuento de las colonias crecidas en las gotas se realizé teniendo en cuenta
aquellas diluciones que presentaban 10-60 colonias visibles tras 48 h de incubacién a
299C. Se realizaron 3 réplicas de los experimentos con un minimo de 6 plantas por

genotipo y condicidn, con resultados similares.
Infeccion con Botrytis cinerea

Se trata de un hongo necrétrofo que produce la podredumbre gris, manchas foliares,
areas necréticas y ahogamiento de las plantulas. Para la infeccién con B. cinerea y sus
mutantes, se extrajeron esporas por rascado de un cultivo en placa de 7 dias tal y como
esta descrito en Leyva y col., (2008). La extraccién de esporas de las diferentes cepas de
Botrytis se llevo a cabo mediante el rascado de la superficie del cultivo en placa con 10
mL de una solucién de Tween-20 al 0,02% (v/v) (Sigma-Aldrich, P1379). La suspension
de esporas obtenida fue recogida con una pipeta Pasteur desechable estéril y

depositada en un Corning de 15 mL. Tras un ligero vorteo manual, la suspension fue
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filtrada a través de algodon estéril y depositada en un nuevo corning de 15 mL y se
centrifugd a 4.750 r.p.m. durante 8 minutos. El sobrenadante se descarté y el sedimento
de esporas fue resuspendido en 1 mL de agua estéril y se lavd mediante centrifugacion
a 10.000 r.p.m. durante 1 minuto. Se descartd el sobrenadante y el sedimento de
esporas se resuspendié en 1 mL de medio Gamborg B5 (Sigma-Aldrich, G5893) al 50%
(v/v) suplementado con glucosa 10 mM y KH2PO4 10 mM. Posteriormente se realizaron
las diluciones oportunas para el recuento de esporas en el microscopio mediante un
hemocitémetro (cdmara de Neubauer). Para las infecciones en plantas de Arabidopsis,
la suspensién de esporas se ajusté a una concentracién de 10° conidios/mL y para las
infecciones en plantas de tomate, la suspensién de esporas se ajusté a una
concentracién de 0,5-10° conidios/mL, debido a su mayor susceptibilidad frente a este
patdgeno. Previamente a la inoculacidn, la suspensién de esporas se incubd en agitacién
durante 2 horas. Tanto las plantas de Arabidopsis como las de tomate se inocularon con
dos gotas de 5 L de la suspension de esporas con la concentracidén adecuada en cuatro
hojas por planta de Arabidopsis y en los foliolos de la cuarta y quinta hoja en las plantas
de tomate. Posteriormente las plantas inoculadas se introdujeron en cajas trasparentes
cerradas en una camara de cultivo a 23°C durante el dia y 19°C durante la noche con un
fotoperiodo de 10 horas de luz diarias y un 70% de humedad relativa (HR). Los sintomas
de infeccidn se evaluaron mediante la medicién del drea de necrosis generada en el
punto de inoculacidn con un pie de rey digital a diferentes tiempos (48, 72 y 96 hpi). Los
datos obtenidos se ajustaron a la férmula del drea de una elipse (Area = mri-r2). Se
realizaron 3 réplicas bioldgicas de los experimentos con un minimo de 6 plantas por

genotipo y condicion, con resultados similares.

Analisis de la acumulacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) en planta

Las hojas inoculadas con Pseudomonas y las hojas control (sin inocular) se incubaron con
una solucion del colorante 3,3’-Diaminobencidina (DAB, Sigma-aldrich D8001-5G) (1
mg/mL) como minimo durante 8 horas en oscuridad. Dicho colorante es especifico para
evidenciar la presencia de peréxido de hidrégeno (H,02) formado por la degradacién de
la especie reactiva del oxigeno primaria ion superdxido (O2’), reaccion catalizada por la

enzima superéxido dismutasa, dando una coloracion marrén-rojiza en la zona de
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infeccion. Para las infecciones con Botrytis se incubaron las hojas tanto de Arabidopsis
como de tomate en la solucion de DAB como se ha descrito antes y para evidenciar la
presencia de Oy, se incubaron las hojas infectadas y control en una solucién de Nitroblue
tetrazolium chloride (NBT, Sigma-Aldrich N6639-1G) (0,5 mg/mL) durante 2-4 horas. La
presencia de Oy se evidencia por una coloracidn azulada por la formacién de formazan.
Posteriormente se retiraron los correspondientes colorantes, que fueron sustituidos por
etanol cosmético 96° para eliminar la clorofila y restos de colorante. Para la observacién
y fotografia en microscopio de la acumulacién de Oy y H20; en las muestras inoculadas
con Botrytis se retird el etanol con la clorofila para dejar visible la tincidn y se hidrataron
las hojas con agua destilada durante 20 minutos para su posterior montaje en
portaobjetos. Se fotografié la acumulaciéon de Oy y H,0, en la zona de inoculacién
mediante una camara digital acoplada al microscopio (Nikon eclipse 90i). Para la
observacion de la acumulacién de H0; en las muestras inoculadas con Pseudomonas,
las hojas se digitalizaron con la ayuda de un escéner. La cuantificacién de la acumulacién
de ambos compuestos se realizé mediante el software Gimp 2.6 (http://www.gimp.org).
Los datos estan expresados como el nimero de pixeles marrones por millédn de pixeles
(para H202) y como el nimero de pixeles azules por milldn de pixeles (para 0y). Se
realizaron 3 réplicas bioldgicas con un minimo de 6 plantas por genotipo y condicién con

resultados similares.

Acumulacion de ROS en micelio fresco y en hifas de B. cinerea

Para la observacién de la presencia de H,0; en placas multipocillo a partir de micelio
fresco se sembraron pequefios plags (pequeiios fragmentos de medio PDA con micelio
de las cepas fungicas B05.10 y Abcsod1 (crecidas durante 7 dias en las condiciones
mencionadas con anterioridad) en el centro de cada placa Petri sobre un disco de
celofan transparente. Dichos discos se recortaron a medida para placas Petri, se
limpiaron con etanol 96° y se apilaron entre si con cuadrados de papel whatman
recortados a medida para separar los discos, se empaquetaron en papel de aluminio y
se autoclavaron. En campana de flujo de aire laminar para evitar contaminaciones, con
unas pinzas flameadas se colocé un disco de celofan en el interior de cada placa Petri

con PDA enriquecido con hojas de tomate y sacarosa 0,5% y se depositd el plag en el
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centro. Las placas se incubaron durante tres dias en las condiciones que se mencioné
con anterioridad. Transcurridos tres dias las placas presentan un micelio joven
blanquecino que se raspa cuidadosamente con una espatula esteril y 1 mL de agua
destilada estéril para evitar romper el disco de celofan y obtener con mas facilidad el
micelio fresco. Se deposita aproximadamente 25 mg de micelio fresco de cada cepa
fungica en los pocillos de una placa multipocillos (Sarstedt, 83.3922) (3 réplicas por cada
cepa fungica) y se le afiade a cada pocillo 1 mL de solucién de DAB. Para el control
negativo se afiade a un pocillo vacio 1 mL de DAB suplementado con 1 pL de H,02 (30%),
para el control positivo se afiade a un pocillo vacio 1 mL de DAB suplementado con 1 pL
de H,0,(30%) y 2 uL de horseradish peroxidase (Sigma-Aldrich, P8375). La placa se cubre
con papel de aluminio y se incuba a temperatura ambiente durante la noche. Al dia
siguiente se observa la presencia de H,0;: Una coloracién marrdn rojiza indica mayor
presencia de H,0,, mientras que una coloracién anaranjada o amarilla indica menor
presencia. En el control negativo no se observa coloracidn alguna y en el control positivo
se observa un precipitado marrén. Para la observacién de la presencia de O, en hifas de
las cepas fungicas utilizadas en esta Tesis, se depositaron 20 pL de una suspension de
cada cepa con una concentracién de 10° esporas/mL sobre un portaobjetos (3 gotas de
20 pL de cada cepa por portaobjetos). Los portaobjetos se depositan en cajitas de
plastico herméticas sobre papel himedo y se incuban durante la noche en una cdmara
de cultivo para plantas para germinar. Al dia siguiente las muestras fueron tefiidas con
20 pL de NBT (0.05% w/v) y se monitorizaron y fotografiaron con el microscopio 2 horas
después de teiiir. Como control negativo, algunas muestras se suplementaron con 20 pL
de DPI 50 uM (Diphenyleneiodonium chloride, Sigma D2926) 30 minutos antes de tefiir
con NBT. El compuesto DPI es un inhibidor de las enzimas NADPH oxidasas, por lo que
no se produce Oy y no se observa coloracién alguna en las hifas de las esporas
germinadas. Las muestras teflidas que no se suplementaron con DPI mostraron una
coloracién azul oscuro por la produccion de formazan, evidenciando la presencia de Oy
con unaintensidad de color que varia en funcién de la mayor o menor presencia de dicha

especie reactiva del oxigeno en las cepas analizadas.

58



Materiales y métodos

Efecto de la aplicacion de agentes antioxidantes en plantas infectadas con B.

cinerea

Para evaluar la importancia de la presencia de ROS en la infeccidn de Botrytis en plantas
de Arabidopsis y tomate se utilizaron dos agentes antioxidantes: Acido ascérbico (Sigma,
A7506-25G) con una concentracion de 5 mM en ambas plantas y ditiotreitol (DTT;
Invitrogen kit, 18080-044) a una concentracién de 750 uM en el caso de Arabidopsis y
de 2 mM en el caso de tomate. Las soluciones de antioxidantes se co-inocularon con una
suspension de conidias de 10° esporas/mL de las diferentes cepas fungicas empleadas
en este trabajo como se ha descrito con anterioridad en las plantas y 72 hpi se
observaron los sintomas. Posteriormente se midieron los halos de necrosis observados
con el pie de rey y se tomaron muestras, que se tineron con DAB y NBT y se analizaron
del mismo modo en que se ha descrito anteriormente. Se realizaron 3 réplicas bioldgicas

con al menos 6 plantas por genotipo y condicién con resultados similares.

Deposicion de calosa

El analisis de deposicidon de calosa en plantas de Arabidopsis y tomate se llevé a cabo en
hojas recogidas 72 hpi con P. siringae y B. cinerea. Las hojas se incubaron en etanol
cosmético 96° (v/v) durante varios dias hasta quedar completamente decoloradas.
Pasado este tiempo, el etanol es retirado y las hojas se lavaron durante 40 minutos en
tampon fosfato 0,07 M (pH=7). Las muestras inoculadas con Botrytis se incubaron
durante 12 minutos en el mismo tampdn conteniendo calcofluor al 0,025% (p/v) (Sigma,
F3543)y azul de anilina al 0,01% (p/v) (Sigma, M6900) para eliminar restos de calcofluor.
Posteriormente, se sustituye el azul de anilina al 0,01% por azul de anilina al 0,1% (p/v)
y se incuba durante la noche. Al dia siguiente las muestras se lavaron brevemente con
azul de anilina al 0,01% y se montaron sobre portaobjetos de vidrio para su observacién
en microscopio. Para observar la deposicion de calosa se utilizd un microscopio de
fluorescencia (Nikon Eclipse 90i) con filtro UV (BP, 340-380 nm; LP 425 nm) equipado
con una camara digital. Para las muestras inoculadas con Pseudomonas se fotografiaron
diferentes zonas de cada hoja donde se habia depositado la calosa mientras que en las
muestras inoculadas con Botrytis se fotografio la zona de inoculacién, que es donde se
producia la mayor acumulacién de calosa, delimitando la infeccién. La cuantificacién de
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la deposicidon de calosa se realizé mediante el analisis de imagen de las fotografias
utilizando el software Gimp 2.6. La intensidad de calosa se expresé como el nimero de
pixeles fluorescentes por milldn de pixeles. Se realizaron 3 réplicas biolégicas con al

menos 6 plantas por genotipo y condicion con resultados similares.

Analisis de la acumulacion de hormonas y metabolitos secundarios

Para la extraccidn y cuantificacion de hormonas se aplico el protocolo descrito en Vicedo
y col., (2009), utilizando un equipo HPLC Waters Alliance 2690 (Milford) con una
columna de fase reversa de nucleosil-ODS (100mm x 2mm i.d.; 5um). El HPLC se acopld
a un espectrometro de masas de tipo quadrupolo-hexapolo-quadrupolo Quatro LC
(micromass). Los datos cuantitativos de los estandares de calibrado y de las muestras
vegetales se procesaron mediante el programa Masslynx NT versidn 3.4 (micromass). Se
realizaron 3 réplicas bioldgicas con 18 plantas por genotipo y condicidn en el caso de las
plantas inoculadas con P. syringae y 12 y 8 plantas (Arabidopsis y tomate,
respectivamente) por genotipo y condicién en el caso de las plantas inoculadas con B.

cinerea, con resultados similares.

Analisis de la expresion génica por RT-qPCR

El andlisis de la expresidn de los genes se llevd a cabo en muestras de hojas recogidas a
varios tiempos tras la inoculacion con P. syringae, o B. cinerea. Para Arabidopsis-P.
syringae, se recogieron las hojas infiltradas a 6 y 20 hpi. Para Arabidopsis/tomate-B.
cinerea, se muestrearon las hojas infectadas a 24, 48 y 72 hpi. En las infecciones tomate-
B. cinerea se muestrearon los foliolos de la tercera y cuarta hoja de cada planta. Las
muestras fueron congeladas en nitrégeno liquido, se pulverizaron con un mortero y se
almacenaron a -80°C hasta el momento de la extraccion de RNA. El RNA total de
Arabidopsis y de tomate se aislé6 mediante el kit “NucleoSpin RNA Plant” (Macherey-
Nagel GmbH & Co.). La cuantificacion del RNA se realizd por espectroscopia (NanoDrop
ND1000, NanoDrop Technologies, Wilminton, Delaware USA) y se almacend a -80°C.

La obtencion de cDNA por retrotranscripcion (RT) a partir de 2 pug de las muestras de
RNA se llevé a cabo mediante el kit Superscript Il (invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

siguiendo las instrucciones del fabricante. La PCR cuantitativa se realizé en el
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termociclador LightCycler480 (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany), usando el kit
SYBR Premix Ex Taq (Takara Bio Europe). Las secuencias de los primers directo (foward)
y reverso (reverse) se utilizaron a una concentracién final de 0,8 uM, en un volumen
final de reaccion de 10 pL. Los primers se diseflaron mediante el programa “Primer
Express” y la base de datos del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Las secuencias de

los primers utilizados en esta Tesis se muestran en la tabla 1.

Gene Code Forward primer Reverse primer
EiF4A1 AT3G13920 AACGCGTTTTCTCTCAGCCT GCTTGAATCTCCCAAACTCGG
Actin2 AT3G18780 TGGTCGTACAACCGGTATTGTG ATGGCATGAGGAAGAGAGAAACC
ICS1 AT1G74710 CTTCCGTGACCTTGATCCTTTCT CAGCGATCTTGCCATTAGGATC
PR1 AT2G14610 GGCTAACTACAACTACGCTGCGA TCACTTTGGCACATCCGAGTC
PDF1.2 AT5G44420 GCCAAACATGGATCATGCAAC TGTAACAACAACGGGAAAATAAACATT
s VSP1 AT5G24780 TTTTACGCCAAAGGACTTGC ATCCCGATTCCAAGAGGTT
s Lox3 AT1G17420 TCTCCGTACAACAAGCGTTGG GCGTCCGTCTAGCGCATTAAT
LEE ACC ATA4G11280 TTACGGTGGAAGCCTTGGAA CGTACCAAGCGGGTTTGAAG
< GSTo AT1G02930 AAGCCGCCTTCTGTGTTTTG ATCTTCTCACCACCACCCAC
WRKY33 AT2G38470 GTGGGAGTGAACCTGAAGCA TGCACTACGATTCTCGGCTC
WRKY53 AT4G23810 CCATCAGTTTTGCGGCCTTT GCGAATACGTCTTTGCAGGAA
PR2 AT3G57260 GCAATGCAGAACATCGAGAA TCATCCCTGAACCTTCCTTG
HSP17.4 At3G46230 GGAAGTAAAGGCGAGTATGGAGAAT TTAACCAGAGATATCAACGGACTTG
HsfA2 At2G26150 TAATGGTCGTAACAGCTTTGTGGT TCCCATCTATCTGGATCAATCTTTC
PMR4 ATAG03550 GGACGGCATTCATAGATTGAAGC ACCGTCACATCCCAGGAATTCT
EF1-a SGN-U593800 GACAGGCGTTCAGGTAAGGA GGGTATTCAGCAAAGGTCTC
PR1 SGN-U212922 CCGTGCAATTGTGGGTGT GAGTTGCGCCAGACTACTTGAGT
g LOXD SGN-U37840 CACTTAAGCCCATTGCCATTG CCAGTTACCAGTGGCACAAACA
3 DES SGN-U214318 CCGATTCGTGAAATTCCAGG GAACCAAGCATCTTCACCTTGG
.g GST SGN-U226166 AGACAATATCGGATTCGTTGACG AGTCACGAGTACAACCCCGG
% WRKY33 SGN-U214599 AGATCCAACCACCAATCACCC GGCTTGGAATTGTTTGTGTGC
-E_~ WRKY53 SGN-U214107 ACCCAGCAGCATGTCATTTCT GACGGTGAATAGCCGCTACCT
“ PR2 SGN-U215659 ATGGGCTGAAGGATCAGTTG GACACTCTTCTTGAACTTTGTTGG
HsfA2 S108g062960 GATCTGGTGCTTGCATTGAA TGGGGGTCATCGTTAGTCTC
PMR4 Solyc07g053980 GCCGGCGGCGAGACAAGTTT CAGCGCCAGCCAGTCAAGCA

Tabla 1. Secuencia de los primers usados en esta Tesis para los analisis por RT-qPCR.

La secuencia de los ciclos de PCR se programd segun las instrucciones del fabricante del
kit, usando como temperatura de hibridaciéon 60°C para todos los genes. La expresion
génica diferencial se determind por cuantificacidn relativa. Para los experimentos con
plantas de Arabidopsis Ws y kor1-1 inoculadas con P. syringae, el gen Actin2 se utilizé
para normalizar los valores de expresion. Para los experimentos en plantas de
Arabidopsis N70000 y de tomate inoculadas con B. cinerea, se utilizaron los genes
EIF4A1 y EF1-a (respectivamente) para normalizar los valores de expresion. Para cada
gen se calculd la eficiencia real de la reaccion de amplificacion (E), de acuerdo con la
ecuacion: E = 10lV/pendiente] (pfaff] 2001). En los experimentos con plantas de Arabidopsis
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WSs y korl-1 inoculadas con P. syringae, la expresion relativa de los genes se calculd
usando la formula: 100 x EA“t (Beno-Moualem y col., 2004), siendo Ct el ciclo en el que
empieza la zona exponencial de la curva de fluorescencia, calculada mediante el
programa por el método de la segunda derivada. ACt se calculé como (Control Ct) —
(Infectado Ct). En los experimentos con plantas de Arabidopsis N70000 y de tomate
inoculadas con B. cinerea, la expresion relativa de los genes se calculd usando el método
de AACt (Pfaffl, 2001), calculando la diferencia entre los Cts del gen de referencia y los
Cts del gen problema. Todos los datos se muestran en escala logaritmica en base 2. Para
cada experimento se realizaron 3 réplicas bioldgicas con al menos 6 plantas por genotipo

y condicidn, con resultados similares.

