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Resumen

RESUMEN

Las poliaminas (PAs) son aminas alifaticas de bajo peso molecular, las cuales
tienen una importante actividad regulatoria en las células vegetales. Las
principales PAs son la putrescina (Put), la espermidina (Spd), la espermina (Spm)
y la termoespermina (tSpm). Estas moléculas se han visto involucradas en
diferentes procesos de desarrollo vegetal y en la respuesta al estrés, por ejemplo,
en el estrés bidtico. El interés por estudiar la regulacion de PAs a través del
catabolismo ha crecido, ya que aun se desconocen muchas de las implicaciones
de la degradacion de PAs en eventos fisiologicos y de respuesta a estrés, asi
como la importancia del sitio donde se catabolizan.

El catabolismo de PAs depende de dos grandes familias de oxidasas clasificadas
de acuerdo a la afinidad por el sustrato (diamina o triamina y tetraamina) y a su
cofactor: las diamina oxidasas dependientes de cobre (DAO) encargadas de la
desaminacion oxidativa de la Put, y las poliamina oxidasas dependientes de
flavina (PAO) involucradas en la degradacion de poliaminas superiores como la
Spd, Spm vy tSpm. Los principales productos de degradacion incluyen

aminoaldehidos, diaminopropano y peréxido de hidrégeno (H205).

En la planta modelo Arabidopsis thaliana se han identificado cinco genes que
codifican para enzimas PAO. Las enzimas AtPAO1 y AtPAOS5 se localizan en el
citosol, mientras que las enzimas AtPAO2, AtPAO3 y AtPAO4 se localizan en el
peroxisoma. La compartamentalizacion de las enzimas PAO implica que las PAs
pueden ser degradadas en diferentes compartimentos intracelulares, y que
dependiendo de la afinidad de cada PAO por su sustrato existan regiones
preferentes para la degradacién de una PA en particular. Ademas, la generacién
de moléculas derivadas del catabolismo, como el H,O, pueden variar en su
concentracion. Recientemente se ha propuesto que el H,O, producido por el
catabolismo de PAs vy otras enzimas involucradas en la produccion de especies

reactivas de oxigeno (EROs) (NADPH oxidasa, peroxidasas, SOD (super oxido

vii



Resumen

dismutasa), etc) pueden participar de manera conjunta en una sefializaciébn con

multiples efectos en defensa, desarrollo y la muerte celular programada.

En el presente trabajo de tesis se inici0 la caracterizacion de dos PAOs de A.
thaliana con localizacion subcelular distinta: AtPAO1 (citoplasmica) y AtPAO2
(peroxisomal) en la interaccién con bacterias del género Pseudomonas. Estas
oxidasas se inducen a las 72 h post-infeccion en la interaccion con Pseudomonas
syringae y se mantienen reprimidas en interaccion con Pseudomonas viridiflava.
De acuerdo al analisis de la linea doble mutante (Atpaol-1 x Atpao2-1) en
interaccidon con P. syringae, se evidencio la susceptibilidad a la infeccién respecto
a plantas silvestres (ecotipo Col-0) y en la mutante sencilla Atpaol-1 se observo
una resistencia a la infeccion. Resultados histoquimicos y cuantitativos sugieren
gue la linea doble mutante produce menos peréxido de hidrégeno y del i6n radical
superoxido (O) al compararla con las lineas mutantes sencillas y las plantas

silvestres.

De acuerdo a estos resultados podemos resaltar la importancia de las PAOs y su
ubicacion intracelular en la interaccién Arabidopsis-P. syringae, el H,O, derivado
del catabolismo de PAs asi como la posible relacion con otras enzimas tales como
la NADPH oxidasa.