Analisis estadisticos

Para los experimentos realizados en plantas de Arabidopsis inoculadas con P. syringae y
las plantas de Arabidopsis y de tomate inoculadas con las cepas B05.10 (WT) y Abcsod1
de B. cinerea, el tratamiento estadistico de los datos se realizé mediante un test-t de
Student, desapareado, de dos colas, comparando las medias de muestras
independientes a través de la desviacién estandar (DS). Para los experimentos realizados
en plantas de Arabidopsis y de tomate inoculadas con las cepas B05.10 (WT) y los
mutantes Abcnox de B. cinerea, las diferencias entre cepas a cada tiempo se calcularon
mediante un andlisis de la varianza (ANOVA) de 2 vias y de una via, cuando solo se ha
considerado un factor. En todos los casos se ha considerado como significativo, aquellos
valores con un valor de p (p-valor) menor o igual a 0.05, que se corresponde con un
intervalo de confianza del 95%, usando la prueba LSD (least significant difference) de
Fisher. Los datos mostrados de todos los experimentos realizados para la elaboracion
de la presente Tesis representan la media de 3 réplicas bioldgicas con al menos 6 plantas

por genotipo y condicidn con resultados similares.
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CAPITULO | Introduccién

INTRODUCCION

Cuando el patégeno entra en contacto con la planta encuentra barreras estructurales,
como la pared celular y la cuticula, y diversos compuestos antimicrobianos que son
cruciales para limitar las infecciones (Hiickelhoven, 2007; Dodds y Rathjen, 2010).

Tras el reconocimiento del patdégeno, la planta activa mecanismos de defensa. La pared
celular provee de defensas activas y estd implicada en multiples rutas de sefializacién
para detener al patdogeno. Las células vegetales pueden percibir elicitores y cambios en
la composicidn de la pared celular, proporcionando un mecanismo de deteccidn a través
del cual se pueden coordinar varias respuestas (Pilling y Hofte, 2003; Vorwerk y col.,
2004). Al romper la pared, el patdgeno activa respuestas tempranas que pueden
detener o limitar su avance (Cantuy col., 20083, b). Un aspecto notable de las respuestas
de defensa de las plantas es el estallido oxidativo, que acompaia a la HR y otros
mecanismos de resistencia. Se produce una liberacién masiva de ROS, que resulta en la
acumulacién de radicales como OH- y otros compuestos oxidantes como H,0,, lo que
deberia limitar el avance del patégeno (de Gara y col.,, 2003). Dependiendo de la
concentracion, las ROS pueden ser toxicas o beneficiosas, actuando como sefales de
estrés (Asselbergh y col., 2008).

Las hormonas vegetales estdn implicadas en la sefializaciéon y coordinacién de estas
respuestas a través de vias que forman una compleja red de sefializacién, que
finalmente determina el resultado de la infeccion. Clasicamente, se considera que la
resistencia contra los patégenos necrétrofos requiere la activacién de la ruta del acido
jasmoénico (JA), mientras que la ruta de sefializacién del acido salicilico (SA) se activa
principalmente frente a patdgenos bidtrofos. Ademas, el SA puede antagonizar al JA, y
viceversa (Glazebrook, 2005). Los patdgenos pueden manipular la sefalizacion de las
hormonas vegetales para contrarrestar las respuestas de defensa y para acceder a los
nutrientes. P. syringae produce coronatina, una toxina que mimetiza a la hormona
jasmonico isoleucina (JA-lle) para facilitar la invasion, la proliferacion en el apoplasto y
el desarrollo de sintomas de la enfermedad (Tsai y col., 2011; Gengy col., 2014).

Como se mencioné anteriormente, la pared celular de la planta esta implicada en
multiples rutas de sefalizacion, incluyendo la percepcion de patégenos. Ademas, el area

adyacente al sitio de penetracion del patdgeno puede reforzarse para formar una papila,
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cuyo componente principal es la calosa (Smart y col., 1986). La calosa es un polisacarido
formado por residuos de glucosa, unidos por enlaces 1,3-B-D, que se deposita entre la
membrana plasmatica y la cara interna de la pared celular primaria. Su acumulacién
puede formar parte de la HR que se genera frente al ataque de los patdégenos (Dong y
col., 2008; Hamann, 2015). Estudios previos en nuestro grupo de investigacion han
demostrado que la deposicion de calosa obstaculiza el avance de B. cinerea en
Arabidopsis y tomate (Flors y col., 2007; Finiti y col., 2014). Aunque la calosa no es eficaz
contra todos los patégenos, su deposicion se considera un marcador de la activacion de
las respuestas de defensa (Hauck y col., 2003).

En los ultimos afios, se ha sugerido que las enzimas de sintesis de pared celular asociadas
con el crecimiento y el desarrollo estdn estrechamente relacionadas con la
susceptibilidad, o resistencia, de las plantas. Estudios previos en nuestro grupo
identificaron el papel de las endo-1,4-B-glucanasas (EGs) en la defensa de las plantas de
tomate y de Arabidopsis (Real y col., 2004; Flors y col., 2007, Finiti y col., 2013). Estas
EGs son enzimas hidroliticas de la pared celular que pertenecen a la familia glicosil-
hidrolasa 9 (GH9), una de las familias GH mas grandes (Henrissat y col., 2001). Se
comprobd que la ausencia de las EGs altera la deposicidn de calosa, asi como las rutas
de sefializacion de hormonas implicadas en la defensa (Flors y col., 2007; Finiti y col.,
2013). También se demostré que algunas EGs pueden constituir factores de
susceptibilidad en la infeccidn de P. syringae, en tomate y en Arabidopsis.

En este capitulo se han analizado las respuestas de defensa de las plantas en ausencia
de la EG Korrigan 1 (KOR1) frente a patdgenos biétrofos. Estudios previos realizados con
este mutante demostraron que resulta mas resistente frente al hongo necrétrofo B.
cinerea (Finiti y col., 2013).

El objetivo del trabajo realizado en este capitulo | reside en el estudio de la influencia de
la ausencia de la EG KOR1 en la interaccidén planta-patégeno, usando plantas de A.
thaliana defectivas en dicha EG (mutante de insercién korl-1) y su cultivar silvestre
Wasselewskija (Ws), infectadas con la bacteria hemibiétrofa P. syringae pv. Tomato
DC3000 (Pst). Para ello se han analizado los principales mecanismos de respuesta de las
plantas, incluyendo la acumulacion de calosa, la sefializacion hormonal, la expresién de

genes marcadores y el analisis de la produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS).
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RESULTADOS

La ausencia de la endoglucanasa KOR1 aumenta la susceptibilidad de

plantas de Arabidopsis frente a P. syringae

Para comprobar el efecto de la ausencia de la EG KOR1 en términos de resistencia-
susceptibilidad frente a un patégeno, se realizd en primer lugar un analisis del fenotipo
de infeccion en plantas de Arabidopsis mutantes korl-1, con respecto a su cultivar
silvestre Ws. Se utilizaron plantas de 4 semanas de crecimiento y se inocularon 4 hojas
por planta, por infiltracién con jeringa sin aguja, con una concentracién de 10 UFC/mL
(OD600 =0.002) de la cepa bacteriana P. syringae pv tomato DC3000 (Pst). Alas 72 horas
post-inoculacién (hpi) se observaron claros sintomas provocados por la bacteria.

Las hojas infectadas de Ws presentaban sintomas leves de clorosis, mientras que las
hojas infectadas del mutante kor1-1 presentaban sintomas de clorosis, zonas necréticas
y una deformacion de la superficie foliar (Fig. 1A). Posteriormente se analizd el
crecimiento de la bacteria en plantas de ambos cultivares inoculadas con la cepa Pst,
como se ha descrito anteriormente, con una concentracion de 10> UFC/mL (OD600
=0.0002). Este sistema de recuento es el mads utilizado por otros autores, ya que se
obtienen resultados reproducibles.

Los resultados obtenidos del recuento bacteriano (Fig. 1A-B) demostraron que los
sintomas observados se correlacionaban con el crecimiento bacteriano en las plantas
kor1-1y Ws. Esto sugiere que la ausencia de la EG KOR1 aumenta la susceptibilidad de
las plantas de Arabidopsis frente a Pst, promoviendo su crecimiento. Es posible que la
ausencia de la EG KOR 1 pueda interferir en las respuestas de la planta frente a la

bacteria.
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Figura 1. Evaluacion del fenotipo y crecimiento bacteriano en plantas de A. thaliana Ws y kor1-1
infectadas con Pst. (A) Imagenes representativas de los sintomas en plantas control e infectadas a las
72 h. (B) Crecimiento bacteriano en plantas Ws y kor1-1 72 hpi. El recuento de colonias se realizd
procesando tres discos de tejido fresco por planta. Los datos se representan en escala logaritmica
(Log10) e indican la media de 3 experimentos independientes + SD (n=6). El asterisco indica una
diferencia estadisticamente significativa respecto al cultivar silvestre (Ws) (p < 0.05, Test-t).

Cambios en la acumulacion de metabolitos y en la expresion de genes en
plantas kor1-1 infectadas con Pst

Se analizd la acumulacién de las principales hormonas vegetales y algunos compuestos
fendlicos, implicados en la respuesta a la infeccion mediada por Pst, en plantas de
Arabidopsis Ws y kor1-1, mediante HPLC acoplado a un espectrometro de masas. El
analisis consistio en la determinacién simultdnea, en la misma muestra, de los siguientes
compuestos: JA, JA-lle, SA, acido ferulico y acido cafeico. La acumulacién de estos
compuestos se realizé a 0, 6 y 20 hpi.

Se observé una acumulacion significativa de JA y SA a tiempo 0 hpi (sin infeccién) en las
plantas kor1-1, en comparacién con las plantas Ws (Figura 2A, C). El contenido de SA
aumentd ligeramente en plantas korl-1 infectadas con Pst. Es Interesante que estas
plantas presentaron un aumento significativo de JA, y de su conjugado JA-lle, alas 6y
20 hpi, comparado con las plantas Ws (Figura 2A, B). Estos datos indican que la ausencia
de la EG KOR1 afecta a la ruta de sefializacion del JA antes y después de la infeccion con

Pst, lo cual beneficia la colonizacion de la bacteria. Este mismo efecto se ha observado

70



CAPITULO | Resultados

en plantas kor1-1 infectadas con B. cinerea en la ruta de sefializacién de JA pero, en ese
caso, estaba asociado con un aumento de la resistencia frente a este hongo necrétrofo
(Finiti y col., 2013).

Por otra parte, las plantas kor1-1 mostraron un alto contenido de acido cafeico, que
disminuyd hasta alcanzar los niveles de la planta Ws en la respuesta temprana frente a
Pst (Figura 2D). Sin embargo, se observé una acumulacion baja de acido ferulico en las
plantas de kor1-1 infectadas con Pst, en comparacion con las plantas Ws (Figura 2E). Los
acidos cafeico y ferulico son precursores de la lignina y, ademds, son componentes de la
papila (Bestwick y col., 1998; Soylu y col., 2005; Vicedo y col., 2009).

Por lo tanto, estos resultados indican que la ausencia de KOR1 altera diferentes
componentes de la barrera defensiva que interfiere con el patégeno y, en este caso,

contribuye a un aumento de la susceptibilidad frente a Pst.

Para verificar la conexion entre la ausencia de la EG KOR1 y la activacion temprana de la
ruta del JA, se analizé mediante RT-gPCR la expresion del gen de biosintesis de JA (LOX3),
el gen regulado por la ruta JA/ET (PDF1.2) y el gen regulado por la del JA (VSP1) en
plantas control (no infectadas) e inoculadas con Pst, a 6 y 20 hpi. En las plantas kor1-1
control, la expresién de LOX3 fue mayor que en las plantas Ws (Figura 3A). Tras la
infeccidn con Pst, las plantas kor1-1 mostraron un incremento en la expresion de LOX3
en comparacion con las plantas Ws, 20 h después de la inoculacién. Destaca el hecho de
gue la expresion de PDF1.2 fue mayor en ausencia de KOR1 a las 6 hpi, comparada con
las plantas Ws (Figura 3B). Estos datos confirman la activacidon temprana de la respuesta
dependiente de JA en las plantas kor1-1. Por otra parte, no se observaron cambios en la
expresion de VSP1 en las plantas kor1-1 control e infectadas, en comparacién con las

plantas Ws (Figura 3C).
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Figura 2. Acumulacion de hormonas y metabolitos secundarios en plantas de A. thaliana Ws y kor1-1

infectadas con Pst. (A-E) Representacidn grafica de la acumulacion de JA, JA-lle, SA, acido cafeico y acido

ferdlico a 0, 6 y 20 hpi. La acumulacion de hormonas y metabolitos secundarios se determiné mediante

HPLC-MS. Las barras indican la media de 3 experimentos independientes + SD (n=24). Los asteriscos

indican una diferencia estadisticamente significativa entre Wsy kor1-1 a cada tiempo (p < 0.05, LSD Test).
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Figura 3. Expresion relativa de los genes LOX3, PDF1.2, VSP1, ACC, ICS1y PR1 en plantas de A. thaliana
Ws y kor1-1 infectadas con Pst a las 6 y 20 hpi (A-F). Se utilizd Actina2 como estandar interno. Las
barras indican la media de 3 experimentos independientes + SD (n=24). Los asteriscos indican una
diferencia estadisticamente significativa entre Ws y kor1-1 a cada tiempo (p < 0.05, Test-t).

También se analizaron otros genes de interés, como el gen de biosintesis de etileno
(ACC), el gen de biosintesis de SA (/ICS1) y el gen regulado por SA (PR1). Los genes ACCe
ICS1 no mostraron cambios significativos en plantas korl-1 control e infectadas,
comparado con las plantas Ws (Figura 3D, E). Asi pues, el incremento de SA observado
durante el analisis hormonal en plantas de kor1-1 tras la infeccion con Pst puede ser
debido a fuentes alternativas de esta hormona. La expresion de PR1 no cambid
significativamente en plantas de kor1-1, control e infectadas, en comparacién con las
plantas Ws (Figura 3F). Estos resultados indican que la ruta dependiente de SA no estaria

activada en ausencia de la EG KOR1.

Alteracion de la acumulacion de peréxido de hidrogeno y de la deposicion
de calosa en plantas kor1-1 infectadas con Pst

El H20; es una molécula sefial de estrés bien establecida, ademas de otras ROS (de Gara
y col., 2003). Se analizé el efecto de la ausencia de la EG KOR1 en la acumulacién de H,03

tras la infeccidn con Pst. La visualizacién y cuantificacién de H,O; se realizé mediante la
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tinciéon con 3,3’-diaminobencidina (DAB) tal y como esta descrito en materiales y
métodos. Las plantas Ws mostraron depdsitos marrones localizados, que son indicativos
de la acumulacién de H,0; en hojas infectadas con Pst (Figura 4A). Las plantas kor1-1
infectadas mostraron un incremento en la acumulacion de H,0; y de forma dispersa en
comparacion con las plantas Ws, evidenciado por una distribucién de la tincién a lo largo
de la hoja (Figura 4B).

Este resultado refleja la pérdida de la capacidad defensiva de la planta para restringir el
avance del patégeno por acumulacion de ROS. La alteracion en el estallido oxidativo
generado en las plantas korl-1 podria dificultar la activacién de defensas efectivas
contra bidtrofos. Alternativamente, el desequilibrio hormonal en ausencia de la EG
KOR1 que lleva a un aumento de la susceptibilidad alteraria el estallido oxidativo, que

seria incapaz de prevenir la proliferacién bacteriana.

Control Infeccion
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ocCtrl OInf

Figura 4. Acumulacidn de perdxido de hidrégeno (H202) en plantas de A. thaliana Ws y kor1-1 control e
infectadas con Pst. El H20. fue visualizado mediante la tincién con 3,3’-diaminobencidina (DAB). (A)
Imagenes representativas de la acumulacién de H202 24 hpi. (B) Cuantificacién de la acumulacién de H20:
mediante analisis digital de imagen. Se calculé el promedio de pixeles marrones por millén de pixeles de
seis fotografias por planta. a las 6 y 20 hpi (A-E). Los datos mostrados representan la media de 3
experimentos independientes + SD (n=18). Los asteriscos indica una diferencia estadisticamente
significativa entre Ws y kor1-1 a cada tiempo (p < 0.05, LSD Test).
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El polisacdrido calosa esta considerado como un buen marcador de respuesta a estrés
en Arabidopsis y puede constituir una barrera fisica efectiva contra los patdgenos
(Ellinger y col., 2013). Para determinar el efecto de la deposicion de calosa en ausencia
de la EG KOR1, se llevaron a cabo analisis histoldégicos mediante la tincidon con azul de
anilina en hojas de plantas control e infectadas con Pst de Ws y kor1-1. Como se puede
observar en la Figura 5 A-B, las plantas korl-1 infectadas mostraron una mayor
deposicidon de calosa coincidiendo con su mayor susceptibilidad en comparacién con las
plantas Ws en respuesta a la infeccién.

Este resultado refleja que la deposicion de calosa no es efectiva frente a este patégeno,
como ya describieron anteriormente otros autores (Nishimuray col., 2003; Forcat y col.,
2010).

Por otra parte, se ha descrito la induccién a nivel transcripcional de la calosa en plantas
kor1-1 en respuesta a B. cinerea, pero en ese caso, asociada a una mayor resistencia
frente a este patdgeno necrétrofo (Finiti y col., 2013).

Esto apoya la idea de que la ausencia de la EG KOR1 altera muchos parametros de

respuesta a estrés, lo que produce diferentes resultados dependiendo del patégeno.
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Figura 5. Deposicion de calosa en plantas de A. thaliana Ws y kor1-1 control e infectadas con Pst 24
hpi. La calosa se visualizé mediante la tincidén con azul de anilina. (A) Imagenes representativas de la
acumulacion de calosa. (B) Cuantificacién de la deposicion de calosa mediante analisis digital de
imagen, analizando el nimero de pixeles fluorescentes por millén de pixeles. Las barras representan
la media de dos experimentos independientes + SD (n=18) con resultados similares. Las diferentes
letras indican diferencias estadisticamente significativas entre Wsy kor1-1 (p < 0.05, LSD Test).
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El aumento de la susceptibilidad de plantas carentes de KOR1 frente a P.
syringae es independiente de coronatina

Las plantas WS y kor1-1 fueron inoculadas por infiltracién mediante jeringa con la cepa
de P. syringae cmaA (cor’), deficiente en coronatina. Tras la infeccién, el mutante cmaA
mostré un crecimiento bacteriano bajo en las plantas Ws en comparacién con el mismo
cultivo vegetal infectado con Pst, como cabia esperar (Figura 6).

Sin embargo, las plantas kor1-1 no mostraron una reduccidén del crecimiento bacteriano
en ausencia de coronatina e incluso el mutante cmagA tuvo un crecimiento
significativamente mayor que las plantas Ws a las 72 hpi, revelando que la ausencia de
la EG KOR1 en la defensa de la planta es independiente de la produccién de la toxina

coronatina.
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Figura 6. Crecimiento bacteriano en plantas de A. thaliana Ws y kor1-1 infectadas con Pst y cmadA
(Cor’) 72 hpi. El recuento de colonias se realizé procesando tres discos de tejido fresco por planta. Los
datos se representan en escala logaritmica (Logio) e indican la media de 3 experimentos
independientes = SD (n=6). Los asteriscos indican diferencias significativas entre genotipos (p < 0.05,
Test-t).

En estas mismas condiciones, el analisis hormonal en plantas inoculadas con el mutante
cmaA mostré una acumulacién de SA a las 20 hpi en las plantas Ws y kor1-1 que no fue
observada en ambas plantas inoculadas con la cepa Pst (Figura 7). Este resultado refleja
la conocida interferencia negativa de la coronatina con la acumulacién de SA (ver Figura
2). También se observé un aumento significativo de JA, JA-lle y acido ferulico en las

plantas kor1-1 a las 6 hpi, comparado con las plantas Ws cuando fueron inoculadas con
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ambas cepas (Figuras 2y 7). Por lo tanto, estas alteraciones metabdlicas estan asociadas

con la ausencia de la EG KOR1, independientemente de la presencia de la toxina

coronatina.
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Figura 7. Acumulacién de hormonas y metabolitos secundarios en plantas de A. thaliana Ws y kor1-1
infectadas con el mutante cmaA (Cor’). (A-D) Representacion grafica de la acumulacidn de JA, JA-lle, SA
y acido ferulico a 0, 6 y 20 hpi. La acumulaciéon de hormonas y metabolitos secundarios se determiné
mediante HPLC-MS. Las barras indican la media de 3 experimentos independientes + SD (n=24). Los
asteriscos indican una diferencia estadisticamente significativa entre Ws y kor1-1 a cada tiempo (p <
0.05, LSD Test).
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DISCUSION

En este capitulo se ha estudiado la influencia de la ausencia de la Endo-1,4- B-Glucanasa
(EG) KOR1 en la interaccién planta-patégeno utilizando como plantas modelo: A.
Thaliana Wassilewskija (Ws, cultivar silvestre) y el mutante de insercion kor1-1, que
carece de la EG KOR1 y como organismo patégeno, la bacteria hemibiétrofa P. syringae
pv tomato DC3000 (Pst).

En este trabajo hemos podido observar que las plantas Ws y korl-1 presentan un
fenotipo de infeccion diferente en respuesta a Pst. Cuando la bacteria penetra al interior
de la planta, se multiplica por medio de factores de virulencia, incluyendo fitotoxinas
(por ejemplo, la coronatina) y proteinas efectoras liberadas al interior de las células
hospedadoras por el sistema de secrecion de tipo Ill, permitiendo la colonizacién de la
bacteria y favoreciendo el desarrollo de los sintomas de las enfermedades (Veldsquez y
col., 2017). El andlisis de fenotipo realizado en este trabajo en ambos genotipos de
plantas revela la aparicion de lesiones cloréticas, pero de una forma mads acusada en las
plantas kor1-1, ademds de observarse zonas necréticas y deformacién de la superficie
foliar en este mutante. Ademas, se comprobé que el crecimiento bacteriano era mayor
en el mutante kor1-1 con respecto a Ws, evidenciado mediante el recuento de colonias
realizado posteriormente a la infeccién con Pst. Estos resultados sugieren que el
mutante kor1-1 es mas susceptible que Ws a la infeccién provocada por Pst. En estudios
previos en nuestro grupo de investigacidn se observo el efecto contrario cuando se
infectaban las plantas con el hongo necrétrofo B. cinerea, ya que las plantas mutantes
kor1-1 eran mas resistentes que las plantas Ws (Finiti y col., 2013). El resultado obtenido
en esta Tesis confirma la conexidén de esta EG con las respuestas de defensa de las
plantas, influyendo en la infeccion de forma diferente dependiendo del ciclo vital del
patdgeno y de la estrategia utilizada por el mismo para la colonizacién y la expansion.
Tras el ataque del patégeno se produce un estallido oxidativo donde se generan ROS. El
analisis de la acumulacién de H,0; reveld que las plantas de Arabidopsis control

presentaban poca o ninguba acumulacion de H,0,, como cabia esperar.
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En las plantas infectadas, el genotipo kor1-1 presenta mayor acumulacion de H,02 con
respecto a las plantas Ws, evidenciado por una mayor intensidad del colorante DAB
expresado en porcentaje de pixeles marrones con respecto al total a diferencia de Ws,
que presenta menor intensidad, debido a una menor acumulacién de H,0;. Estos datos
muestran que las plantas de Arabidopsis kor1-1 producen un mayor estrés oxidativo que
el cultivar Ws como respuesta asociada al dafio producido por la bacteria. Por otra parte,
se estudid la deposicion de calosa en respuesta a Pst. Aunque no constituye un
mecanismo efectivo frente a Pst en Arabidopsis, se considera un biomarcador de la
activacion de respuestas de la planta a estreses (Hauck y col., 2003). Los resultados
obtenidos en plantas de kor1-1 y Ws infectadas con Pst muestran que el mutante kor1-
1 presenta mayor acumulacién de calosa que Ws y que no se deposita de forma local,
sino que aparece dispersa en la hoja. La mayor acumulacién de calosa en korl-1
infectado no seria efectiva para la contencién de la infeccién, dada la susceptibilidad de
este mutante frente a la bacteria, pero actuaria como un indicador de la respuesta de la
planta al estrés generado. El hecho de que no se observaran diferencias en la
acumulacién de calosa en las plantas control apoyaria la hipétesis de la actuacién del
fenédmeno de priming en este mecanismo defensivo, que es potenciado tras el ataque
por el patégeno. Datos previos mostraron que el mutante kor1-1 acumulé mas calosa
en respuesta a B. cinerea, pero en ese caso, estaba asociado con un incremento en la
resistencia frente al hongo. Esto sugiere que KOR1 actia como regulador negativo de
este mecanismo de defensa, considerado como un marcador de la activacion de la
defensa basal (Clay y col., 2009).

Los resultados obtenidos sugerian que la ausencia de KOR1 podia alterar las propiedades
de la pared celular, pudiendo interferir de manera directa o indirecta en las rutas de
sefializacion de la planta. Asi pues, se llevd a cabo un estudio de la acumulacién de las
principales fitohormonas y metabolitos secundarios, asi como de la expresion de genes
implicados en estas rutas tras la infeccidn con el patdgeno. Estd descrito que el SA, el JA
y el ET participan en la regulacién de las respuestas de las plantas y que las rutas de
sefializacion entre SA y JA/ET son antagdnicas, aunque puede haber una sinergia
dependiendo de las concentraciones relativas de estas fitohormonas (Truman y col.,
2010). Tras la infeccidn, las plantas Kor1-1 mostraron una alta acumulacién de JAy JA-

lle, asi como del transcrito LOX3 (JA). Este resultado se correlacionaria con la alta
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susceptibilidad del mutante korl-1 frente a Pst, si consideramos que una activacion
temprana de la ruta del JA beneficia a la bacteria en la entrada y colonizacidn, asociado
con la supresion de la ruta del SA (Zaho y col., 2003; Geng y col., 2012). La induccién
temprana del gen PDF1.2 (JA/ET) en plantas kor1-1 infectadas confirma la activacién de
la ruta del JA. Por otra parte, la infeccién con el mutante de P. syringae deficiente en
coronatina CmaA (Cor’) mostré una mayor susceptibilidad de las plantas kor1-1 y una
alteracion en el balance hormonal independiente de coronatina. Por tanto, los cambios
producidos por la ausencia de la EG KOR1 interfieren en la ruta de sefalizacion del JA,
pudiendo tener un efecto de priming en las respuestas mediadas por JA, ademas de
influir en el refuerzo de la pared celular de la planta en respuesta a P. syringae,
permitiendo la colonizacién y expansion de la bacteria. No se observaron diferencias
significativas en los genes ICS1 y PR1 (SA), a pesar del aumento de acumulacion de SA
en las plantas kor1-1 control e infectadas con respecto a las plantas Ws, por lo que la
ruta dependiente de SA no estaria activada en ausencia de KOR1. La acumulacién
temprana de SA observada en las plantas korl-1 infectadas puede provenir de otra
fuente, apoyando una compleja interaccién entre las rutas del JA y del SA. El anilisis
hormonal también reveléd que las plantas korl-1 infectadas presentaban un bajo
contenido basal de acido ferulico, un componente de la papila, que esta constituida
principalmente por calosa. Este resultado sugiere una alteracién en la papila que estaria
relacionada con la alta susceptibilidad de las plantas korl-1 frente a P. syringae. La
desregulacién de calosa observada por la ausencia de la EG KOR1 puede interferir de
manera indirecta en el balance hormonal tal y como se ha descrito en otros trabajos,
apoyando una conexion entre la ruta de sefializacién del SA y la deposicién de calosa
(Nishimura y col., 2003; Forcat y col., 2010).

Los resultados descritos en el capitulo | indican que la ausencia de la EG KOR1 produce
cambios significativos en los mecanismos de defensa de A. thaliana frente a la bacteria
hemibiodtrofa P. syringae, demostrando una correlacion entre las rutas de sefializacién
necesarias para la activacién de las respuestas de defensa de la planta y esta EG, tal y
como se comprobd en estudios previos frente al hongo necrétrofo B. cinerea (Finiti y
col., 2013). En este capitulo de la Tesis se ha observado la alteracion en la acumulacién
de ROS, en la deposicidon de calosa, en el balance hormonal y en la expresién de genes

implicados en las rutas de sefializacion hormonal, debido a la interferencia generada por
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la ausencia de KOR1, posiblemente por un efecto de priming mediado por JA y la
deposicion de calosa. La ausencia de KOR1 produce una serie de cambios en las
respuestas de defensa que beneficiarian a la planta frente a patdégenos necrétrofos,
pero no serian eficientes frente a P. syringae. Estos cambios repercutirian en la
estructura de la pared celular, cuyos sensores podrian percibir la ausencia de esta EG y
establecer una sefial de alarma. Esta teoria nos llevd a proponer un modelo que
explicaria la situacién observada en la interaccidn A. thaliana-P. syringae, junto con los

datos obtenidos en estudios previos. (Figura 8).
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Figura 8. Modelo explicativo de la implicacién de la EG KOR1 en la interaccidn planta-patégeno. En
el margen izquierdo se representa la respuesta de la planta frente a patégenos en condiciones
normales, a la derecha, se representa la alteracién de la respuesta de la planta en ausencia de KOR1,
basado en los resultados expuestos en el capitulo | de esta Tesis y en datos previos (Finiti y col.,
2013).

La ausencia de la EG KOR1 produciria una alteracion en la pared celular de la planta,
donde se generaria un estado de pre-alarma. Se activaria la ruta de sefializacion de JA,
acompafada de la deposicidon de calosa y una alteracidn en la acumulacién de ROS,
produciendo una alteracién general de las respuestas de la planta, poniendo de

manifiesto la compleja red de sefializacion implicada en la defensa de la planta.
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INTRODUCCION

En el medio ambiente las plantas pueden sufrir la invasion de un amplio espectro de
patégenos. Cuando ocurre la interaccién, se activan sus rutas de seializacién para
activar las respuestas de defensa y limitar la expansidn de los patdgenos. Las respuestas
de defensa de las plantas incluyen el estallido oxidativo, un evento temprano
considerado como el mayor elemento de la resistencia en las enfermedades de las
plantas (Govrin y Levine, 2000), que esta asociado con otros mecanismos de resistencia.
Las especies reactivas del oxigeno (ROS) se liberan y conducen a la acumulacién de
radicales dafiinos, como oxigeno singlete, hidroxilo (OH") y otros compuestos oxidantes,
como el perdxido de hidrégeno (H20z), que ayudan a limitar el avance del patégeno (de
Garay col., 2003). Estas moléculas también pueden actuar como sefializadoras de estrés
y provocar la muerte celular programada (Asselbergh y col., 2008). Las fitohormonas
también juegan un papel clave en las respuestas de las plantas frente al ataque de los
patégenos, mediante la sefializacidn y coordinacion de rutas, pero estas rutas forman
parte de una red compleja que es dificil de interpretar. El SA, el JA y el ET juegan un
papel importante en las respuestas de defensa contra los fitopatégenos. La ruta de
sefializacion del SA se activa principalmente contra patégenos bidtrofos, mientras que
las rutas de sefalizaciéon del JA y del ET estdn asociadas con la resistencia contra
patdgenos necrétrofos (Beckers y Spoel, 2006; Zimmerli y col., 2004). Sin embargo, el SA
puede antagonizar la sefalizacién del JA, y viceversa (Glazebrook, 2005), y el balance
entre estas y otras hormonas determina finalmente el resultado de la infeccion (Caarls
y col., 2015; Grant y col., 2009). El patégeno también puede manipular la sefializacion
hormonal, pero el hospedador puede atenuar esta manipulacidn. Asi pues, el cruce
entre estas rutas genera respuestas variables, de acuerdo con el patégeno que produce
la infeccion (Glazebrook, 2005; Pieterse y col., 2009; Robert-Seilaniantz y col., 2011). En
la infeccidn, el sitio de penetracion del patdgeno refuerza la formacién de la papila, cuyo
componente principal es calosa (Smart y col.,, 1986). La calosa es un polimero de
residuos de glucosa unido por enlaces 1,3-B-D, que es depositado entre la membrana
plasmadtica y la cara interna de la pared celular primaria. Su acumulacién se produce
contra el ataque de algunos patdgenos y forma parte de la HR (Donofrio y Delaney, 2001;

Ryals y col., 1996).
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La formacion de la papila es una respuesta temprana, previa a otras respuestas que
pueden requerir la activacion transcripcional de genes implicados en rutas de
sefializacion complejas (Voigt, 2014). Aunque la calosa no es efectiva contra todos los
patégenos, su deposicion se considera un marcador de la activacién de las respuestas
de defensa (Hauck y col., 2003). El hongo necrétrofo B. cinerea, responsable del moho
grisaceo, causa la muerte celular de su hospedador para ayudar a su colonizacién. A
diferencia de otros hongos patdgenos de plantas B. cinerea puede entrar directamente
en tejidos sanos y producir zonas de lesiones necréticas, que se desarrollan rdpidamente
en todo el tejido si las defensas de las plantas son débiles (Williamson y col., 2007). La
acumulacién de calosa puede dificultar la expansion de B. cinerea en tomate y
Arabidopsis (Finiti y col., 2013; Flors y col., 2007), pero el patégeno puede explotar el
antagonismo entre SA y JA como una estrategia para causar el desarrollo de la
enfermedad (El Oirdi y col., 2011). B. cinerea también contribuye al estallido oxidativo
en la infeccidn y requiere respuestas de las plantas para lograr una patogenicidad
completa (Heller y Tudzynski, 2011). Esto ha sido demostrado en plantas de Arabidopsis
que carecian de HR, donde la virulencia de B. cinerea disminuyé (Govrin y Levine, 2000).
Sin embargo, la contribucidn en la produccién de ROS por parte de las plantas y de los
patégenos sigue sin estar clara. Las ROS son perjudiciales para el patégeno, pero
también juegan un papel en el proceso de diferenciacion en este hongo patdgeno
(Viefhues y col., 2014).

B. cinerea, al igual que otros patdgenos, posee multiples enzimas que estan involucradas
en los sistemas de generacion de ROS. Uno de ellos es la superdxido dismutasa (SOD),
gue pertenece a una familia de enzimas que neutralizan los efectos ROS catalizando la
conversidon de Oy en H20;. El mutante Abcsod1 es deficiente en un gen que codifica la
Cu-Zn SOD de B. cinerea (Rolke y col., 2004). El tamafio de las lesiones necrdticas
producidas por esta cepa es reducido en hojas de judias en comparacién con la cepa
silvestre (WT) (Patel y col., 2008; Rolke y col., 2004). En este trabajo, caracterizamos el
fenotipo de infeccion del mutante Abcsod1 en plantas de Arabidopsis y de tomate
(Solanum lycopersicum cv. Ailsa Craig) en comparacion con la cepa B05.10 (WT).
Nuestros resultados muestran que la ausencia de bcsodl reduce la infectividad del
hongo en comparacién con la cepa WT, en ambos cultivos. Durante la infeccién, la

acumulacién de O, aumenta y la de H20; disminuye. El desequilibrio observado en la
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acumulacién de ROS estd asociado con un incremento en la deposicion de calosa
inducida por el patégeno y con cambios en el balance hormonal y en la expresion de
genes. El aumento en ambos cultivos de la acumulacion del acido 12-oxo-fitodienoico
(OPDA) y los genes que lo regulan, es interesante, confirmando su papel en las
respuestas de la planta frente a los patdgenos. La expresion diferencial de los genes
implicados en sefializacion, defensa y respuesta a estrés oxidativo demuestra que las
plantas perciben cambios en el ambiente ROS, activando respuestas que reducen la

susceptibilidad de la planta.
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RESULTADOS

El mutante Abcsod1l presenta una virulencia reducida en plantas de
Arabidopsis y tomate

Las plantas de A. thaliana fueron inoculadas con una suspensiéon de 10° esporas/mL de
las cepas B05.10 (cepa silvestre, WT) y Abcsod1, tal y como estd descrito en materiales
y métodos. Se realizé una cinética de infeccidn determinando el area de lesién necrética
a 48, 72 y 96 h post-inoculacion (hpi). EI mutante Abcsodl mostré una virulencia
reducida en comparacién con las plantas de Arabidopsis inoculadas con la cepa WT

(Figura 9A, B).
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Figura 9. Fenotipo de infeccién en plantas de A. thaliana N70000 y de tomate inoculadas con las cepas
B05.10 (WT) y Abcsod1 de B. cinerea. (A) Cuantificacidn del drea de lesién necrética medida a 48,72y 96
hpi en hojas de A. thaliana N70000. (B) Imagenes representativas de los sintomas provocados por B05.10
y Abcsod1 a 24, 48, 72 y 96 hpi en hojas de A. thaliana N70000. (C) Imagenes representativas de los
sintomas provocados por ambas cepas flngicas a 72 hpi en hojas de tomate. (D) Cuantificacion del area
de lesion necrética medida a 72 hpi en hojas de tomate. Las barras indican la media de 3 experimentos
independientes + SD (n=18). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05,
Test-t).
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Por otra parte, las plantas de tomate fueron inoculadas del mismo modo con ambas
cepas fungicas, pero con una suspension de 5-10* esporas/mL, debido a su mayor
susceptibilidad comparada con las plantas de Arabidopsis. A las 72 hpi se pudo observar
una reduccién significativa de la virulencia del mutante Abcsodl en las plantas de

tomate, como ocurrio en las plantas de Arabidopsis (Figura 9C, D).

La ausencia de bcsod1 altera la acumulacion de ROS en plantas de
Arabidopsis y tomate

Se estudio el efecto de la infeccidn con el mutante Abcsod1 en la produccién de ROS en
plantas de Arabidopsis y de tomate mediante el analisis de la acumulacién de H,0, y O
mediante tincion con DAB y NBT, respectivamente. Las plantas de Arabidopsis
inoculadas con la cepa WT (B05.10) mostraron manchas marrones alrededor del area de
infeccidn, principalmente en el ndcleo central de la infeccion donde se concentra
mayoritariamente el micelio, lo que es indicativo de la acumulacién de H,0,. Las plantas
infectadas con el mutante Abcsod1 presentaban una acumulacion de H,0; mds reducida
en ambas localizaciones (Figura 10A). La cinética de ROS estudiada a 24, 48 y 72 hpi en
las plantas de Arabidopsis denotd un aumento de la acumulacidn de H,0; a medida que
progresa la infeccion de ambas cepas fungicas, aunque en el caso del mutante Abcsod1
es menor en comparacion con la cepa WT (Figura 10B).

El analisis de la acumulacion de Oy revelé depdsitos azules, principalmente en el drea
central de la infeccidon en las plantas de Arabidopsis inoculadas con ambas cepas,
aunque las plantas inoculadas con la cepa mutante mostraron un aumento significativo
de la acumulacién de superdxido, en comparacion con las plantas inoculadas con B05.10
a 24,48y 72 hpi (Figura 10C, D).