viii



Introduccion

1. INTRODUCCION

Las poliaminas (PAs) son aminas alifaticas de bajo peso molecular, las cuales
participan en procesos celulares importantes tales como division, crecimiento,
diferenciacion celular y muerte celular. Las PAs principales son la diamina
putrescina (Put); las tetraminas espermidina (Spd) y espermina (Spm) y el
isdbmero estructural de la Spm la termoespermina (tSpm) (Mathews et al. 2002). A
nivel molecular, las PAs desempefian multiples funciones en la estabilizacion de
los acidos nucleicos (ADN y ARN), la condensacién de la cromatina, el
procesamiento del ARN, y en la traduccién y activacion post-traduccional de
proteinas (Childs et al. 2003). Las PAs comenzaron a estudiarse en mamiferos,
pero ha crecido el interés por su estudio en plantas, ya que se han visto
incrementos en los niveles de PAs en diferentes eventos fisiolégicos y de
desarrollo importantes como: la embriogénesis, germinacion, rizogenesis,
organogeénesis, iniciacion y desarrollo floral, asi como en el desarrollo y
maduracion de frutos, y en la senescencia. Las PAs también participan en la
respuesta y defensa a diferentes tipos de estrés que afectan el desarrollo vegetal,
como el estrés por sequia, estrés por las altas y bajas temperaturas, estrés por
salinidad, metales pesados, estrés oxidativo y el estrés biético (Kakkar et al. 2002;
Alcazar et al. 2010; Hussain et al. 2011). En células vegetales, las PAs se
encuentran distribuidas en todos los compartimentos celulares en dos fracciones,
la fraccion soluble que consiste de PAs libres y de PAs conjugadas a acidos
hidroxicindmicos (el acido cafeico, el acido feralico y el &cido cinamico) y la
fraccion insoluble que son las PAs unidas a macromoléculas como proteinas,
polisacéaridos de la pared y la membrana plasméatica (Jiménez-Bremont et al. 2014;
Bagni y Tassoni, 2001; Martin-Tanguy, 2001). La concentracion de estas
moléculas esta finamente regulada por su transporte, conjugacion, anabolismo y
catabolismo lo que es esencial ante condiciones de estrés como por ejemplo, la

interaccién de una planta con un microorganismo.
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1.1. Anabolismo de Poliaminas

La biosintesis de PAs inicia con la formacion de Put. Existen dos rutas anabdlicas,
a partir de los aminoécidos ornitina y arginina. La primera via de formacién de Put
es directa, en esta via esta involucrada la enzima ornitina descarboxilasa (ODC),
esta enzima lleva a cabo una reaccion de descarboxilacion de la ornitina; la
segunda via es indirecta y depende de la formacion del intermediario agmatina por
descarboxilacion de arginina dada por la enzima arginina descarboxilasa (ADC).
La agmatina es hidrolizada por la enzima agmatina iminohidrolasa, produciendo N-
carbamoilputrescina; esta Ultima es convertida a Put por medio de la N-
carbamoilputrescina amidohidrolasa (Fig. 1). Las PAs superiores Spd, Spm vy
tSpm, son sintetizadas a partir de Put por la adicion de grupos aminopropilo
mediante las enzimas espermidina sintasa (SPDS), espermina sintasa (SPMS) y
termoespermina sintasa (tSPMS), respectivamente. Los grupos aminopropilo son
generados por la descarboxilacion de la S-adenosilmetionina (SAM) mediante la
enzima S-adenosilmetionina descarboxilasa (SAMDC) (Fig. 1).
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Figura 1. Biosintesis de poliaminas en plantas. La biosintesis de poliaminas ocurre por accion
de las enzimas: ODC (ornitina descarboxilasa), ADC (arginina descarboxilasa), SAMDC (S-
adenosilmetionina descarboxilasa), SPDS (espermidina sintasa) y SPMS (espermina sintasa). Las
flechas en rojo indican la biosintesis de Put a partir de ornitina. Las flechas en azul indican la ruta
de biosintesis de Put a partir de arginina. Las flechas en color amarillo indican las rutas de

biosintesis de Spd y Spm a partir de Put.

1.2. Catabolismo de Poliaminas

Las diaminas (Put y Cad) que fungen como precursoras de poliaminas superiores,
son degradadas por diamina oxidasas dependientes de cobre (DAO). Las
poliamina oxidasas (PAO) son las enzimas encargadas de catabolizar a las
triamina y tetraminas (Spm, Spd, tSpm y NorSpm). Existen diferentes isoformas
de enzimas PAO que varian en su afinidad por el sustrato. (Federico y Angelini,
1991; Takahashi et al 2010; Fincato et al. 2011). En la planta modelo Arabidopsis
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thaliana se han identificado cinco genes que codifican para enzimas PAO. Las
poliamina oxidasas AtPAOL1 y AtPAOS5 se localizan en el citosol, y las enzimas
AtPAO2, AtPAO3 y AtPAO4 se localizan en el peroxisoma (Takahashi et al. 2010).
Los productos del catabolismo son 4-aminobutanal y N-(3-aminopropil)-4-
aminobutanal y la produccién conjunta de 1,3-diaminopropano y H,O, (Fig. 2)
(Cona et al. 2006).

PUTRESCINA DAO 4-aminobutanal

NH,CH,CH,CH,CH,NH, 7v> CHOCH,CH,CH,CH,NH,

0,+H,0  H,0,+NH,
H,0, + CHOCH,CH,CH,NH,

v

0,+H,0 ]
ESPERMIDINA PAO 4-aminobutanal 1,3-diaminoprapano
NH2CHZCH2EH2-NH-EHECH2CH:’.CHENH2 T CHOCHchchECHzNHz + NHchchchzNHz

0,+H0 H,0,
H,0, + CHOCH,CH,CH,NH, -
0,+H,0 E
ESPERMINA PAO N-(3-aminopropil)-4-aminobutanal

0,4H,0  H,0, + NH,CH,CH,CH,NH,

Figura 2. Catabolismo de poliaminas en plantas. El catabolismo de PAs es mediado por la
accion de enzimas diamino oxidasa (DAO), que catabolizan Put; y poliamina oxidasas (PAO) que
catabolizan Spd y Spm. Las PAOs participan en el catabolismo terminal y de interconversion de
PAs. En azul se muestran los productos del catabolismo terminal de PAs. Las flechas en rojo
indican el sentido de la ruta de interconversion. Los triangulos en azul y rojo indican los carbonos

que son oxidados por las enzimas PAO en cada una de las rutas catabdlicas.

Se ha descrito que los productos del catabolismo de PAs participan en procesos
de desarrollo y respuesta al estrés en plantas. El H,O,, se ha visto involucrado en
la maduracion vy lignificacion de la pared celular, en la estimulacién de la sintesis

de otras especies reactivas de oxigeno (EROs) como el 6xido nitrico (ON), en
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sefalizacion intracelular y en desencadenar la muerte celular programada. Por
otro lado, el acido y-aminobutirico (GABA), que se produce durante el catabolismo
de Put y Spd se ha relacionado con el estrés hidrico, con funciones de
osmoregulaciéon y modulacion del pH celular, ademas de tener un papel como
molécula sefal (Bouché y Fromm, 2004).

1.3. Poliamina Oxidasas en Arabidopsis thaliana.

Se han identificado cinco genes que codifican para poliamina oxidasa en A.

thaliana. Estas poliamina oxidasas fueron nombradas de la AtPAO1 a la AtPAOS.

AtPAO1

La poliamina oxidasa 1 de A. thaliana se localiza en el citoplasma y cataboliza
principalmente Spm, T-Spm y Norspm. Esta enzima no realiza interconversion de
PAs, no tiene la capacidad de oxidar a la Spd (Tavladoraki et al. 2006; Kamada-
Nobusada et al. 2008; Moschou et al. 2008). AtPAO1 se expresa principalmente
en la zona de transiciéon de la raiz y el meristemo apical, en la zona de elongacién

de laraiz y en las anteras (Takahashi et al. 2010; Fincato et al. 2012).

AtPAO2

La poliamina oxidasa 2 se localiza en el peroxisoma, y su catabolismo es de
interconversiéon, teniendo afinidad por la Spd, la cual se oxida a Spm vy
subsecuentemente a Put. También cataboliza Nor.Spm, T-Spm y N*-acetil-Spm
(Moschou et al. 2008; Kamada-Nobusada et al. 2008; Takahashi et al. 2010;
Fincato et al. 2011) . AtPAO2 se expresa en diferentes tejidos, y células del centro
guiascente, de la columela y en células de polen (Takahashi et al. 2010; Fincato et
al. 2012).
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AtPAO3

La poliamina oxidasa 3 de A. thaliana se ubica en el peroxisoma, y convierte la
Spd a Put via Spm, también cataboliza Nor-Spm, T-Spm y N-acetil-Spm con
menos afinidad (Moschou et al. 2008; Kamada-Nobusada et al. 2008; Takahashi et
al. 2010; Fincato et al. 2011). Principalmente se expresa en la columela, en los
estomas y células de polen (Takahashi et al. 2010; Fincato et al. 2012). Esta
involucrada en el desarrollo del tubo polinico y la produccién de la semilla (Wu et
al. 2010).