Por otra parte, las plantas de tomate inoculadas con B05.10 y Abcsod1 mostraron un
perfil de acumulacion de ROS similar al observado en plantas de Arabidopsis. Las plantas
inoculadas con la cepa WT mostraron a las 72 hpi un aumento significativo en la
acumulacién de H,0,, mientras que la acumulacidn de O3 se redujo significativamente
(Figura 10E, F). En cambio, las plantas de tomate inoculadas con el mutante mostraron
una reduccion de H,02 y un aumento significativo de O»- (Figura 10E, F). Estos resultados

indican que la ausencia de la enzima SOD fungica altera el ambiente oxidativo en plantas
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de Arabidopsis y de tomate, asociado con una reduccién de la virulencia del mutante

Abcsod1.
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Figura 10. Acumulacion de peroxido de hidrégeno (H,0,) y de superdxido (O;) en plantas de A. thaliana
N70000 y de tomate inoculadas con las cepas B05.10 (WT) y Abcsod1. (A, B) Imagenes representativas y
cuantificacion mediante analisis digital de imagen de la acumulacién de H,0, mediante tincidon con DAB en
hojas de Arabidopsis a 24, 48 y 72 hpi. (C, D) Imagenes representativas y cuantificacion mediante analisis
digital de imagen de la acumulacion de O, mediante tincidn con NBT en hojas de Arabidopsis a 24, 48 y 72
hpi. (E, F) Imagenes representativas y cuantificacion mediante analisis digital de imagen de la acumulacion
de H,0,y de O,"a 72 hpi en hojas de tomate. Las barras indican la media de 3 experimentos independientes
+ SD (n=18). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05, Test-t).
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Debido a que B. cinerea y la planta hospedadora producen activamente ROS durante la
interaccion planta-patégeno, se decidié examinar in vitro la posible alteracién en el
estrés oxidativo interno del hongo mutante Abcsod1, que pudiera reducir su virulencia
y contribuir al desequilibrio ROS observado en las plantas infectadas. Los tests in vitro
revelaron una reduccién de H;0,, evidenciada por una coloracion menos intensa y un
aumento de O; en la cepa mutante Abcsod1, asociado con una mayor acumulacion de
formazan en las hifas de la cepa mutante, en comparacion con la cepa WT (Figura 11A,
B). La adicién de DPI (difeniliodonio), un inhibidor de flavocitocromos, como las NADPH
oxidasas, produjo la ausencia de tincidn en las hifas de B. cinerea, lo que sugiere que el

Oy es generado enzimaticamente por flavoenzimas (Figura 11B).
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Figura 11. Presencia de peroxido de hidrégeno (H,0;) y de superdxido (0Oy) in vitro. (A) Test 3,3’-
diaminobencidina (DAB) en una placa multipocillo para determinar la presencia de H,0; en las
cepas B05.10 y Abcsod1 de B. cinerea. Se pesaron 25 mg de micelio fresco, a los que se afiadieron
1 mL de DAB. La placa se incubd en oscuridad toda la noche. C+, control positivo, DAB + 1 uL de
H,02 + 1 pL de horseradish peroxidase; C-, control negativo, DAB + 1 pL de H,0,. (B) Deteccién
de superdxido en las hifas de esporas germinadas de las cepas B05.10 y Abcsod1 (suspension de
10° esporas/mL) mediante tincién con NBT. Como control negativo, se afiadieron 50 uM de DPI
previamente a la tincién con NBT. Las imdagenes mostradas son representativas de tres
experimentos independientes con resultados similares.
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Para examinar si la produccidn alterada de ROS del mutante Abcsod1 es responsable de
su incapacidad para infectar, se realizé otro test de patogenicidad afadiendo como
agentes antioxidantes acido ascérbico (AA) y ditiotreitol (DTT). Esta aproximacion
experimental ya demostré el papel del sistema tioredoxina en la patogénesis de B.
cinerea (Viefhues y col., 2014). La adicién de AA a la suspensién de conidias antes de la
inoculacién disminuyd el grado de infeccion de B05.10, como se esperaba, pero no se
recuperd el fenotipo de infeccién tras la inoculacién con el mutante Abcsod1, que
infectd incluso menos que la cepa WT tras la aplicacién de AA (Figura 12A, B). Bajo estas
condiciones, la acumulacién de las ROS se redujo significativamente tanto en respuesta
al WT como a Abcsod1, lo que sugiere su contribucion al proceso infectivo. La ausencia
de infeccidn en presencia de DTT confirma que las ROS son cruciales en esta interaccién
planta-patégeno (Figura 12B).
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Figura 12. Influencia de los antioxidantes acido ascdrbico (AA) y ditiotreitol (DTT) en plantas de
Arabidopsis inoculadas con las cepas B05.10 (WT) y Abcsod1 de B. cinerea. (A) Cuantificacién del
area de lesién necrética medida a 72 hpi en hojas de Arabidopsis en presencia de AA. La suspension
de esporas para la inoculacién fue de 10° esporas/mL y fue suplementada con 5 g/L de AA antes de
lainoculacion. (B) Imagenes representativas de los sintomas provocados por B05.10y Abcsod1 a 72
hpi en hojas de Arabidopsis en presencia de AA y DTT. La suspension de esporas fue de 105
esporas/mL y fue suplementada por 750 uM de DTT antes de la inoculacién. Las barras indican la
media de 3 experimentos independientes + SD (n=18). Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05, Test-t).
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Incluso en un ambiente oxidativo reducido por el ascorbato, la infeccién con el mutante
Abcsod1 sigue produciendo un desequilibrio ROS en comparaciéon con B05.10, con un

aumento significativo en la acumulacién de O, y una reduccién de H,0; (Figura 13A-C).
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Figura 13. Acumulacién de perdxido de hidrégeno (H.0;) y de superdido (O27) a 72 hpi en presencia
de acido ascérbico (AA) en plantas de Arabidopsis inoculadas con las cepas B05.10 (WT) y Abcsod1
de B. cinerea. (A) Imagenes representativas de la acumulacion de H,0; y de O, a 72 hpi mediante
la tincidn con DAB y NBT, respectivamente. (B, C) Cuantificacion de la acumulacién de H,0, y de Oy
en hojas de Arabidopsis a 72 hpi mediante andlisis digital de imagen. Las barras indican la media de
3 experimentos independientes + SD (n=18). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05, Test-t).
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La ausencia de bcsodl altera la deposicion de calosa en plantas de
Arabidopsis y tomate

La calosa es un polisacarido considerado como un buen biomarcador de respuestas a
estrés y como barrera fisica frente a patégenos, como se ha descrito anteriormente
(Hauck y col., 2003; Vicedo y col., 2009; Ellinger y col., 2013). La tincidn con azul de
anilina mostré un incremento significativo en la acumulacion de calosa en plantas de
Arabidopsis inoculadas con Abcsod1 a 72 hpi, en comparacion con las plantas inoculadas
con B05.10 (WT) (Figura 14A). La mayor parte de los depdsitos de calosa se observaron
en el nucleo de la infeccidn, rodeados por una capa de calosa en el borde del area de la
lesién necrdtica (Figura 14B-C). Es interesante que se observo un incremento de calosa
en el borde, e incluso en el centro de la infeccidn, 72 h tras la inoculacidon con Abcsod1

en comparacién con B05.10 (Figura 14A-C).

A 2 80000 1 * C - 45000 - = *
E 20000 % 40000 | L calosa —
' 5
g § 60000 = 35000
53 ;]

-~ 30000 A4
E = 50000 | g
T2 S 2 25000 -
= 5 40000 A ==
a = D -
—-= = < 20000 -
o E =
a 30000 s
=5 © 15000 -
o o §
= 20000 - g 10000 4
2 $
10000 - 3 5650+
0 T T [¢] -
Control  B05.10 (WT)  Abcsod1 B05:10.(WT) Abesodl
B D 1024 -

512 4
256 A

calosa

lado derecho

128 A
64
32 A

D

calosa

nucleo infecciéon
Expresion relativa de PMR4
A. thaliana

= N B~ 0
L L 1

B05.10 (wt) Abcsod1
B05.10 (WT) Abcsod1 Control 024 hpi @48 hpi @72 hpi

Figura 14. Deposicidn de calosa y expresion relativa de PMR4 en plantas de A. thaliana N70000 inoculadas con las cepas

B05.10 (WT) y Abcsod1 de B. cinerea. (A) Cuantificacion de calosa visualizada mediante la tincion de azul de anilina a 72

hpi en hojas de Arabodopsis mediante la determinacion del nimero de pixeles fluorescentes por millén. (B) Imagenes

representativas de la deposicion de calosa en el area de infeccidén a 72 hpi en hojas de Arabidopsis. (C) Deposicion de

calosa en el nucleo de infeccidn en hojas de Arabidopsis. La tabla situada en la grafica C, representa el porcentaje de calosa

en el nucleo de infeccidn con respecto a la deposicidn total. (D) Expresidn relativa del gen de sintesis de calosa, PMR4 a

24, 48 y 72 hpi en plantas de Arabidopsis. EIF4A1 fue usado como estandar interno. Las barras indican la media de 3
experimentos independientes + SD (n=18). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05, Test-

t).
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Las plantas de tomate inoculadas con Abcsodl también mostraron un incremento
significativo de calosa, comparado con las plantas inoculadas con la cepa WT (Figura
15A). Se observaron depositos de calosa en la regidn central tras la infeccién con ambas
cepas fungicas, donde se acumula la mayor parte de este polisacarido (Figura 15B-C). En
el caso de la cepa mutante Abcsod1, el nucleo de infeccion estaba delimitado por una
capa punteada de calosa en lugar de la capa observada en las plantas infectadas con la

cepa WT (Figura 15B).
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Figura 15. Deposicidn de calosa y expresion relativa de PMR4 en plantas de tomate inoculadas con las cepas
B05.10 (WT) y Abcsod1 de B. cinerea. (A) Cuantificacién de calosa visualizada mediante la tincion de azul de
anilina a 72 hpi en hojas de tomate mediante la determinacidn del nimero de pixeles fluorescentes por millén.
(B) Imagenes representativas de la deposicidon de calosa en el area de infeccion a 72 hpi en hojas de tomate.
(C) Deposicion de calosa en el nucleo de infeccién en hojas de tomate. La tabla situada en la gréfica C,
representa el porcentaje de calosa en el nicleo de infeccion con respecto a la deposicion total. (D) Expresidon
relativa del gen de sintesis de calosa, PMR4 a 24, 48 y 72 hpi en plantas de tomate. EFI1- fue usado como
estandar interno. Las barras indican la media de 3 experimentos independientes + SD (n=18). Los asteriscos
indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05, Test-t).

Los diferentes patrones observados en la deposicion de calosa en ambos cultivos
pueden estar relacionados con la mayor susceptibilidad de las plantas de tomate frente

ala cepa WT.

95



CAPITULO Il Resultados

Para verificar la conexién entre la ausencia de bcsodl y el metabolismo de calosa, se
analizo la expresion relativa del gen de sintesis de calosa PMR4, mediante RT-qPCR. En
plantas de Arabidopsis y de tomate, los niveles de expresion de PMR4 se indujeron
significativamente tras la infeccién con B05.10 a todos los tiempos analizados. Tras la
inoculacién con la cepa mutante Abcsodl, la expresion de PMR4 se indujo de manera

temprana (24 hpi) en ambos cultivos (Figuras 14D y 15D).

Cambios en la acumulacion de metabolitos y en la expresion de genes en
plantas de Arabidopsis y de tomate inoculadas con Abcsod1

Para determinar el impacto de la ausencia de bcsod1 en la respuesta basal de la planta,
se analizd la acumulacion de las principales fitohormonas y compuestos fendlicos en
plantas de Arabidopsis y de tomate inoculadas con B05.10 (WT) y Abcsod1. (Figuras 16
y 17). El andlisis hormonal se llevd a cabo mediante cromatografia liquida (HPLC)
acoplada a un espectrometro de masas y consistié en la determinacion simultdnea, en
la misma muestra a 0, 24, 48 y 72 hpi de los siguientes compuestos: 4ABA, SA, JA, JA-lle,
la oxilipina OPDA y los acidos cafeico y ferulico.

En plantas de Arabidopsis, el contenido de JA-lle aumentd a las 48 hpi tras la infeccidn
con Abcsod1, comparado con las plantas inoculadas con B05.10 (Figura 16). Estas plantas
presentaban, ademads, un aumento significativo de ABA y OPDA a las 72 hpi, junto con
una disminucién del contenido de SA libre, comparado con la cepa WT (Figura 16). Es
interesante que el acido cafeico se acumulé rapidamente (24 hpi) tras la infeccién con
el mutante Abcsod1 y permaneci6 estable hasta las 72 hpi (Figura 16). Este acido es
precursor de la lignina y es un componente de la papila (Soylu y col., 2005; Vicedo y col.,
2009).

Las plantas de tomate inoculadas con Abcsod1 mostraron una alteracién similar en la
acumulacién de hormonas y metabolitos secundarios, con algunas diferencias (Figura
17). Como en Arabidopsis, el contenido de OPDA y ABA aumentd significativamente a
72 hpi y la cantidad de SA disminuyé en este mismo tiempo. Sin embargo, el contenido
de JA-lle permanecid sin cambios, mientras que el incremento de acido ferdlico se

retrasé en comparacién con las plantas de tomate inoculadas con B05.10 (Figura 17).
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Figura 16. Acumulacién de hormonas y metabolitos secundarios en plantas de A. thaliana N70000 inoculadas
con las cepas B05.10 (WT) y Abcsod1 de B. cinerea. (A-G) Acido abscisico (ABA), acido salicilico (SA), jasménico-
isoleucina (JA-lle), acido jasmodnico (JA), acido 12-oxophytodienoic (OPDA), 4cido cafeico y acido ferulico,
determinados mediante HPLC-MS en hojas recolectadas a 0, 24, 48 y 72 hpi. Las barras indican la media de 3
experimentos independientes + SD (n=12). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (p
< 0.05, Test-t).
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Figura 17. Acumulacién de hormonas y metabolitos secundarios en plantas de tomate inoculadas con las cepas B05.10
(WT) y Abcsod1 de B. cinerea. (A-G) Acido abscisico (ABA), acido salicilico (SA), jasménico-isoleucina (JA-lle), 4cido
jasmonico (JA), acido 12-oxophytodienoic (OPDA), acido cafeico y acido ferulico, determinados mediante HPLC-MS en
hojas recolectadas a 0, 24, 48 y 72 hpi. Las barras indican la media de 3 experimentos independientes * SD (n=12). Los
asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre plantas infectadas con B05.10 y Abcsod1 a cada
tiempo (p < 0.05, Test-t).
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Para verificar la conexién entre la ausencia de bcsod1 y la activacion de las rutas de
sefalizacion, se analizé la expresion de genes marcadores de SA (ICS1, PR1, PR2), JA/ET
(PDF1.2), JA (VSP1) y OPDA (HSP17.4, HsfA2), mediante RT-qPCR en plantas de
Arabidopsis inoculadas con B05.10 y Abcsod1 a 24, 48 y 72 hpi (Figura 18).
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Figura 18. Expresion relativa de genes implicados en rutas de sefializacion y en respuestas a estrés
oxidativo en plantas de A. thaliana N70000 inoculadas con las cepas B05.10 (WT) y Abcsod1 de B. cinerea.
La expresion relativa de los genes ICS1, PR1, PR2, PDF1.2, VSP1, HSP17.4, HsfA2, WRKY33, WRKY53 y GST6
se determind mediante RT-qPCR a 24, 48 y 72 hpi (A-J). EIF4A1 fue usado como estandar interno. Los datos
mostrados se expresan en Logz. Las barras indican la media de 3 experimentos independientes + SD (n=18).
Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre plantas infectadas con B05.10 y

Abcsod1 a cada tiempo (p < 0.05, Test-t).

Como era de esperar, la infeccién con B05.10 aumento significativamente la expresién
de PDF1.2, un gen marcador de resistencia frente a necrétrofos en todos los tiempos
medidos. La infeccidn con la cepa Abcsod1 incrementé la expresién de PDF1.2 a 24 hpi
con respecto al WT (Figura 18), que se correlaciond con la activacion de la ruta de
sefializacion de JA y la reducida virulencia del mutante. También se observé un marcado
aumento en la acumulacion de OPDA tras la infeccion con Abcsod1, asociado con la
induccidon temprana (24 hpi) de los dos genes reguladores de esta oxilipina: HSP17.4'y

HsfA2 (Masuda y col., 2014; Sham y col., 2014) (Fig. 7). La expresion de ICS1 aumento
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ligeramente a 72 hpi en las plantas inoculadas con el mutante, comparado con la cepa
WT, a pesar de la ligera reducciéon de SA libre observada. Las plantas inoculadas con el
WT mostraron una induccion significativa en la expresion de PR1, similar a las plantas
inoculadas con Abcsod1 (Figura 18). Sin embargo, la expresién de PR2 aumentd en las
plantas inoculadas con el mutante a 24, 48 y 72 hpi, en comparacién con la cepa WT
(Figura 18).

Por otra parte, se analizé a 24, 48 y 72 hpi la expresién de genes marcadores de SA (PR1,
PR2), JA (LoxD), otras oxilipinas (DES) y OPDA (HsfA2) en plantas de tomate inoculadas

con las mismas cepas (Figura 19).
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Figura 19. Expresién relativa de genes implicados en rutas de sefalizacidn y en respuestas a estrés
oxidativo en plantas de tomate inoculadas con las cepas B05.10 (WT) y Abcsodl de B. cinerea. La
expresion relativa de los genes PR1, PR2, LoxD, DES, GST, WRKY33, WRKY53 y HsfA2 se determind
mediante RT-qPCR a 24, 48 y 72 hpi (A-H). EF1-a fue usado como estandar interno. Los datos mostrados
se expresan en Log». Las barras indican la media de 3 experimentos independientes + SD (n=18). Los
asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre plantas infectadas con B05.10 y
Abcsod1 a cada tiempo (p < 0.05, Test-t).
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La ausencia de bcsod1 redujo significativamente la expresién de LoxD a 72 hpi, pero
incrementd la expresién de DES en ese mismo tiempo, el cual, estd implicado en la
sintesis de otras oxilipinas (Itoh y Howe, 2001). La expresion del gen marcador de OPDA
en tomate HsfA2 aumentd en todos los tiempos medidos en las plantas inoculadas con
Abcsod1, comparado con las plantas inoculadas con la cepa WT (Figura 19). Estos
cambios a nivel transcripcional se correlacionan con la acumulacién significativa de
OPDA y la inalterada acumulacion de JA-lle tras la infeccion con Abcsod1. En plantas de
tomate la expresion de PR1 aumenté significativamente en respuesta a la cepa WT de
B. cinerea, como se describié previamente (Vicedo y col., 2009; Finiti y col., 2014) y se
incrementd a 72 hpi en repuesta a Abcsod1 (Figura 19). En cambio, la expresion de PR2
disminuyd ligeramente en respuesta a Abcsod1, lo que indica que la ruta dependiente
de SA esta alterada en plantas de tomate tras la infeccién con la cepa mutante, aunque
no cambie la acumulacién de SA libre.

Adicionalmente, se analizaron genes marcadores de estrés oxidativo. No se observaron
cambios significativos en la expresién de los genes GST, que estdn relacionados con las
respuestas al estrés oxidativo, tras la infeccion con B05.10 y Abcsod1 en ambos cultivos
(Figuras 18 y 19).

Por otro lado, los genes WRKY33 y WRKY53, que codifican factores de transcripcion
regulados por estrés oxidativo, mostraron una expresién diferencial en plantas
inoculadas con el mutante Abcsodl. La expresion de WRKY53 aumentd
significativamente a 48 y 72 hpi en plantas de Arabidopsis con respecto al WT, mientras
que la de WRKY33 no cambié en este cultivo (Figura 18). En plantas de tomate, la
expresion de ambos genes se redujo significativamente tras la infeccion con Abcsod1,

comparado con las plantas de tomate inoculadas con B05.10 (Figura 19).
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DISCUSION

En este capitulo de la presente Tesis se han estudiado las respuestas de plantas de A.
thaliana y de S. lycopersicum infectadas con las cepas del hongo necrétrofo B. cinerea
B05.10 (WT) y el mutante Abcsod1, que carece de la enzima superoéxido dismutasa Cu—
ZnSOD. Como se ha comentado anteriormente, en la interaccién planta-patégeno se
genera un estallido oxidativo. Tanto la planta como el patégeno producen ROS, aunque
todavia no estd claro cudl es la contribucién de cada uno de ellos. Las ROS actuan como
moléculas senalizadoras de la planta y juegan un papel en la proteccién. Sin embargo,
este ambiente oxidativo puede ser utilizado por patégenos necrétrofos como B. cinerea
en su propio beneficio (Williamson y col., 2007; Temme y Tudzynski, 2009; Finiti y col.,
2014). Los acontecimientos oxidativos que se producen tras el ataque producen un
desequilibrio redox en la zona de infeccién que pueden facilitar el avance de la
enfermedad (Lyon y col., 2007). En el presente trabajo se ha demostrado que el mutante
Abcsod1 presenta una virulencia significativamente reducida tanto en plantas de tomate
como de Arabidopsis, respecto a la cepa WT. La cinética de infeccion en plantas de
Arabidopsis demuestra un claro retraso en la formacién de lesiones primarias y la
consiguiente expansion del hongo en ausencia de esta actividad superéxido dismutasa.
Estudios previos realizados con este mutante revelaron una virulencia reducida en
plantas de judia (Rolke y col., 2004; Patel y col., 2008). Por lo tanto, los resultados
obtenidos demuestran que BCSOD1 es necesaria para la completa patogenicidad del
hongo, constituyendo un factor de virulencia. El andlisis de la acumulacién de ROS
mediante la tincidon especifica con los colorantes DAB y NBT, para visualizar la
acumulacién de H,0; y Oy, respectivamente, revelé que en plantas de Arabidopsis la
cepa WT acumula mayor cantidad de H,0>, evidenciado por la apariciéon de grumos de
color marrdn intenso, principalmente en el nucleo de la infeccidn donde se concentra la
mayor parte del micelio. Sin embargo, las plantas infectadas con el mutante Abcsod1
presentaban una menor acumulaciéon de H,0; con respecto a la cepa WT. El analisis de
la acumulaciéon de O; reveld que la cepa WT acumulaba menor cantidad de Oy,
principalmente en el nucleo de la infeccién, mientras que el mutante Abcsodl
presentaba una mayor acumulacién en la misma zona, evidenciado por la aparicion de

grumos de color azul grisaceo. Las plantas de tomate inoculadas con ambas cepas
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mostraron una acumulacion similar de estas ROS. Estos resultados demuestran que la
ausencia de esta SOD altera el ambiente oxidativo en plantas de tomate y Arabidopsis,
asociado con la capacidad de infeccion del hongo. Esta situacidon puede deberse a la
incapacidad del mutante Abcsodl para detoxificar las ROS enddgenas o las ROS
generadas por la planta tras el ataque del patdgeno. El estudio in vitro de la produccion
de H.0; en ambas cepas de B. cinerea demostrd una alteracién de ROS interna en el
mutante Abcsodl, ya que la cepa WT presentaba una mayor presencia de H;0,,
evidenciada por una coloraciéon rojiza intensa, mientras que Abcsod1 presentaba una
menor cantidad, evidenciado por una coloraciéon anaranjada. La acumulacion de Oy en
las hifas del hongo mostré una alteracion similar, observdandose una mayor deposicidn
de formazan en las hifas de Abcsod1 con respecto a la cepa B05.10. La adicidn de agentes
antioxidantes como el dcido ascorbico y el ditiotreitol en el inéculo para infectar plantas
de Arabidopsis no mostré una restauracion del fenotipo de infeccién con ambas cepas
fungicas, siendo incluso menor en la infeccién con Abcsod1. Un resultado similar de la
alteracion ROS interna ha sido observado en otros mutantes de B. cinerea (Marschall y
Tudzynski, 2014; Schumacher y col., 2014; Viefhues y col.,, 2014). Los resultados
obtenidos indican que BCSOD1 no es necesaria para hacer frente al estrés oxidativo que
se produce durante la interaccidn planta-patégeno, por lo que BCSOD1 puede tener otro
papel durante esta interaccion. La baja capacidad de infeccién del hongo en presencia
de antioxidantes apoya la idea de que un hongo necrétrofo como B. cinerea depende de
manera directa o indirecta de la produccién de ROS, y que puede aprovechar este
ambiente oxidativo en su propio beneficio para poder colonizar el tejido de la planta y
expandirse después. El balance O, /H.0, observado contribuye a unos niveles de H,0;
que dafian a la planta, reduciendo sus respuestas de defensa y aumentando la
susceptibilidad frente al hongo. El balance O, /H,0; generado durante la infeccion con
el mutante Abcsod1 contribuye a unos niveles de H;0, que le permiten a la planta
desplegar una respuesta mas eficiente, aumentando la resistencia frente al hongo. Por
lo tanto, podemos decir que BCSOD1 constituye un factor de virulencia. En trabajos
previos en nuestro grupo de investigacién hemos podido ver también una correlacién
entre la acumulacién de H;02 y la susceptibilidad frente a B. cinerea, esto refleja la
importancia de establecer un control de los niveles de ROS en respuesta a estreses

biodticos (Finiti y col., 2014; Angulo y col., 2015). Sin embargo, no solo los niveles de ROS
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son importantes para establecer una respuesta efectiva frente a patogenos, las plantas
ponen en juego otros mecanismos de proteccién como la deposicién de calosa.

Los resultados obtenidos muestran que, tras la infeccién con el mutante Abcsodl en
plantas de Arabidopsis y de tomate, se produce una mayor acumulacién de calosa en el
nucleo de la infeccidn con respecto a la cepa WT, que depende a nivel transcripcional
de la calosa sintasa. Estos datos indican una correlacion entre los cambios en el balance
redox y el metabolismo de la calosa. Esta conexidn ha sido observada en otros trabajos,
donde la presencia de O y oxigeno singlete inducian una acumulacién de calosa mayor
que la de H20; (Vellosillo y col., 2010). En nuestro grupo de investigacion ya se habia
sugerido laimportancia de la deposicion de calosa en respuesta frente a B. cinerea (Flors
y col., 2007; Vicedo y col., 2009; Finiti y col., 2013). Naumann y col. (2013) observaron
gue una mayor acumulacion de calosa en el nucleo de infeccion en plantas de
Arabidopsis sobreexpresantes del gen de calosa sintasa (PMR4) infectadas con
Golovinomyces cichoracearum y Blumeria graminis f. sp. Hordei, aumentaba Ia
resistencia frente a estos patdégenos. En nuestro caso, hemos podido ver una induccién
temprana del gen PMR4 en plantas de Arabidopsis y de tomate en ausencia de bcsod1,
donde se podia ver una mayor acumulacién de calosa. Recientemente se ha propuesto
que la calosa, por si misma, puede actuar de forma antagdnica a la ruta de sefializacién
del SA, donde el gen PR2 puede actuar como modulador de las respuestas de defensa
dependientes de SA y en la deposicion de calosa (Oide y col., 2013). El trabajo de estos
autores mostro una relacion entre la ruta de sefializacién de ABA, la deposicidn de calosa
y la regulacién de PR2. El ABA promueve la deposicion de calosa mediante la represion
de PR2 en plantas de Arabidopsis infectadas con Leptosphaeria maculans y P. syringae.
En nuestro patosistema, la calosa actuaria de manera antagdnica a la ruta de
sefializacion del SA, y la diferente regulacion de PR2 observada entre las plantas de
Arabidopsis y de tomate podria explicar el diferente patrén de deposicién de calosa en
el borde de la infeccidn en respuesta a Abcsod1. Este hecho puede estar relacionado con
la alta susceptibilidad observada en plantas de tomate frente a B05.10, en comparacién
con las plantas de Arabidopsis.

En este capitulo también se han estudiado las rutas de sefializacion de las principales

fitohormonas y metabolitos secundarios en plantas de Arabidopsis y de tomate, en
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respuesta a la infeccién con Abcsod1. Los resultados demuestran una alteracién de la
sefializacion hormonal implicada en las respuestas de defensa en ausencia de BCSOD1.
En plantas de Arabidopsis se observd una activaciéon de las rutas de OPDA y JA-llle. La
oxilipina OPDA actua de manera independiente a la ruta del JA en el mantenimiento del
balance redox en respuesta a estreses (Park y col., 2013). Se ha descrito que el gen
HSP17.4 se induce tras la infeccidn con B. cinerea y esta asociado con el OPDAy el estrés
oxidativo en Arabidopsis (Sham y col.,, 2014). En tomate, se ha demostrado la
acumulacién de OPDA y la implicacidn de otras oxilipinas en la proteccidn de las plantas
frente a estrés oxidativo, como se ha descrito en Angulo y col. (2015). En esta Tesis se
ha comprobado que tanto el gen HSP17.4 en Arabidopsis y el gen HsfA2 en tomate y
Arabidopsis presentaban una gran induccién temprana en ausencia de Abcsodl, en
comparacion con las plantas infectadas con la cepa WT. La sefializacion mediada por
OPDAy la deposicion de calosa juegan un papel importante en la respuesta de la planta
frente a B. cinerea. El silenciamiento de OPR3 en plantas de tomate demosrtd el
importante papel del OPDA en la defensa basal frente a este hongo necrétrofo (Scalschi
y col., 2015). Sin embargo, en Arabidopsis existe una controversia en relaciéon con el
papel del OPDA en la resistencia frente a Alternaria brassicicola en ausencia de JA,
porque las condiciones experimentales pueden enmascarar la posible contribucion del
OPDA a la resistencia frente al patégeno (Stintzi y col., 2001; Schilmiller y col., 2007).
Nuestros resultados apoyan el papel de esta oxilipina en la defensa frente a B. cinerea
en plantas de Arabidopsis y de tomate. Ademas, la ruta de sefalizacidon del SA estaba
activada en ambas plantas tras la infeccidn con Abcsod1, comparado con la cepa WT.
Este resultado apoya la idea de que la efectividad de las respuestas de defensa de la
planta frente a patdgenos es mucho mas compleja que el clasico antagonismo entre SA
y JA/ET (Grant y Jones, 2009; Caarls y col., 2015). Esto también indica que la
susceptibilidad de la planta depende del balance hormonal, que puede diferir
dependiendo del cultivo.

Nuestros resultados mostraron también cambios en la expresion de los genes WRKY33
y WRKY53 tras la infeccidn con el mutante Abcsod1 y la cepa B05.10. WRKY53 mostré
un aumento en su expresién de forma tardia, mientras que no se observaron cambios
significativos en la expresion de WRKY33. Ambos transcritos mostraron una reduccién

significativa en plantas de tomate infectadas con Abcsod1. Los WRKYs son factores de
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transcripcion que controlan diversos procesos de la planta, como la etapa de
senescencia y las respuestas frente a patdgenos o heridas (Rushton y col., 2010). El gen
WRKY53 codifica un factor de transcripcién que actia como posible regulador de la
resistencia basal, pero también puede actuar como regulador negativo de ciertas
respuestas de SA en Arabidopsis (Murray y col., 2007). Este gen esta implicado en
respuestas de defensa de tipo priming mediante modificaciones epigenéticas
(Jaskiewicz y col., 2011) y su induccidén es dependiente de H,0; en plantas de Arabidopsis
y tabaco (Miao y Zentgraf, 2007; Golemiec y col., 2014). Xie y col. (2014) también
observaron que la expresidn de este factor de transcripcidn sensible al balance redox
regulaba positivamente la senescencia foliar. Previamente en nuestro grupo de trabajo
se habia observado una induccién de WRKY53 en respuesta a B. cinerea en tomate, que
era potenciado por el inductor natural acido hexanoico tras la infeccion (Finiti y col.,
2014). Van Eck y col. (2014) demostraron que la red transcripcional de WRKY53 regula
respuestas oxidativas frente a un amplio espectro de estreses en plantas de arroz. Por
otra parte, Birkenbihl y col. (2012) describieron que WRKY33 juega un papel importante
en la resistencia de la planta frente a patégenos necrétrofos, incluido B. cinerea y que
su papel en la resistencia en plantas de Arabidopsis frente a patégenos necrétrofos esta
ligada a la regulacién positiva de genes implicados en la respuesta a JA y en la
homedstasis redox.

En resumen, los resultados mostrados en el capitulo Il de la presente Tesis demuestran
que los cambios en la produccion de ROS, concretamente el balance O2/H;03, producido
en ausencia de BCSOD1 promueven un despliegue eficiente de respuestas de defensa
de la planta, como la deposicion de calosa, que estan orquestradas por una compleja
red de sefializacidon. Los datos apoyan la hipdtesis de que BCSOD1 constituye un factor
de virulencia, debido a que es importante su presencia para la completa patogenicidad
de B. cinerea, dada su habilidad para producir H,0; y explotar el ambiente oxidativo
generado en su propio beneficio, como sugirieron previamente los trabajos de
Tiedemann (1997) y Rolke y col. (2004). Ademas, los resultados obtenidos apoyan que
las ROS juegan papeles diferentes en las plantas infectadas por B. cinerea, de acuerdo
con la especificidad y dinamismo de la sefalizacion de las ROS y la conexion con otras

rutas de sefalizacién, como se ha descrito en otros sistemas (Mittler y col., 2011).
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Aunque es dificil discriminar el grado de aportacién en la produccién de las ROS entre la
planta y el hongo, es necesario continuar estudiando el papel especifico de la

sefalizacion de las ROS en la interaccién planta-patogeno.
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Estudio del papel del complejo NADPH oxidasa (Nox) de

B. cinerea en la infeccidn en plantas de A. thaliana y
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CAPITULO 1lI Introduccién

INTRODUCCION

Las plantas se protegen frente a los patdégenos, en parte mediante barreras
estructurales. Cuando esta resistencia constitutiva para evitar que entren los patégenos
falla, las plantas son capaces de producir una respuesta de resistencia basal mediante el
refuerzo de barreras y la activacion de defensas de las plantas. Esta respuesta tiene dos
ramas: La primera se denomina PTI (PAMPs-Triggered Immunity; inmunidad
desencadenada por PAMPs), basada en el reconocimiento de patrones moleculares en
la invasion de patégenos para activar las respuestas de defensa basal del hospedador.
La otra rama es la denominada ETI (Effector-Triggered Immunity; inmunidad
desencadenada por el Efector), que consiste en la respuesta del hospedador a la
supresion de las defensas basales activadas mediante el reconocimiento de los
productos de genes de resistencia (genes R), que se encuentran dentro de la célula
(Jones y Dangl, 2006). La respuesta ETI generalmente incluye la activacion de la HR
(Hypersensitive Response, respuesta hipersensible) acompafiada de un estallido
oxidativo, que finalmente conduce a la muerte celular programada (PCD) (Abramovitch
y col., 2006; Vellosillo y col., 2010). La respuesta RH estd asociada con otros mecanismos
de defensa, por ejemplo, la acumulacién de fitoalexinas, la deposicidn de lignina y la
produccién y deposicién de calosa. La acumulacién de calosa es importante para la
formacién de la papila, una estructura que impide que entren los patdégenos. Su
acumulacién temprana ahorra tiempo para inducir algunas respuestas que necesitan la
activacion de los genes implicados en las rutas de sefalizacidon y se considera un
marcador de la activacion de las respuestas de defensa (Hauck y col., 2003; Voigt, 2014).
Las rutas de sefializacién de las principales fitohormonas estan implicadas en Ia
resistencia basal de las plantas frente a patdgenos a través de una red de interaccién
coordinada, que finalmente determina el resultado de la infeccién. La fina comunicacién
entre estas rutas genera respuestas variables de acuerdo con los distintos tipos de
patégenos (Caarls y col., 2015; Grant y col., 2009; Robert-Seilaniantz y col., 2011). Los
patégenos pueden manipular la sefializacién hormonal de la planta para contrarrestar
las respuestas de defensa y para obtener acceso a los nutrientes (Pieterse y col., 2009;
Robert-Seilaniantz y col., 2011). B. cinerea es un patdgeno de amplio espectro que

infecta a mas de 200 especies de plantas y puede expandirse en los tejidos si las defensas
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de las plantas son débiles, al producir una infeccién severa que conduce a la muerte
celular en el tejido del hospedador (Williamson y col., 2007). La rapida acumulacién de
calosa puede evitar que este hongo se expanda en tomate y en Arabidopsis (Finiti y col.,
2013), pero el patégeno puede explotar el antagonismo SA y JA como una estrategia
para desarrollar la enfermedad (El Oirdi y col., 2011). B. cinerea también puede
contribuir al estallido oxidativo de la infecciéon y puede usar las ROS generadas para
desencadenar respuestas de las plantas para lograr una patogenicidad completa (Heller
y Tudzynski, 2011; Siegmund y col., 2013). La contribucién de las plantas y los patégenos
en la produccion de ROS sigue sin estar clara. Algunos datos recientes respaldan la idea
de que las ROS son predominantemente beneficiosas para las células, y que un nivel
basal de ROS es esencial para la vida (Mittler, 2017). Aunque las ROS pueden ser daiiinas
para el patégeno, también juegan un papel en el proceso de diferenciacién en este
hongo patégeno (Viefhues y col., 2014). En este capitulo de la presente Tesis nos
interesd estudiar los mecanismos moleculares de las respuestas de las plantas frente a
B. cinerea, en particular la conexion entre el control del ambiente redox y las defensas
de las plantas (Angulo y col., 2015; Aranega y col., 2014; Finiti y col., 2014). Para este fin,
utilizamos mutantes de B. cinerea deficientes en actividades implicadas en el
metabolismo oxidativo. En un trabajo previo, demostramos que la ausencia de la enzima
Cu-Zn superdxido dismutasa BCSOD1 reduce la infeccidon flungica, asociada con la
interaccidn entre las ROS y las respuestas de la planta (Lépez-Cruz y col., 2017). En este
capitulo se han analizado las respuestas defensivas de plantas de A. thaliana y de tomate
inoculadas con cepas mutantes de B. cinerea que carecen de las diferentes subunidades
del complejo nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH) oxidasa (Nox) en
comparacion con la cepa B05.10 (WT). Nox es una de las principales fuentes generadoras
de ROS en hongos. Consiste en proteinas transmembrana que reducen el oxigeno a Oy,
usando NADPH como donante de electrones (Scott, 2015; Segmidiller y col., 2008). En B.
cinerea se han identificado diferentes subfamilias de Nox, que incluyen BcNoxA, BcNoxB
y la subunidad reguladora BcNoxR. BcNoxA estd relacionada con la colonizacion vy la
expansioén, y también parece ser esencial para la fusién del tubo de anastomosis conidial

(CAT), mientras que BcNoxB esta relacionada con la penetracién (Roca y col., 2012).
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BcNoxR parece necesaria para la regulacién de BcNoxA y BcNoxB (Kim, 2014; Scott y
Eaton, 2008). Se ha descrito recientemente una nueva subunidad llamada BcNoxD, que
es una proteina de membrana asociada con BcNoxA (Siegmund y col., 2015).