AtPAO4

La poliamina oxidasa 4 se localiza en el peroxisoma, su actividad es de
interconversién y tiene mayor afinidad por Spm y menor afinidad por Spd,
formando Put (Moschou et al. 2008; Kamada-Nobusada et al. 2008; Takahashi et
al. 2010; Fincato et al. 2011). Esta poliamina oxidasa se expresa principalmente
en la raiz y en tejidos florales, a excepcidn de los pétalos (Takahashi et al. 2010;
Fincato et al. 2012). Un reporte reciente sugiere que la AtPAO4 tiene un papel en
el proceso de senescencia, ya que una linea mutante insercional de este gen
muestra un retraso en este proceso, lo cual se relaciona al incremento de Spm, a
una disminucion de EROs (en particular H,O,), y un aumento de ON (Sequera-
Mutiozabal et al. 2016).

AtPAOS5

La poliamina oxidasa 5 se ubica en el citoplasma (Fincato et al. 2011), el
catabolismo que lleva a cabo es de interconversion, tiene preferencia como
sustrato a la Spm y T-Spm, ademas puede tomar como sustrato a las poliaminas
acetiladas como la N*-acetil-Spm. Su expresion principalmente esta dada en tejido

vascular, en la raiz y en los hipocotilos (Takahashi et al. 2010; Fincato et al. 2012).

1.4. Poliaminas en interaccion planta-microorganismo

En diferentes interacciones planta-microorganismo se han reportado cambios

importantes en los niveles de PAs libres y conjugadas y también en los niveles de

6
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H.O, (Jiménez-Bremont et al., 2014; Jasso-Robles et al., 2016). Recientemente,
se ha tenido gran interés por comprender el papel de las enzimas PAO en
interacciones planta-microorganismo, principalmente por el papel que juega el

H,O, (producto del catabolismo de PAs) en la sefializacion y defensa.

Conforme avanza la interaccion de un microorganismo (biotrofico, hemibiotrofico o
necrotréfico) con la planta, se observan alteraciones en los niveles de PAs libres 'y
conjugadas. Estos cambios son el resultado de un incremento en la expresion de
los genes de biosintesis y catabolismo de PAs y de sus actividades enziméaticas.
Los cambios mas draméaticos se observan en tejidos que son colonizados por los
microorganismos. Las primeras evidencias que indican una relacion entre los
cambios en el contenido de PAs y plantas infectadas por patdégenos fueron
descritas en la interaccion de la cebada y los hongos Puccinia hordei y Blumeria
graminis f. sp. En esta interaccion se observa un incremento en las
concentraciones de PAs en el tejido infectado, principalmente Put, Spm y PAs
conjugadas, asi como un aumento en la actividad de las enzimas ADC, ODC,
SAMDC, amina oxidasas(AO) y PAO (Greenland y Lewis 1984, Walters et al.
1985). En la interaccién del hongo B. graminis f. sp. hordei con plantas de cebada
se reporté un aumento en el contenido de Put y Spd, lo cual se asocia como
resultado de la resistencia de la planta en contra del patégeno (Cowlwy y Walters,
2002; Ashir et al. 2004). La acumulacion de PAs fue explicada como producto de

una alta actividad de las enzimas de biosintesis, particularmente la enzima ADC.

También se ha descrito que plantas de tabaco que expresan el gen de la
poliamina oxidasa de maiz ZmPAO1, muestran una mayor resistencia a la
infeccion por P. syringae y por Phytophthora parasitica en comparacién a plantas
silvestres, dando como resultado una disminucion de los signos caracteristicos de

la infeccion (Moschou et al., 2009).

En Arabidopsis, la adicion exégena de Spm induce la expresion de genes
involucrados en defensa, y tiene como resultado la inhibicion de la replicacion del

virus del mosaico del pepino (CMV) (Mitsuya et al. 2009). Esto indica que la Spm
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actia como una molécula de sefializacion, la cual regula la expresion de genes en

respuesta a la infeccion (Gonzalez et al. 2011).

Existe evidencia de que la planta puede modificar sus niveles de PAs en respuesta
al microorganismo, pero también el microorganismo puede modular el
metabolismo de PAs de la planta a su beneficio, independientemente de su estilo
de vida. Un ejemplo de ello es la interaccion de la proteina C2 del virus BSCTV el
cual infecta a la remolacha con la proteina SAMDCL1. Esta proteina interactia con
el sitio PEST de SAMDC1 mandandola a degradacion por el proteosoma, esto

incrementa la susceptibilidad a la infeccion por el virus (Zhang et al. 2011).