En este trabajo, hemos observado una virulencia reducida de AbcnoxA, AbcnoxAB vy
AbcnoxR en plantas de Arabidopsis y tomate. Sin embargo, AbcnoxB mostré un aumento
de la virulencia en Arabidopsis, pero reducida en tomate. El fenotipo de infeccién
asociado con el nivel de deposicién de calosa inducida por patdgenos en todos los casos
demostré que su acumulacidon temprana es un factor determinante para detener la
invasién del hongo. Nuestros datos muestran que la ausencia de los componentes del
complejo Nox produce un impacto en las respuestas de las plantas, siendo diferente en
Arabidopsis y en tomate. Ademas, respaldan la idea de que BcNoxB contribuye a la
produccién de ROS intracelular, y estd involucrado en un paso inicial de interaccidon
planta-patégeno relacionado con la percepcion de la planta. Los diferentes
componentes del complejo Nox parecen constituir factores de virulencia que podrian
realizar funciones adicionales en el proceso de infeccién. Los diferentes cambios
observados en la regulacién transcripcional de la planta y las rutas de sefializacién en
ambos hospedadores destacan la relevancia de las actividades fungicas implicadas en el

metabolismo oxidativo para la activacién de la defensa de las plantas.
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RESULTADOS

Fenotipo de infeccidon de los mutantes Abcnox en plantas de Arabidopsis

y de tomate

Las plantas de Arabidopsis y de tomate fueron inoculadas con la cepa B05.10 (WT) y las
cepas mutantes en las diferentes subunidades del complejo BcNox (AbcnoxA, AbcnoxB,
AbcnoxAB y AbcnoxR) con una suspension de conidias de 10° esporas/mL en Arabidopsis
y de 5-10* esporas/mL en tomate, tal y como esta descrito en materiales y métodos. El

area de lesién necrodtica se midid a 48, 72 y 96 h post-inoculacion (hpi).
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Figura 20. Plantas de A. thaliana N70000 y de tomate inoculadas con las cepas B05.10 (WT) y los
mutantes Abcnox de B. cinerea. (A) Cuantificacion del drea de lesion necrética medida a 48, 72y 96
hpi en hojas de Arabidopsis (B) Cuantificacion del area de lesién necrética medida en los mismos
tiempos mencionados con anterioridad en hojas de plantas de tomate. Imdgenes representativas del
fenotipo de infeccidn suministradas en el anexo 1A, B (pdg. 181). Las barras indican la media de 3
experimentos independientes + SD (n=12). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas entre cepas dentro de cada tiempo (p < 0.05, LSD Test), siendo (a) significativamente
diferente de (b, c, d).

Los mutantes AbcnoxA, AbcnoxAB y AbcnoxR mostraron una virulencia reducida en
comparacion con B05.10 en ambos cultivos. Es Interesante que el mutante AbcnoxB
mostré una virulencia incrementada en las plantas de Arabidopsis, pero reducida en las
plantas de tomate (Figura 20A, B). Los resultados demuestran que AbcnoxA y AbcnoxAB
presentan el mismo perfil de fenotipo en plantas de Arabidopsis, lo que sugiere que
bcnoxA predomina sobre bcnoxB en este cultivo. Por otra parte, el mutante AbcnoxR

mostré el mismo fenotipo de infeccidn que el doble mutante AbcnoxAB, como era de
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esperar para una subunidad reguladora de AbcnoxA y AbcnoxB. En plantas de tomate,
todos los mutantes mostraron una virulencia reducida en comparacion con las plantas
de tomate inoculadas con B05.10, pero mostraron algunas diferencias entre ellos (Figura
20B). El mutante AbcnoxB mostré una virulencia menos reducida que el mutante
AbcnoxA en todos los tiempos medidos en plantas de tomate. En este cultivo, el doble
mutante mostré una virulencia menor que el mutante AbcnoxA, aunque igual que el
mutante AbcnoxR, excepto a 72 hpi, que fue mayor (Figura 20B). Los fenotipos de
infeccion se validaron en las plantas de Arabidopsis y de tomate inoculando con los
mutantes de complementacidn, donde se pudo constatar la recuperacion del fenotipo
de infeccion de la cepa WT (Anexo 2A, B; Pag. 182).

Estos resultados demuestran que el complejo Nox es necesario para la infeccién de B.
cinerea en plantas de Arabidopsis y de tomate, pero la ausencia de sus subunidades

tiene diferentes efectos en su virulencia, dependiendo del cultivo.

Correlacion entre el fenotipo de infeccion y la deposicion de calosa en

plantas de A. thaliana y de tomate inoculadas con los mutantes Abcnox

Como ya se ha comentado con anterioridad, la calosa se deposita entre la membrana
plasmadtica y la pared celular primaria y constituye un buen marcador de respuesta a
estrés, asi como una barrera fisica frente a diversos patdgenos, incluido B. cinerea
(Ellinger y col., 2013). A 72 hpi, las hojas de Arabidopsis y de tomate inoculadas con
B05.10 y las cepas mutantes Abcnox fueron tefiidas con azul de anilina, como esta

descrito en materiales y métodos.
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Figura 21. Deposicién de calosa en plantas de Arabidopsis y de tomate inoculadas con las cepas B05.10
(WT) y los mutantes Abcnox de B. cinerea. (A, B) Cuantificacidon de la deposicidn de calosa en plantas de
Arabidopsis y de tomate a 72 hpi, determinando el nimero de pixeles fluorescentes por millén mediante
analisis digital de imagen en la zona de infeccion. Las barras indican la media de 3 experimentos
independientes = SD (n=12). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre
cepas (p < 0.05), de acuerdo con el test LSD.

En plantas de Arabidopsis, la virulencia reducida de AbcnoxA, AbcnoxAB y AbcnoxR
estaba asociada con un incremento en la deposicién de calosa, en comparacion con las
plantas inoculadas con la cepa WT (Figura 21A). Sin embargo, no se observaron cambios
significativos en la deposicion de calosa tras la infeccidon con el mutante AbcnoxB, el cual,
presentaba un aumento de la virulencia en este cultivo (Figura 21A).

En plantas de tomate, la deposicién de calosa aumentd en respuesta a todos los
mutantes, los cuales, presentaban una virulencia reducida. No obstante, tras la infeccién
con el mutante AbcnoxB se observo mas calosa que en los demads, que no presentaban
diferencias entre ellos (Figura 21B). La deposicion de calosa tras la infeccion con
AbcnoxR, AbcnoxA y AbcnoxAB fue la misma a pesar de que AbcnoxA y AbcnoxR
presentaban un fenotipo de infeccién diferente (Figuras 20B y 21B). Estos resultados
sugieren una diferente regulacién en la deposicion de calosa en las plantas de
Arabidopsis y de tomate.

Se determiné el efecto de los mutantes Abcnox en el metabolismo de calosa, analizando

la expresion del gen de sintesis de calosa PMR4 mediante RT-gPCR a diferentes tiempos.
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Figura 22. Expresion del gen PMR4 y PR2 en plantas de A. thaliana N700000 inoculadas con las cepas
B05.10 (WT) y Abcnox de B. cinerea. (A, B) Expresidn relativa de los genes PMR4 (sintesis de calosa) y
PR2 (modulador negativo de calosa) mediante RT-qPCR en plantas de Arabidopsis a 24, 48 y 72 hpi.
EIF4A1 fue usado como estdndar interno. Los datos mostrados se expresan en Logz. Las barras indican
la media de 3 experimentos independientes + SD (n=12). Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas entre cepas dentro de cada tiempo (p < 0.05), de acuerdo con el test
LSD, siendo (a) significativamente diferente de (b, c, d).

En ausencia de las subunidades cataliticas (AbcnoxAB) no se produjeron cambios en la
expresion de PMR4 a 24-48 hpi con respecto a la cepa WT. Sin embargo, la infeccidn con
AbcnoxA indujo PMR4 a 48 hpi, comparado con la cepa WT. Sin embargo, la infeccion
con AbcnoxB disminuyd significativamente la expresién de PMR4 a 24 hpi, en
comparacion con la cepa WT (Figura 22A). En respuesta a AbcnoxR, aumentd la
expresion de PMR4 a 24-48 hpi, mostrando un patrén de induccion completamente
diferente a AbcnoxAB. Esto sugiere que BcNoxR podria tener un papel adicional (Figura
22A).

El gen PR2, que constituye un modulador negativo de la deposicidn de calosa, mostré
una induccién temprana frente a todos los mutantes en plantas de Arabidopsis. Es
interesante que la expresion de este gen se redujo tras la infeccién con AbcnoxB a 72
hpi, comparado con B05.10, a pesar de tener la misma deposicidn de calosa.

El analisis de la varianza reveld diferencias en la expresidén de este gen entre los
mutantes a 24-48 hpi y un aumento en su expresién a 72 hpi tras la infeccién con el
doble mutante (Figura 22B). Posteriormente, se llevd a cabo un experimento para
determinar si se produjo un retraso en la deposicidn de calosa tras la infeccién con el
mutante AbcnoxB en plantas de Arabidopsis. A 48 hpi, la deposicidon de calosa producida
por este mutante fue menor que en la cepa WT (Figura 23), mostrando un claro retraso

en su acumulacion. Estos resultados sugieren que, en Arabidopsis, los cambios en calosa
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parecen depender de su sintesis, y su acumulacidn temprana parece esencial para la

defensa de la planta.
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Figura 23. Deposicidn de calosa a 48-72 hpi en plantas de A. thaliana N70000 inoculadas con B05.10
(WT) y el mutante AbcnoxB de B. cinerea. Las barras indican la media de 3 experimentos
independientes + SD (n=12). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre
cepas (p < 0.05, LSD Test).

En plantas de tomate, donde la deposicion de calosa aumentd en respuesta a todos los
mutantes, no se observaron cambios significativos en PMR4, excepto la disminucion de
su expresidn a 48 hpi tras la infeccidn con AbcnoxB. En este cultivo, la expresidon de PR2
disminuyd a tiempo corto en respuesta a todos los mutantes, excepto frente a AbcnoxA,
gue no cambid en comparacion con la cepa WT (Figura 24A, B). Este resultado indica
gue la induccién de calosa en tomate depende de la regulacién transcripcional de PR2.
Asi pues, los resultados indican que hay diferencias en la regulacion del metabolismo de

calosa en ambos cultivos en ausencia de bcnox.
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Figura 24. Expresion del gen PMR4 y PR2 en plantas de tomate inoculadas con las cepas B05.10 (WT)
y Abcnox de B. cinerea. (A, B) Expresion relativa de los genes PMR4 (sintesis de calosa) y PR2
(modulador negativo de calosa) mediante RT-gPCR en plantas de tomate a 24, 48 y 72 hpi. EF1-a fue
usado como estandar interno. Los datos mostrados se expresan en Logz. Las barras indican la media
de 3 experimentos independientes + SD (n=12). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas entre cepas dentro de cada tiempo (p < 0.05), de acuerdo con el test LSD, siendo (a)
significativamente de (b).

La infeccion con los mutantes Abcnox produce cambios en la expresion de
genes implicados en rutas de sefializacion en plantas de Arabidopsis y de

tomate

Se analizd el patrén de expresién de genes marcadores de las principales rutas de
sefializacion mediante RT-qPCR en las plantas de Arabidopsis y de tomate infectadas con
la cepa B05.10 (WT) y los mutantes Abcnox, a las 24, 48 y 72 hpi. En plantas de
Arabidopsis se analizaron los genes de SA (/CS1, PR1), JA/ET (PDF1.2), JA (VSP1), OPDA
(HSP17.4, HsfA2) y de estrés oxidativo (GST6, WRK33 y WRKY53). En las plantas de
tomate se analizaron los genes de SA (PR1), JA (LoxD), OPDA (HsfA2), otras oxilipinas
(DES) y de detoxificacidon/estrés oxidativo (GST, WRKY33 y WRKY53).
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Figura 25. Expresion relativa de genes implicados en rutas de sefializacién y en respuestas a estrés
oxidativo en plantas de A. thaliana N70000 inoculadas con las cepas B05.10 (WT) y Abcnox de B. cinerea.
La expresion relativa de los genes ICS1, PR1, PDF1.2, VSP1, HSP17.4, HsfA2, GST6, WRKY33 y WRKY53 se
determiné mediante RT-qPCR a 24, 48 y 72 hpi (A-l). EIF4A1 fue usado como estandar interno. Los datos
mostrados se expresan en Logz. Las barras indican la media de 3 experimentos independientes + SD
(n=18). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre cepas dentro de cada
tiempo (p < 0.05), de acuerdo con el test LSD, siendo (a) significativamente diferente de (b, c, d).

En comparacién con la cepa WT, las plantas de Arabidopsis inoculadas con AbcnoxA no
mostraron cambios en la ruta dependiente de SA (/CS1, PR1), mientras que hubo una
disminucion significativa tras la infeccidon con AbcnoxB. En cambio, las plantas inoculadas
con los mutantes AbcnoxAB y AbcnoxR mostraron un aumento significativo de /ICS1 a 48
hpi, incluso PR1 aumentd a 48 hpi tras la infeccion con AbcnoxR (Figura 25A, B). La
expresion de PDF1.2 no cambid tras la inoculacidn de AbcnoxA, pero incrementd a 24-
48 hpi en respuesta a AbcnoxB. Sin embargo, la expresion de este gen disminuy6 a las
24 hpi frente al doble mutante e incrementd en respuesta a AbcnoxR en ese mismo
tiempo (Figura 25C). El gen VSP1 se indujo tempranamente tras la inoculacién con
AbcnoxA, AbcnoxB 'y AbcnoxR, pero no se observaron cambios frente a AbcnoxAB hasta

las 72 hpi (Figura 25D). El gen marcador de la oxilipina OPDA, HSP17.4 mostré una
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disminucion en su expresion a las 72 hpi en respuesta a AbcnoxB, comparado con la cepa
WT vy los otros mutantes.

También se observd un incremento de este gen tras la inoculacion de los mutantes
AbcnoxAB y AbcnoxR, mientras que su expresion no cambid frente a AbcnoxA. La
expresion del gen HsfA2 se incremento a las 24-48 hpi frente a AbcnoxBy a 48 hpi frente
AbcnoxA, comparado con las demds cepas. Se observé una disminucion temprana frente
al doble mutante, mientras que en respuesta a AbcnoxR no se produjeron cambios en
su expresion (Figura 25E, F).

Por otra parte, se observd un retraso en la induccidn del gen marcador de estrés
oxidativo GST6 en respuesta a AbcnoxB, mientras que su expresion se incrementé tras
la infeccidn con AbcnoxA y a 24 hpi frente a AbcnoxR. La expresion de GST6 se redujo a
24 hpi frente al doble mutante, como en presencia de AbcnoxB, pero se incremento a
las 48 hpi. Comparando los mutantes se ha podido observar que la expresidon de GST6
en respuesta a AbcnoxR fue menor que en respuesta a AbcnoxA y AbcnoAB a tiempo
largo, aunque incrementé respecto al doble mutante a 24 hpi (Figura 25G).

El gen WRKY33, que codifica un factor de transcripcion relacionado con el estrés
oxidativo, mostré una inducciéon en la fase temprana de infeccién de AbcnoxA y
AbcnoxB, mientras que en respuesta a AbcnoxAB no se produjeron cambios y disminuyd
su expresion frente a AbcnoxR a las 72 hpi, comparado con la cepa WT. En respuesta a
AbcnoxAB y AbcnoxR, |a expresidn de este gen fue la misma a 24 hpi, mientras que a 48
hpi no hubo cambios y a 72 hpi la expresidn fue menor frente a AbcnoxR con respecto a
los demas (Figura 25H). WRKY53, que codifica un factor de transcripcién que actia como
posible regulador de la resistencia basal y como regulador negativo de ciertas respuestas
de SA en Arabidopsis (Murray y col., 2007), no mostré cambios en su expresion frente a
AbcnoxB. En cambio, se observé una disminucién a 48 hpi tras la infeccion con AbcnoxA

y una induccién temprana en respuesta a AbcnoxAB y AbcnoxR (Figura 25I).
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En plantas de tomate, la expresién de PR1y LoxD no mostré cambios frente a AbcnoxA,
mientras que aumentaron a las 72 hpi en respuesta a AbcnoxB. AbcnoxAB y AbcnoxR
produjeron una temprana disminucién de PR1 a 24 hpi, mientras que disminuyo la
expresion de LoxD a tiempo largo en presencia de estos dos mutantes (Figura 26A, B). El
gen DES mostrd una induccién temprana tras la inoculacion del mutante AbcnoxA. Sin
embargo, disminuyd a 24 hpi en respuesta a AbcnoxB y AbcnoxAB, aunque aumento a
72 hpitras la infeccidn de AbcnoxB. También se observo una disminucidn en la expresion
de este gen a 72 hpi frente a AbcnoxR (Figura 26C). La expresién de HsfA2 disminuyé en
respuesta a AbcnoxB a 48-72 hpi y frente a AbcnoxR y AbcnoxA at 72 hpi. No se
observaron cambios en respuesta a AbcnoxAB.

En este cultivo, la expresién de GST no cambid en respuesta a AbcnoxA, mientras que la
inoculaciéon de AbcnoxB, AbcnoxAB y AbcnoxR disminuyd su expresién, siendo menor
tras la infeccidon con AbcnoxB y AbcnoxR (Figura 26D, F).

WRKY33 se indujo a tiempo corto frente a AbcnoxB, comparado con la cepa WT y los
otros mutantes. La induccion se observé incluso tras la infeccion con AbcnoxA, pero a
tiempo largo. En respuesta a AbcnoxAB, WRKY33 disminuyd a 24 hpi y no mostré
cambios a 48-72 hpi, mientras que AbcnoxR produjo una disminucion en la expresion de
este gen en todos los tiempos medidos.

WRKY53 mostré una fuerte induccion a 24-48 hpi en respuesta a AbcnoxAB, mientras
que frente a AbcnoxA se observé una induccién tardia (72 hpi). En respuesta a AbcnoxB
mostrd una disminucién significativa en todos los tiempos, mientras que AbcnoxR
disminuyd a tiempo largo (Figura 26G, H).

Las diferentes respuestas de los genes analizados frente a estas cepas de B. cinerea
indica que se producen diferencias en la regulacion a nivel transcripcional debida a la

ausencia de las distintas subunidades bcnox.
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Figura 26. Expresion relativa de genes implicados en rutas de sefializacién y en respuestas a estrés
oxidativo en plantas de tomate inoculadas con las cepas B05.10 (WT) y Abcnox de B. cinerea. La expresion
relativa de los genes PR1, LoxD, DES, HsfA2, GST, WRKY33 y WRKY53 se determind mediante RT-qPCR a
24, 48 y 72 hpi (A-G). EF1-a fue usado como estandar interno. Los datos mostrados se expresan en Loga.
Las barras indican la media de 3 experimentos independientes + SD (n=18). Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas entre cepas dentro de cada tiempo (p < 0.05, LSD test), siendo
(a) significativamente diferente de (b, c, d).

La ausencia de las subunidades del complejo Nox de B. cinerea altera la

acumulacion de ROS

Se analizd la acumulacién de O, y de H.O; mediante la tincién con NBT y DAB,
respectivamente, en hojas infectadas de plantas de A. thaliana N70000 y de tomate
inoculadas con B05.10 (WT) y los diferentes mutantes Abcnox a 24, 48 y 72 hpi. Las
plantas de Arabidopsis inoculadas con todos los mutantes mostraron menor
acumulacién de H;0; y mayor acumulacion de Oz en el drea de infeccidon frente a
B05.10, en todos los tiempos medidos (Figura 27A, B). Mientras que todos los mutantes
mostraron el mismo aumento en H;0;, se observaron diferencias en la acumulacién de

O3 Las plantas infectadas con AbcnoxB presentaban una mayor acumulacién de Oz que
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en respuesta a AbcnoxA a 24-48 hpi. AbcnoxAB mostrd el mismo aumento de O; que

AbcnoxA en todos los tiempos y que AbcnoxR, excepto a 24 hpi (Figura 27A, B).
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Figura 27. Acumulacidn de peroxido de hidrégeno (H,0,) y de superdxido (Oy) en plantas de A. thaliana N70000
y de tomate inoculadas con B05.10 (WT) y los mutantes Abcnox de B. cinerea a 24, 48 y 72 hpi. (A, B)
Cuantificacion de H,0,y de O, mediante analisis digital de imagen por tincion con DAB (pixeles marrones por
millén) y NBT (pixeles azules por milldn), respectivamente, en plantas de Arabidopsis. (C, D) Cuantificacidn de
H,0,y de O, mediante analisis digital de imagen en plantas de tomate en los mismos tiempos que en plantas de
Arabidopsis. Las barras indican la media de 3 experimentos independientes + SD (n=18). Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas entre cepas dentro de cada tiempo (p < 0.05, LSD test), siendo (a)
significativamente diferente de (b, c, d).

En las plantas de tomate, la interaccidn con los mutantes produjo el mismo desequilibrio
ROS que en Arabidopsis, excepto AbcnoxR, que sélo lo mostré a 24 hpi frente a la cepa
WT (Figura 27C, D). En este cultivo, no se observaron diferencias en el aumento de H,0;
entre los diferentes mutantes, mientras que en la acumulacion de O3 si se observaron
diferencias. AbcnoxB mostré un aumento de Oz a 48-72 hpi, AbcnoxAB mostré el mismo
aumento de Oz que AbcnoxA en todos los tiempos y que AbcnoxR a 24 hpi (Figura 27D).
La acumulacién de ROS observada tras la inoculacién de B05.10 se restaurd en las cepas

de complementacién en ambos cultivos (Anexo 3, pag. 183). Estos resultados sugieren
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que la alteracién del balance ROS producida en ausencia de bcnox podria estar
relacionada con su capacidad para detoxificar ROS enddgeno y/o ROS del estallido
oxidativo en respuesta a la infeccién o con la manipulacidn del estallido oxidativo en su

propio beneficio.

La adicion de antioxidantes produce cambios en la virulencia y en la

deposicion de calosa tras la infeccidon con los mutantes Abcnox

Se estudio si la produccién inadecuada de ROS de los mutantes Abcnox era responsable
de su diferente capacidad de infectar las plantas de Arabidopsis y de tomate. Para ello,
se afiadié un antioxidante en un ensayo de patogenicidad. Como se esperaba, la adicion
de 4cido ascérbico a la suspension de esporas antes de la inoculacién disminuyé la tasa
de infeccién de B05.10, pero no restaurd el fenotipo de infeccién de B05.10 en AbcnoxA,

AbcnoxAB y AbcnoxR en ambos cultivos (Figura 28A-B y anexo 4, pag. 184).
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Figura 28. Influencia del antioxidante acido ascérbico (AA) en plantas de A. thaliana N70000 y de
tomate inoculadas con B05.10 (WT) y los mutantes Abcnox de B. cinerea. (A, B) Cuantificacion del area
de lesidon necrética a 72 hpi. La suspensién de conidias en plantas de Arabidopsis (10° esporas/mL) y
de tomate (5-10* esporas/mL), fueron suplementadas con 5 g de AA por litro antes de la inoculacidn.
Los datos mostrados representan la media de 3 experimentos independientes + SD (n=18). Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre cepas en ausencia y presencia de
AA (p < 0.05) de acuerdo con el test LSD.
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Sin embargo, bajo estas condiciones, la virulencia de AbcnoxB cambidé completamente
en los dos cultivos. En Arabidopsis, AbcnoxB mostré una virulencia alterada en
comparacion con la cepa WT, mientras que su virulencia en tomate fue mayor que la
cepa WT (Figura 28A, B y anexo 4, pag. 184). La falta de infeccidn al afiadir DTT confirmo
que los ROS son cruciales en la interaccion planta-B. cinerea (Anexo 4, pag. 184).

Por otra parte, se estudid la conexidn entre la deposicidon de calosa inducida por los

distintos patdgenos y el fenotipo de infeccidn, en presencia de acido ascérbico.
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Figura 29. Influencia del acido ascérbico (AA) en la deposicidn de calosa en plantas de A. thaliana N70000
y de tomate inoculadas con B05.10 (cepa silvestre) y los mutantes Abcnox de B. cinerea. (A, B)
Cuantificacidn de la deposicidn de calosa mediante andlisis digital de imagen, determinando el nimero
de pixeles fluorescentes por millén en la zona de infeccidn. Las barras indican la media de 3 experimentos
independientes + SD (n=18). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre
cepas en el tiempo medido (p < 0.05, Test LSD).

A nivel macroscopico, el fenotipo de infeccién se correlaciond con la acumulacién de
calosa en todos los casos en ambos cultivos, dado el aumento de la deposicion de calosa
en aquellos casos en que la virulencia del patdgeno se redujo. No obstante, se
observaron ciertas diferencias entre las cepas. En plantas de Arabidopsis, la deposicién
de calosa aumentd en respuesta a AbcnoxB, a pesar de mostrar el mismo fenotipo de
infeccion reducido que el resto de mutantes. En plantas de tomate, AbcnoxA produjo la
misma deposicion de calosa que AbcnoxAB y AbcnoxR, a pesar de tener un fenotipo de
infeccion ligeramente mayor, mientras que AbcnoxB redujo la deposicion de calosa al
mismo nivel que la cepa WT en este cultivo, a pesar de mostrar un fenotipo de infeccién

superior a las demas cepas (Figura 29A, B).
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El analisis de acumulacién de ROS en plantas de Arabidopsis inoculadas con los mutantes
en presencia de acido ascorbico mostré el mismo desequilibrio de ROS que en ausencia
del antioxidante a 72 hpi, a pesar de los cambios significativos observados en el fenotipo
de infeccion y en la deposicion de calosa.

En tomate también se observd el mismo desequilibrio de ROS que en ausencia del
antioxidante, a pesar de las diferencias observadas en el fenotipo de infeccién vy
deposicion de calosa (Figura 30A-D). Estos resultados sugieren que la acumulacién de

ROS y la deposicidon de calosa podrian ser dos eventos independientes.
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Figura 30. Influencia del 4cido ascérbico (AA) en la acumulacién de peréxido de hidrégeno (H202) y de
superdxido (O27) en plantas de A. thaliana N70000 y de tomate inoculadas con B05.10 (cepa WT) y los
mutantes Abcnox de B. cinerea a 72 hpi. (A, B) Cuantificacién de H202y de O mediante analisis digital
de imagen por tincién con DAB (pixeles marrones por millon) y NBT (pixeles azules por millon),
respectivamente, en plantas de Arabidopsis. (C, D) Cuantificaciéon de H20:y de O2" mediante analisis
digital de imagen en plantas de tomate en las mismas condiciones que en plantas de Arabidopsis. Las
barras indican la media de 3 experimentos independientes + SD (n=18). Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas entre cepas en el tiempo medido (p < 0.05, LSD test).

En la tabla 2 se muestra un resumen simplificado de los resultados obtenidos con
respecto al fenotipo de infeccion y a las respuestas en las plantas de Arabidopsis y de

tomate frente a los mutantes Abcnox.
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Tabla 2. Balance global de las respuestas en plantas de Arabidopsis y de tomate frente a los
mutantes Abcnox con respecto a la cepa B05.10 (WT).

A. thaliana S. lycopersicum
AbcnoxA | AbcnoxB | AbcnoxAB | AbcnoxR | AbcnoxA | AbcnoxB | AbcnoxAB| AbcnoxR
c[n{w[n{rwnlwn|wc[n|w/n/wc/nlwcn
Fenotipo Inf. B S N S S S S e e S N 2
Fenotipo infeccidn
Fenotipo Inf. (+AA) | nd 4 nd J nd B nd B nd N nd T nd J nd |
Calosa nd T 4 - nd T nd ™ nd T nd T nd 4 nd 4
Deposiciény Calosa (+AA) nd 4 nd 4 nd 4 nd A | nd 4 nd - nd 4 nd 4
metabolismo de
Al PMR4 - e - vt L - - -y - -
PR2 c~ b o r - - - 4 - -
H,0, N N N N 2 e
H,0; (+AA) nd Lond L nd L nd 4 nd L nd L nd L nd A
Acumulacién ROS -
0; cT T Tt -
0, (+AA) nd T nd ™ nd T nd I+ nd T+ nd ™ nd 4 nd -
Rutas de GST T * 4L 1T J - KEE - - - - L L b
sefializacién estrés WRKY33 P - r - T -4 - T N N 2
oxidativo WRKY53 - - - AP 4 9P - - T~ & vt d - L
SA - 2 - - Kl - - - - L - b
';'-":ias di; JAJET N b - 4 - |nd nd nd nd nd nd nd nd
sefializacion
T— JA i - T - - T~ - - - - 1T - v -
OPDA - . L P 4 - b - L - - - )

TC: Tiempo corto (24/48 hpi), TL: Tiempo largo (72 hpi). Las celdas de color azul indican diferencias a
tiempo corto, las celdas de color rosado indican diferencias a tiempo largo. Las flechas indican
aumento (1) o disminucidn ({/) en respuesta a los mutantes Abcnox con respecto a la cepa B05.10
(WT) de B. cinerea. (-) No cambia con respecto la cepa WT; (nd): No determinado.
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DISCUSION

En este capitulo se ha estudiado si la ausencia de las subunidades del complejo NADPH
oxidasa de B. cinerea (BcNox) afecta a las respuestas de plantas de Arabidopsis y tomate,
utilizando la cepa B05.10 como control (WT). BcNox es una de las principales fuentes
productoras de ROS, participando en la homedstasis redox y contribuyendo a la
virulencia del hongo (Siegmund y col.,, 2013, 2015). Estudios previos han descrito
funciones diferentes para las subunidades cataliticas BcNoxA y BcNoxB, que estan

controladas por la subunidad reguladora BcNoxR (Siegmund y col., 2013; Scott, 2015).

Los resultados obtenidos (tabla 2) mostraron una reduccion significativa de la virulencia
de AbcnoxAB, asi como de AbcnoxA y AbcnoxR con respecto al WT en ambos cultivos,
como se describid previamente en plantas de judia (Rolke y col., 2004; Patel y col., 2008).
Sin embargo, AbcnoxB mostré una virulencia reducida en plantas de tomate, pero
incrementada en plantas de Arabidopsis. La ausencia de bcnoxR afecté a la virulencia de
igual manera que la ausencia de ambas subunidades, lo que apoya su papel regulador.
El hecho de que el fenotipo de infeccidon del doble mutante se corresponda con el de
AbcnoxA en ambos cultivos indica que la actividad de bcnoxA es esencial para el proceso
de infeccién, predominando sobre bcnoxB. Esta ultima subunidad parece ser
dispensable para infectar en Arabidopsis y, en su ausencia, bcnoxA mediaria una entrada
y expansidon mas eficaz. La reduccidn de la virulencia de AbcnoxAB, asi como de AbcnoxA
y AbcnoxR en Arabidopsis se correlaciond con un aumento en la deposicion de calosa. El
incremento en la virulencia de AbcnoxB se correlaciond con un retraso en su deposicion,
aungue finalmente se acumuld al mismo nivel que frente a la cepa WT.

Por otra parte, la ausencia de bcnoxAB y de las subunidades individuales alterd la
acumulacién de ROS, incrementando los niveles de Oy y reduciendo los de H;0, con
respecto a la cepa WT a lo largo del proceso de infeccidon, en ambos cultivos. Solo
AbcnoxR a tiempo largo no produjo cambios en tomate. Este desequilibrio ROS esta
asociado con una reduccidon en la virulencia, excepto en el caso de AbcnoxB en
Arabidopsis. En respuesta a AbcnoxAB, ademds de alterarse el balance ROS vy la
acumulacién de calosa, se produce un desequilibrio en las rutas de sefializacién, que

confirman el papel relevante del complejo BcNox en la infeccién del hongo en ambos
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cultivos. El analisis de la ausencia de las distintas subunidades por separado permite
diseccionar el papel jugado por este complejo en la interaccién planta-patégeno.

La expresién del gen PMR4, que codifica la calosa sintasa, se indujo frente a AbcnoxAB,
AbcnoxA y AbcnoxR, mientras que disminuyd a tiempo corto en respuesta a AbcnoxB,
asociado con el retraso en la deposicion de calosa. PR2, un modulador negativo de
calosa y de respuestas de defensa dependientes de SA (Oide y col., 2013), aumenté
tempranamente en respuesta a todos los mutantes, independientemente del fenotipo
de infeccidn. Por lo tanto, en Arabidopsis los cambios en calosa parecen depender de su
sintesis y su acumulacion temprana parece esencial para la defensa de la planta. En
tomate, la calosa incremento en respuesta a todos los mutantes, siendo su acumulacién
algo mayor tras la infeccion con AbcnoxB. No se observaron cambios significativos en
PMR4, excepto una disminucién frente a AbcnoxB, mientras que PR2 se redujo frente a
todos los mutantes, excepto en respuesta a AbcnoxA, que no cambid. Esto indica que
hay diferencias en la regulacion del metabolismo de calosa en ambos cultivos en
ausencia de bcnox. Por otra parte, la alteracién del balance ROS producida en ausencia
de bcnox podria estar relacionada con su capacidad para detoxificar ROS enddgeno y/o
ROS del estallido oxidativo en respuesta a la infeccidn o con la manipulaciéon del estallido
oxidativo en su propio beneficio. La aplicacion de antioxidantes no alteré el desequilibrio
observado en el balance ROS en ausencia de las distintas subunidades bcnox en ambos
cultivos, lo que sugiere que en el proceso de infeccidon todas ellas contribuyen a
manipular el estallido oxidativo. El fenotipo de infeccién y la deposicion de calosa no se
alteraron en estas condiciones, salvo en respuesta a AbcnoxB, cuya virulencia se redujo
en Arabidopsis y se incrementd en tomate, con respecto al WT. Estos cambios en el
fenotipo se correlacionaron con un incremento y una reducciéon en la calosa,
respectivamente. Estos resultados parecen apoyar que bcnoxA y bcnoxR constituyen
factores de virulencia, mientras que bcnoxB ademas tendria otras funciones.

Se ha postulado que BcNoxB seria el principal productor de ROS, mientras que BcNoxA
seria responsable de la fina regulacion de procesos intracelulares (Marschall y col.,
2016a). Por lo tanto, bcnoxB podria estar implicada en el control del balance oxidativo
interno del hongo, necesario para su virulencia, teniendo efectos adicionales en el

proceso de infeccidn.
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El efecto producido sobre el balance ROS en ausencia de BcNox podria deberse a que
actua sobre las actividades productoras de ROS durante el proceso de infeccién.

Los Nox de plantas, conocidos como RBOHs (respiratory burst oxidative homologues),
son una de las principales fuentes generadoras de ROS, principalmente en el apoplasto,
donde el O, generado se dismuta a H,0> mediante la enzima SOD (Liu y He, 2016).

Se ha postulado que las peroxidasas de la planta activarian rutas de sefializacién
relacionadas con la acumulaciéon de calosa, la lignificacidn y la expresion de genes. Por
otra parte, las ROS generadas activarian las NADPH oxidasas (RBOHD y RBOHF) de la
membrana plasmatica para producir su propio estallido oxidativo (Camejo y col., 2016).
El O2 generado activaria rutas de sefializacion que conllevarian la muerte celular, la
apertura/cierre estomatico y la expresidon de genes. Por lo tanto, el complejo BcNox
podria actuar sobre estas actividades productoras de ROS durante el proceso de
infeccidn. Este efecto podria deberse a la produccién local de ROS por parte del hongo
y/o al acido oxalico (AO), una fitotoxina secretada por hongos necrétrofos como B.
cinerea y Sclerotina sclerotiorum, que altera el balance ROS en diferentes etapas de la
infeccion. EI AO genera un ambiente reductor en etapas tempranas para compensar el
estallido oxidativo inhibiendo la SOD, pero una vez establecida la infeccidn, promueve
la produccién de ROS que activa la muerte celular, favoreciendo su invasién (Williams y
col. 2011). Por otra parte, el AO acidifica el medio, produciendo cristales de oxalato que
inducen enzimas degradadoras de pared celular (Hegedus y Rimmer 2005). Los cambios
observados en el balance ROS en todos los casos, que no se alteran en presencia de
antioxidantes, podrian estar relacionados con la produccién de ROS por parte de BcNox,
que al inhibir la SOD y/o la peroxidasa podrian alterar el balance oxidativo facilitando la
invasién, como se ha descrito previamente (Williams y col., 2011). En ese caso, todas las
subunidades actuarian como factores de virulencia. Previamente se habia determinado
gue en ausencia de bcsodl, que codifica la superdxido dismutasa 1, se reducia la
virulencia en Arabidopsis y tomate, asociado con un desequilibrio ROS del mismo tipo
gue el observado en ausencia de bcnox (Lopez-Cruz y col.,, 2017), por lo que se
determind que bcsod1 constituia un factor de virulencia. Otra posibilidad a considerar
es que la actividad y/o regulacion de BcNox estuvieran relacionados con el AO. Los
cambios de fenotipo observados en AbcnoxB tras la adicion de ascorbato podrian

deberse, al menos en parte, a la sintesis de AO, del que el 4cido ascdrbico es su precursor
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(Truffault y col., 2017). En Arabidopsis, en estas condiciones se reduce la virulencia del
hongo, mientras que en tomate se incrementa, en ambos casos con un fenotipo mas
severo que el del WT. Esto podria indicar que las funciones que desempefia BcNoxB
estan reguladas por AO o incluso, que podria estar relacionada con su metabolismo.
Ademas, los resultados obtenidos indican una interaccién diferente de B. cinerea con los
dos hospedadores estudiados, en los que el complejo BcNox estaria implicado. Se ha
descrito que mutantes deficientes en acido D-galacturdnico mostraron una virulencia
reducida en Arabidopsis y Nicotiana benthamiana, pero no en tomate, debido a una
diferente inhibiciéon del crecimiento por intermediarios catabdlicos, sin que se
produjeran cambios en las respuestas de las plantas (Zhang y van Kan, 2013).

Los datos obtenidos en este trabajo aportan informacion sobre el posible papel de las
distintas subunidades BcNox en el proceso de infeccidn. En respuesta a AbcnoxB se
retrasa la acumulacién de calosa en Arabidopsis, mediante la inhibicidn transcripcional
de la calosa sintasa. Esto facilitaria la entrada temprana del hongo y haria ineficaz la
activacion posterior de otras defensas de la planta, pudiendo incrementar la
permeabilidad del AO y otros efectores del hongo, lo que contribuiria a incrementar su
virulencia. Sin embargo, en tomate se acumula calosa igual que frente al resto de
mutantes, reduciendo su virulencia. Esto indica que BcNoxB estaria implicada en la
percepcion del hongo por parte de la planta, que seria diferente en ambos cultivos, lo
gue podria estar relacionado con la mayor virulencia mostrada en tomate. El efecto
producido en las respuestas de la planta parece apoyar esta idea. En su ausencia no solo
se inhibe PMR4, sino que se activa la sefializacién mediada por JA/ET, se reduce la de
SA, se altera la de OPDA y se inhibe GST. Todo ello contribuiria a facilitar la invasion del
hongo. Sin embargo, la ausencia de bcnoxA activa la acumulacion de calosa y afecta poco
las rutas de senalizacion. Por lo tanto, BcNoxA podria constituir un factor de virulencia
que facilitara la penetracidn y la expansion. Se ha descrito en hojas de pera inoculadas
con Alternaria alternata que las ROS derivadas del Nox del hongo pueden acumularse
dentro del apresorio reforzando la pared celular, y que BcNoxB puede regular la
reorientacion del sustrato en la maquinaria de penetracion (Morita y col., 2013). Se ha
demostrado que las ROS y el flujo de calcio pueden producir una deformaciéon mecanica
del apresorio, que es percibida por la planta activando sus defensas (Mbengue y col.,

2016). Nuestros resultados confirman que BcNoxR es esencial para una apropiada
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infeccion y apoya funciones adicionales para regular las subunidades cataliticas.
Recientemente, An y col. (2016) demostraron que BcNoxR y la acuoporina8 (AQP8)
afecta a la distribucion de ROS en los apices de las hifas, que puede estar enlazada con
la ruta polarizada de calcio a través de su impacto en la distribuciéon polar de
mitocondrias y ROS. Por otra parte, se han descrito nuevos reguladores y subunidades
del complejo BcNox. La tetraspanina BcPls1 estaria asociada con BcNoxB, mientras que
BcNoxD estaria implicado en el complejo BcNoxA (Siegmund y col., 2013, 2015; Scott,
2015).