1.5. Lainteraccion Arabidopsis thaliana-Pseudomonas

Los patégenos de plantas pueden tener estilos de vida biotroficos, necrotréficos y
hemibiotroficos. Los patdégenos biotroficos, se alimentan del tejido vivo de las
plantas, mientras que los necrotroficos se alimentan de tejido vegetal muerto. Hay
algunos patdégenos que se comportan como ambos (biotroficos y necrotroficos), en
distintas etapas de la interaccidén con su hospedero (Katagiri et al. 2002). A estos
patégenos se les llama hemibiotréficos y se caracterizan por secretar un amplio
rango de efectores (proteinas con actividad regulatoria o enzimatica), las cuales
son internalizadas a la célula hospedara mediante sistemas de secrecion tipo Ill.
Los efectores participan en suprimir la respuesta inmune de la planta, regulando

los procesos de muerte celular.

Pseudomonas syringae es una bacteria gram negativa, perteneciente al grupo de
las proteobacterias, con un estilo de vida hemibiotréfico. Esta bacteria puede
causar infecciones en cultivares de interés comercial con grandes pérdidas
econdémicas (Xin y Yang He. 2013). Existen varios patovares (pv) de P. syringae
las cuales tienen como hospedero diferentes especies de plantas. P. syringae es
empleado como microorganismo modelo en el estudio interaccién planta-patégeno

con especies como Solanum lycopersicum (tomate), Phaseolus vulgaris (frijol) y
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Nicotiana tabacum (tabaco) (Xin y He, 2013). P. syringae fue el primer patdégeno
identificado para la planta modelo A. thaliana, especificamente las cepas P.
syringae pv. tomato, pv. maculicola, pv. pisi y pv. atroporpurea. El establecimiento
del modelo de interaccion A. thaliana- P. syringae ha contribuido al entendimiento
y elucidacion de los mecanismos que se establecen en una interacciéon
hemibiotrofica, el reconocimiento del patdégeno, las cascadas de sefalizacion, la
susceptibilidad del hospedero, asi como la virulencia o avirulencia del patégeno
(Katagiri et al. 2002; Xin y He. 2013)

P. syringae infecta de manera local el tejido vegetal, principalmente el tejido foliar
y el fruto. El inicio de la infeccién se da primero en la superficie del tejido de la
planta sana, donde la bacteria tiene un crecimiento epifitico (Fig. 3a y 3b). Si las
condiciones son Optimas para el crecimiento de la bacteria (lluvia constante,
humedad alta y temperatura moderada), esta puede entrar a la planta a través de
los estomas o por una fisura vegetal (Fig. 3c), colonizando principalmente la zona
apoplastica (Fig. 3d) (Beattie et al. 1995, Hirano et al. 2000, Melotto et al. 2008).
Los primeros signos de infeccidn son la apariencia mojada (“water-soaked”) en las
hojas infectadas durante las primeras 48 h post-inoculacién. Al tercer dia de
infeccién (72 h) es cuando hay una mayor colonizacién en la planta, aparecen
zonas cloroticas y necroticas en el tejido vegetal infectado (Fig. 3e) (Xin y Yang
He. 2013).
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Figura 3. Entrada y colonizacion de P. syringae en la planta. a) Al inicio de la interaccion la
planta no muestra signos aparentes de infeccion, (b) la bacteria crece de manera epifitica (c) para
poder ingresar al interior del tejido vegetal a través de aperturas naturales (estomas, hidatédos). (d)
P. syringae coloniza principalmente el apoplasto, (e) los signos de infeccion aparecen. Imagen

tomada y modificada de Xin y He 2013.