En resumen, los resultados obtenidos demuestran que la ausencia del complejo BcNox
produce un impacto en las principales respuestas de las plantas, que es diferente en
Arabidopsis y en tomate. B. cinerea podria manipular las defensas de la planta para
facilitar su entrada y expansién, mediante los componentes del complejo BcNox que
actuarian como factores de virulencia. La deposicién temprana de calosa parece ser
crucial para prevenir la progresion del hongo, estando regulada a nivel transcripcional
tras la infeccién. Esta deposicion de calosa podria ser un evento independiente de la
alteracion producida en el balance ROS. Estas ROS, a su vez, podrian retroalimentar la
deposicion de calosa y las rutas de sefializacion. BcNoxA tiene un papel preponderante
en el proceso de infeccion. Tanto BcNoxB como BcNoxR podrian jugar papeles
adicionales. BcNoxB podria ser esencial en la percepcion del hongo por parte de la
planta, que seria distinta en Arabidopsis y tomate. BcNoxR podria tener un efecto
adicional sobre las rutas de sefalizacién y el balance ROS en algunas etapas de la
infeccion, que también parece distinto en ambos cultivos.

La complejidad del tema tratado en este capitulo de la presente tesis denota la
necesidad de abordar futuras investigaciones analizando la produccién de metabolitos,
la expresion de genes relacionados con el estrés oxidativo y la sefializacion y el estudio
del posible papel del complejo NADPH oxidasa y del AO, con el fin de aportar datos que

ayuden a comprender esta compleja interaccién planta-patdgeno.
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CONCLUSIONES

1. Se ha demostrado que existe una conexiéon entre la EG KOR1 y las respuestas de

defensa de Arabidopsis frente a P. syringae pv. tomato DC3000 (Pst).

2. La EG KOR1 altera la deposicion de calosa, la acumulacion de ROS y el balance
hormonal y de metabolitos secundarios, contribuyendo a aumentar Ia

susceptibilidad en respuesta a Pst.

3. La ausencia de KOR1 interfiere en la resistencia de la planta frente a Pst

mediante la activacidn de la ruta del JA por un efecto de priming.

4. Lla ausencia de BCSOD1 reduce la virulencia de B. cinerea, produciendo
alteraciones significativas en las respuestas de defensa en plantas de

Arabidopsis y de tomate.

5. Lapérdidade BCSOD1 altera el balance ROS, concretamente el balance 02/H,0>
promoviendo respuestas de defensa mas eficientes, como la deposicion de
calosa y la expresion de genes que responden a cambios en el ambiente redox,

orquestradas por una compleja red de sefializacion.

6. BCSOD1 constituye un factor de virulencia, siendo importante para la completa
patogenicidad de B. cinerea, dada su contribucién a la produccion de H,0; que

permite explotar el ambiente oxidativo generado en su propio beneficio.

7. La ausencia de las diferentes subunidades del complejo NADPH oxidasa de B.
cinerea (BcNox) produce un impacto en las respuestas de las plantas, siendo

diferente en Arabidopsis y en tomate.

8. B. cinerea puede manipular las defensas de la planta para facilitar su entrada y
expansion mediante componentes del complejo BcNox, que actuarian como

factores de virulencia.
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9.

10.

11.

BcNoxA tendria un papel importante en todo el proceso de infeccion,
mientras que BcNoxB seria esencial en la etapa de penetracion de B. cinerea
en la planta. BcNoxR actuaria como subunidad reguladora de las dos

subunidades cataliticas.

BcNoxB y BcNoxR podrian jugar papeles adicionales, que podrian ser
diferentes en ambos cultivos. BcNoxB seria esencial en la percepcion de B.
cinerea por parte de la planta, mientras que BcNoxR podria actuar sobre las

rutas de sefializacién y el balance ROS en algunas etapas de la infeccidn.

La deposicion temprana de calosa parece ser crucial para prevenir la
infeccién de B. cinerea, estando regulada a nivel transcripcional. Este puede
ser un evento independiente de la alteracion en el balance ROS, que podrian

retroalimentar la deposicién de calosa y las rutas de sefalizacién.
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RESUMEN

Las plantas pueden sufrir diferentes tipos de estreses, uno de ellos es la invasién de
patdgenos. Cuando tiene lugar la interaccion, la planta activa rutas de sefializacién para
generar respuestas de defensa para limitar la expansién del patégeno. Durante la
interaccion, la pared celular de la planta forma parte de la defensa activa frente a
invasores. En los ultimos afios se ha relacionado a enzimas implicadas en la sintesis,
crecimiento y desarrollo de la pared celular de la planta con la susceptibilidad o
resistencia frente al patégeno. En estudios previos en nuestro grupo de investigacién se
identificaron numerosas endo-1,4-B-glucanasas (EGs) de Arabidopsis y de tomate
implicadas en las interacciones planta-patdgeno. Tras el ataque se produce un estallido
oxidativo que resulta perjudicial para patdgenos bidtrofos, limitando su expansion,
mientras que los patégenos necrétrofos lo utilizan en su propio beneficio. Estos
patégenos son capaces de producir especies reactivas del oxigeno (ROS), que favorecen
el proceso de colonizacién. En plantas, las ROS actiuan como sefializadoras, jugando un
papel en la proteccidon de la planta. Al igual que en plantas, algunos patdgenos también
tienen sistemas para la produccidon y detoxificacién de ROS. La enzima superdxido
dismutasa (SOD) cataliza la conversion de superéxido (O2) a perdxido de hidrégeno
(H202), que posteriormente se convertira en agua, que es inocuo, por medio de otros
enzimas. La enzima SOD se encuentra en diferentes compartimentos subcelulares de la
planta, pero también se encuentra en muchos patdgenos. Uno de los complejos
enzimaticos productores de ROS es el complejo NADPH (Nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato) oxidasa (Nox). El NADPH dona electrones al O, que es reducido a
Oy y éste, se dismuta a H,O, mediante SOD. En hongos, el complejo Nox contiene
diferentes subunidades especializadas en la penetraciéon, colonizacion y expansién del
hongo en el tejido del hospedador.

Estos aspectos han sido tratados en la presente Tesis doctoral, cuyos objetivos se
fundamentan en la caracterizacién de las respuestas de defensa de las plantas frente a
patdégenos mediante dos aproximaciones: La primera aproximacién consiste en el
analisis de la contribucion de la pared celular mediante un analisis funcional de plantas
de Arabidopsis thaliana deficientes en la enzima hidrolitica de pared Korriganl (KOR1)

(mutantes de insercién korl-1) y su cultivar silvestre Wasselewskija (Ws, plantas
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control), frente a la bacteria hemibiétrofa Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000
(Pst).

Los resultados han revelelado que las plantas kor1-1 son mas susceptibles frente a Pst,
mostrando diversos simptomas, como deformacién foliar y mayor presencia de clorosis,
asi como mayor crecimiento bacteriano, comparado con las plantas Ws. El andlisis
hormonal y la expresion de genes mostraron que la ruta del dcido jasmadnico (JA) estaba
mas activo en plantas kor1-1, asociado a un incremento en el gen de biosintesis de JA,
Lox3, y una mayor acumulacion de JA. Tras la infeccion, la acumulacion de JA y de JA-
Isoleucina (JA-lle) fue mayor que en las plantas Ws, incrementando Lox3 y el gen de
respuesta a jasmonico/etileno (JA/ET) PDF1.2. Adicionalmente, el aumento de acido
salicilico (SA) en plantas control y en plantas kor1-1 refleja la compleja interaccion entre
JA y SA, que resulta en una gran susceptibilidad mostrada por las plantas mutantes
infectadas. La deposicién de calosa, un polisacdrido que se deposita en la zona de
infeccion tras el ataque por el patdogeno, fue mayor en plantas korl-1 que en plantas
Ws. El fenotipo susceptible desplegado por las plantas deficientes en KOR1 es
independiente en coronatina, un compuesto mimético en metil-JA que sintetizan
algunas cepas de P. Syringae para infectar al hospedador. No se detectaron cambios
significativos en el perfil hormonal de las plantas kor1-1 infectadas con la cepa de P.
Syringae deficiente en coronatina (CmaA), lo que apoya que la ausencia de la EG KOR1
altera per se, la respuesta de la planta a la infeccidn. Previamente habiamos descrito un
aumento de la resistencia frente al hongo necrétrofo Botrytis Cinerea, asi pues, la
ausencia de esta EG altera las propiedades de la pared celular y las respuestas de la
planta en un sentido que beneficia la colonizacién de P. Syringae pero restringe la
invasion de B. Cinerea. En general, los resultados indican que la ausencia de KOR1
produce cambios significativos en algunos de los principales mecanismos de defensa
frente a P. Syringae y demuestra que existe una interaccion entre la EG KOR1 y las rutas
de sefializacidn, como se observd previamente en B. Cinerea (Finiti y col., 2013). Este
capitulo de la Tesis muestra que la ausencia de KOR1 interfiere en la resistencia de la
planta frente a P. Syringae mediante un efecto de tipo priming, inducido por la ruta de
JA y la deposicidon de calosa y la alteracion de la acumulacion de ROS. Los datos
obtenidos sugieren que la ausencia de KOR1 produce cambios en los mecanismos de

respuesta a estrés en la planta que inducen mayor susceptibilidad frente a la bacteria
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hemibiotrofa. Estos efectos son el resultado de la alteracion en la estructura de la pared
celular en el mutante debido a la actividad hidrolitica de la EG, estando ausente. Sin
embargo, la causa puede ser mediante sensores de la pared celular, que puede percibir
la ausencia de productos degradadores de KOR1 y/o estructuras alteradas de la pared
celular como sefial de alarma. La alteracion de la pared celular puede generar un estado
de pre-alarma en plantas kor1-1, que induce la ruta de JA y la deposicién de calosa, que
da lugar a los cambios defensivos observados, que probablemente refleja una alteracion
de la compleja red de seiializacién implicada en la defensa de la planta.

La otra aproximacidén se basa en el estudio del papel desempefiado por el estrés
oxidativo en las respuestas de defensa en plantas de A. Thaliana N70000 y de tomate
(Solanum lycopersicum cv. Ailsa Craig) frente a cepas mutantes del hongo necrétrofo B.
cinerea, que son deficientes en actividades enzimaticas implicadas en el metabolismo
oxidativo, como la carencia de la enzima superdxido dismutasa Cu-ZnSOD y de las
subunidades del complejo Nox.

Previamente, se ha demostrado en nuestro grupo de investigacion que las plantas de
tomate infectadas con B. cinerea acumulan ROS y calosa, junto con la induccién de genes
implicados en defensa, senalizacidon y metabolismo oxidativo. En esta parte de la Tesis
se estudidé el fenotipo de infeccion de la cepa Abcsodl de B. cinerea en plantas de
Arabidopsis y tomate. Este mutante carece de bcsod1, que codifica para la enzima Cu-
ZnSOD. Abcsod1 mostrd una virulencia reducida en ambos cultivos, comparado con la
cepa B05.10 (wildtype, WT). Las plantas infectadas con Abcsod1 acumularon menos
H,0,, pero mas Oy que las plantas infectadas con la cepa WT. Esto estaba asociado a
una mayor deposicion de calosa, apoyando un papel importante de la SOD fungica en la
produccién de H,0; durante la interaccion planta-patdgeno. La induccidén temprana del
gen de la calosa sintasa, PMR4, sugiere cambios en ROS vy alteracién en respuestas de
defensa a nivel transcripcional. Los genes y metabolitos implicados en sefalizacion y en
respuesta a estrés oxidativo se expresaron diferencialmente en respuesta a la infeccién
con Abcsod1, apoyando la nocidn de que las plantas perciben cambios en el balance ROS
y activan respuestas de defensa. Un balance 0,7/H,0; parece ser beneficioso para la
proteccion de la planta frente a este necrétrofo. Los resultados destacan, ademas, la
importancia de la deposicion de calosa y la acumulacidn de la oxilipina OPDA (acido 12-

oxo-fitodienoico) en la respuesta a cambios en el medio oxidativo y clarifica los
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mecanismos que subyacen a las respuestas frente a B. cinerea en plantas de Arabidopsis
y de tomate. SOD es importante para la completa virulencia de B. cinerea, dada su
habilidad para producir H,O; y explotar el estallido oxidativo de la planta, como
sugirieron previamente Tiedemann (1997) y Rolke y col. (2004). Ademas, los datos
apoyan la idea de que las ROS juegan papeles diferentes en plantas infectadas por B.
cinerea, de acuerdo con la dindmica y especificidad de la sefializacién ROS y la conexion
con otras rutas de sefializacion, como se describié en otros sistemas (Mittler y col.,
2011).

Por otra parte, se estudid el efecto en las respuestas en plantas de Arabidopsis y de
tomate en ausencia de las diferentes subunidades del complejo Nox de B. cinerea
(BcNox), una de las mayores fuentes productoras de ROS. Los mutantes AbcnoxA,
AbcnoxAB y AbcnoxR mostraron una virulencia reducida en ambos hospedadores. Sin
embargo, el mutante AbcnoxB presentaba un aumento en la virulencia en plantas de
Arabidopsis, pero reducida en plantas de tomate. Esto sugiere que BcNoxB tendria un
papel en percepcion. Se observé un aumento de la deposicion de calosa inducida por el
patdégeno en ambos cultivos tras la reducida infeccion con AbcnoxA, AbcnoxAB vy
AbcnoxR e incluso tras la infeccién con AbcnoxB en plantas de tomate. En cambio, la
ausencia de BcNoxB retraso la acumulacién de calosa y no mostré cambios comparado
con la cepa WT en plantas de Arabidopsis a tiempo largo. La diferente regulacion a nivel
transcripcional en el metabolismo de calosa demuestra que su acumulaciéon temprana
es determinante para detener la invasion del hongo. El hongo puede manipular las
defensas de la planta para facilitar su entrada y expansion mediante factores de
virulencia como BcNoxA y BcNoxR, el cual, puede jugar papeles adicionales en el proceso
infectivo. El hecho de que BcNoxAB y BcNoxR presenten el mismo fenotipo de infeccidn
y deposicion de calosa, apoya el papel de BcNoxR como regulador. Tras la infeccion con
los mutantes Abcnox, se observé una menor acumulacién de H;0; y una mayor
acumulacién de Oy en ambos cultivos, excepto para AbcnoxR en tomate, que mostrd
una acumulacion de ROS similar a la cepa WT a tiempo largo, lo que indica que esta
subunidad tiene papeles adicionales. La aplicacién de antioxidantes no cambid el
fenotipo ROS en ninguno de los mutantes, pero si se observé un cambio en el fenotipo
de infeccidn y en la deposicion de calosa tras la infeccidon con AbcnoxB, mostrando una

reducida virulencia y mayor acumulacién de calosa en Arabidopsis, mientras que en
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tomate presentaba mayor virulencia pero con una deposicion de calosa similar a la cepa
WT. Los resultados sugieren que BcNoxA podria estar implicada en la fase de
penetracién y BcNoxB podria estar implicado en la produccidn intracelular de O, para
mantener los niveles basales de ROS necesarios y la sefializacion redox. Ademas, se ha
podido establecer una correlacién entre la deposicion de calosa y el fenotipo de
infeccidn. La deposicidn de calosa podria ser un evento temprano e independiente de la
alteracion en el balance ROS, pudiéndose producir estos dos eventos de forma
simultdnea. Estas ROS, a su vez, podrian retroalimentar la deposicién de calosa y las
rutas de sefializacidon. Por lo tanto, en este capitulo de la Tesis se ha demostrado que la
ausencia del complejo BcNox produce un impacto en las respuestas de las plantas, que
es diferente en Arabidopsis y tomate, mostrando una diferente percepcién frente al
patdégeno y una diferente reprogramacion transcripcional en ambos cultivos. La
deposicion temprana de calosa seria crucial para prevenir la progresidon del hongo,
estando regulada a nivel transcripcional tras la infeccion.

En futuras investigaciones seria necesario abordar el estudio de la produccion de
metabolitos, la expresion de genes relacionados con el estrés oxidativo y la sefializaciéon
y el estudio del posible papel del complejo NADPH oxidasa y del dcido oxalico producido
por B. cinerea, con el fin de aportar datos que ayuden a comprender esta compleja

interaccion planta-patdgeno.
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Capitulo I

A

24 hpi 48 hpi 72 hpi

96 hpi B 48 hpi 72 hpi 96 hpi

B05.10 (WT)

ABcnoxB

B05.10 (WT)

AbcnoxA

AbcnoxA

AbcnoxB

AbcnoxAB

AbcnoxR
AbcnoxAB

AbcnoxR

Anexo 1. Fenotipo de infeccion en plantas de A. thaliana N70000 y de tomate inoculadas
con B05.10 (WT) y los mutantes Abcnox de B. cinerea. (A-B) Im&genes representativas de
las lesions necroticas en plantas de Arabidopsis (izquierda) y de tomate (derecha) a 24,
48, 72 y 96 hpi.
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Anexo 2. Plantas de Arabidopsis y de tomate inoculadas con los mutantes de complementacion
de los mutantes Abcnox y la cepa B05.10 (WT) de B. cinerea 72 hpi. (A-B) Cuantificacion e
imagenes representativas del area de lesion necrdtica medido a 72 hpi en plantas de
Arabidopsis (izquierda) y de tomate (derecha). Las barras expresan la media de tres
experimentos independientes + desviacion estandar (SD) (n=12). Letras iguales indican que no
hay diferencias estadisticamente significativas, de acuerdo con el test LSD.
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Anexo 3. Acumulacion de perdxido de hidrogeno (H,0,) y de superdxido (Oz2) en plantas de A.
thaliana N70000 y de tomate inoculadas con B05.10 (WT) y los mutantes de complementacién
bcnox de B. cinerea 72 hpi. (A, B) Cuantificacion de la acumulacion de H202 y Oz mediante analisis
digital de imagen en plantas de Arabidopsis. (C, D) Cuantificacion de la acumulacion de H202 y Oz
mediante analisis digital de imagen en plantas de tomate. Las barras expresan la media de tres
experimentos independientes + desviacién estandar (SD) (n=18). Letras Diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas (P < 0-05, test LSD).
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Anexo 4. Influencia de los antioxidants &cido ascorbico (AA) y ditiotreitol (DTT) en plantas de
Arabidopsis (izquierda) y de tomate (derecha) inoculadas con B05.10 (WT) y los mutantes Abcnox
de B. cinerea. (A-B) Iméagenes representativas de las lesiones necréticas en plantas de

Arabidopsis y de tomate 72 hpi. La suspension de conidias (105 esporas/mL en Arabidopsis y

5.10" esporas/mL en tomate) fue suplementada con 5 g de AA por litro y con 750 pM de DTT en
Arabidopsis 0 1,5 mM de DTT en tomate, prior antes de la inoculacion.
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