En la primera etapa de la interaccién, la bacteria es reconocida por un receptor de
la membrana plasmatica vegetal llamado FLS2 (“Flagellin sensing 2”) el cual
reconoce a un péptido de 22 aminoacidos denominado flagelina, este péptido se
encuentra en el flagelo de la bacteria y es suficiente para inducir en menos de 1 h
la expresion del receptor FLS2 (Katagiri et al. 2002, Jones y Dangl 2006). El
reconocimiento de la flagelina desencadena la inmunidad mediada por patrones
moleculares 6 PTI (Por sus siglas en ingles PAMP- tiggered imunity) (Fig. 4). La
PTI involucra la activacion de varias cinasas como CDKs (cinasa dependientes de
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calcio) y MAPKs (cinasas activadas por mitdgeno), enzimas como NADPH
oxidasas, se observan incrementos en las concentraciones intracelulares de Ca*?
y de EROs, entre otras, que tendran como resultado la transcripcion de genes en
respuesta a patdégenos, asi como la produccién de fitohormonas y fitoalexinas, el
cierre estomético y la muerte célular programada (Jones y Dangl 2006; Zvereva y
Pooggin 2012). En la segunda etapa de la interaccion, la bacteria internaliza
dentro de la célula mediante el sistema de secrecion tipo lll efectores (factores de
virulencia) los cuales son proteinas que van a bloquear la primera respuesta de
defensa (PTI) y como resultado se obtendrd una inmunidad mediada por efectores
0 ETI (por sus siglas en inglés Effector-triggered immunity) (Fig. 4) (Katagiri et al.
2002; Jones y Dangl 2006; Zvereva y Pooggin; 2012). En el caso de P. syringae
se han descrito cerca de 28 efectores (Xin y He, 2013). Las plantas han adquirido
genes de resistencia o genes “R”. Estos genes codifican para proteinas “R” las
cuales pertenecen a la familia NB-LRR (nucleotide binding site-leucine rich
repeat), y participan en el reconocimiento de los efectores o de la accién de los
efectores dando lugar a la inmunidad ETI, la cual es una respuesta réapida y
amplificada de la inmunidad PTI, que termina en una resistencia a la infeccion, o
una reaccion hipersensible (por sus siglas en ingles HR) (Fig. 4) (Jones y Dangl
2006; Zvereva y Pooggin 2012).
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Figura 4. Sistema inmune de las plantas: modelo de “zig-zag”. En la primera fase de la
infeccion, la planta reconoce a las moléculas asociadas a patrones (PAMPS) a través de
receptores especificos PRRs para desencadenar la primera respuesta inmune denominada
inmunidad mediada por patrones (PTI), En la segunda fase si la infeccién es exitosa, el patdgeno
internaliza a la célula vegetal efectores de naturaleza proteica los cuales inhiben la PTI. En la
tercera fase de la infeccién los efectores son reconocidos por proteinas NB-LRR, estas proteinas
desencadenan una inmunidad mediada por efectores (ETI), la cual puede tener como resultado

una respuesta hipersensible (HR). Imagen tomada y modificada de Jones y Dangl 2006.

En el caso de A. thaliana se ha identificado dos proteinas R importantes en la
respuesta a Pseudomonas syringae: RPS2 y RPM1. Estas proteinas R detectan
cambios en la estructura de otra proteina llamada RIN4, la cual es blanco de
efectores como AvrRpm1, AvrB y AvrPt2. En particular RPS2 detecta cortes
proteoliticos sobre RIN4 inducidos por AvrPt2; mientras que RPM1 detecta la
fosforilacion de RIN4 mediada por AvrB (Xin y He, 2013). Al detectar cambios en

RIN4, las proteinas R desencadena la respuesta ETI.
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Pseudomonas viridiflava es otra especie de Pseudomonas que infecta
Arabidopsis, esta especie fue aislada en soya. Arabidopsis en interaccién con P.
viridiflava presenta signos de infecciébn semejantes a los descritos con P. syringae,
y Sse sugiere un proceso semejante para el establecimiento de la interaccion, sin
embargo; cada especie cuenta con efectores especificos lo que puede cambiar la
respuesta del hospedero.

1.6. Las poliaminas en la interaccion Arabidopsis thaliana-

Pseudomonas

Hasta el momento existe poca informacion del papel que juegan las poliaminas en
la interaccion con bacterias del género Pseudomonas con la planta modelo
Arabidopsis thaliana. En 2011, Gonzalez y colaboradores, encontraron que la
acumulacion de Spm, mediadad por la sobre-expresién del gen de la espermina
sintasa AtSPMS, brinda una mayor resistencia a la infeccion empleando como
modelo la interaccion A. thaliana- P. viridiflava. Por el contrario, se reporté que
lineas mutantes insercionales del gen de la espermina sintasa (Atspm-1) de
Arabidopsis muestran mas susceptibilidad a la infeccion, lo cual se refleja en una
mayor colonizacion y dafio del tejido vegetal (Gonzalez et al. 2011). En este
trabajo se evidencia que la oxidacion de Spm por medio de enzimas PAO

contribuye en parte a la resistencia al patdgeno.

Recientemente se describi6 que las isoformas de la enzima arginina
descarboxilasa (ADC1 y ADC?2), implicadas en la sintesis de Put, tienen un papel
diferencial en la interaccion con Pseudomonas (Rossi et al. 2015). El gen AtADCL1
se induce a las 24 y 48 h post-inoculacion con P. syringae; sin embargo, se
reporta una mayor contribucion de la actividad enzimatica de AtADC2 en la
interaccion (Rossi et al. 2015). Otro caso es el de la T-Spm, isdmero estructural de
la spm, donde se observo que el tratamiento con T-spm y la sobre-expresion de
TSPMS en Arabidopsis, incrementa la resistencia hacia P. viridiflava (Marina et al.
2013).
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1.7. Produccion de Especies Reactivas de Oxigeno (EROs).

La produccion de EROs es comun durante el crecimiento y desarrollo de las
plantas, estas se producen en diferentes compartimentos celulares y tienen un
incremento cuando la planta se encuentra bajo condiciones de estrés bibtico o
abidtico (Moller et al. 2007; Miller et al. 2010).

La idea de que las EROs son moléculas toxicas para la célula vegetal, producto
del metabolismo de la planta ha cambiado con el tiempo. Actualmente se cuenta
con informacién la cual sugiere que las EROs son moléculas involucradas en la
sefalizacion de la célula vegetal, y que son encargadas de traducir diversas
sefiales ambientales activando la transcripcion de genes involucrados en

respuesta al estrés (Polidoros et al. 2005; Baxter et al. 2014).

Las EROs son producto de la exitacién del O, a la forma singulete (*O.)
(Triantaphylides y Havaux, 2009), o de la transferencia de electrones a la molécula
del O, , formando el radical superéxido (O27), H,O, o el radical hidroxilo (OH)
(Mittler. 2002). Existen distintas vias por las cuales se producen EROs como la

fotosintesis, la NADPH oxidasa, amina oxidasas y peroxidasas de la pared celular.

La produccién de EROs también esta relacionada al catabolismo de PAs; se ha
propuesto que el H,O, producto del catabolismo de PAs actia como molécula de
sefalizacion y defensa en la interaccion planta-patégeno (Walters et al. 2003;

Hussain et al. 2011; Jiménez-Bremont et al. 2014).
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2. JUSTIFICACION

El metabolismo de PAs sufre cambios significativos durante una interaccion
planta-microorganismo. Esta observacion se ha hecho para interacciones de
plantas con patégenos con estilos de vida diversos (biotroficos, necrotroficos y
hemibiotroficos). En general se han observado incrementos en PAs libres, PAs
conjugadas, e incluso se hace evidente la produccion de H,O, siendo una de las
fuentes importantes el catabolismo de PAs. Sin embargo, a la fecha existe
informacion insuficiente del papel que juegan genes implicados en el catabolismo
de poliaminas en estrés bidtico. En particular se desconoce el papel que juegan
los genes AtPAO1 —AtPAO2 implicados en el catabolismo de PAs en Arabidopsis
thaliana en la interaccion con bacterias del género Pseudomonas, las cuales
tienen un estilo de vida hemibiotrofico. Se ha sugerido que el H,O, producido por
degradacion de PAs superiores como Spd y Spm por medio de la actividad
enzimatica PAO, podria participar en procesos de defensa, de sefializacion celular
y de muerte celular. La localizaciéon intracelular de las enzimas PAOs en
citoplasma y peroxisoma sugiere que los productos del catabolismo de PAs
pueden ejercer efectos sitio especificos y contribuir de manera diferencial en la
respuesta de la planta.

El desarrollo del presente trabajo de Tesis contribuird al entendimiento del papel
del catabolismo de PAs y la produccion de H,O, durante la interaccion A. thaliana-
Pseudomonas y como precedente para estudios posteriores que tendran impacto
en otras interacciones planta-microorganismo del tipo necrotréfico y hemibiotréfico

gue afectan cultivos de interés agronémico.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar molecular y funcionalmente los genes AtPAO de Arabidopsis thaliana

en la interaccion con bacterias del género Pseudomonas.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar mediante qRT-PCR los perfiles de expresion de los genes AtPAOL1,
AtPAO2, AtPAO3, AtPAO4 y AtPAO5 durante la interaccion con
Pseudomonas spp.

2. Caracterizar lineas mutantes insercionales de T-DNA de genes que
codifican poliamina oxidasas de citoplasma (Atpaol-1) y de peroxisoma
(Atpao2-1), y una doble mutante Atpaol-1 y Atpao2-1 durante la interaccion
con Pseudomonas spp.

3. Determinar los niveles de poliaminas y peroxido de hidrégeno en las lineas
mutantes en interaccién con Pseudomonas.

4. Generar lineas sobreexpresantes de Arabidopsis de los genes AtPAOL y
AtPAO?2.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. MATERIAL VEGETAL, MEDIOS DE CULTIVO Y METODOS DE
CRECIMIENTO

4.1.1. Material vegetal empleado en el estudio.

Para el desarrollo de los experimentos en el presente estudio se empled la planta
modelo Arabidopsis thaliana del ecotipo silvestre Columbia (Col-0) como control,
las lineas mutantes insercionales sencillas de T-DNA Atpaol-1
(SALK 013026.56.00.x), Atpao2-1 (SALK 049456.42.05.x) y la doble mutante

Atpaol-1 x Atpao2-1 producto de la cruza de las mutantes sencillas.
4.1.2. Desinfeccion del material vegetal y cultivo in vitro.

Las semillas de Arabidopsis del ecotipo silvestre y las lineas mutantes se
desinfectaron superficialmente con 1 mL de etanol al 96% por 2 min, seguido de 1
mL de solucion de hipoclorito de sodio comercial al 30% (6% de cloro) durante 8
min. El exceso de cloro se elimind con cinco lavados con agua destilada estéril.
Todo el proceso se realiz6 a temperatura ambiente, y los lavados se realizaron por
agitacion en un equipo MIX MATE (Eppendorf, Hauppauge. NY) a una velocidad
de 1800 rpm. Las semillas estériles se dejaron estratificando en oscuridad durante
48h a 4°C. Posteriormente, se sembraron en medio MS 0.5X (pH 5.7), con 1.5%
de sacarosa (p/v) y 1.2 % de agar (p/v) (Murashigue y Skoog. 1962).

4.1.3. Siembra del material vegetal en maceta.

Para los cultivos en maceta se emple6 una mezcla de vermiculita, perlita y
sustrato comercial (Sunshine mix #3) en una proporcién 1:1:3. Esta mezcla fue
esterilizada en autoclave a una temperatura de 120 °C, 15 libras de presion,
durante 30 min. Las plantulas obtenidas por germinacion in vitro, se transfirieron a
la edad de 15 dias a cultivos en maceta. Dichas plantas se mantuvieron en una

camara de crecimiento vegetal, con condiciones controladas de 16h luz (3000
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luxes) y 8h oscuridad a una temperatura de 22°C, para la realizaciéon de

experimentos posteriores o0 para obtencién de la semilla.

4.2. MICROORGANISMOS Y MEDIOS DE CULTIVO

4.2.1. Cepas empleadas en el estudio

Escherichia coli

La cepa de E. coli Top-10 (Invitrogen, Carlsbad, CA) fue empleada para clonar y
replicar de manera estable pldsmidos de alto numero de copias. Como medio de
cultivo liquido se empled LB (Luria-Bertani) compuesto por 1% (p/v) peptona, 0.5%
(p/v) extracto de levadura y 1% (p/v) de cloruro de sodio (NaCl). En caso de
requerir medios de cultivos sélidos se agreg6 1.5% (p/v) de agar bacteriologico. El
medié de cultivo se prepar6 con agua destilada y se esteriliz6 a 120 °C, 15 libras
de presion, por 20 min. Cuando fue necesario, se adicion6 él antibidtico
kanamicina (50 ug/ml), el cual se esterilizé por filtracion. Los cultivos se incubaron
a 37°C durante 24 h.

Agrobacterium tumefaciens

La cepa de A. tumefaciens GV2260 (Deblaere et al. 1985) fue empleada para
transferir de forma estable las construcciones de interés en plantas de Arabidopsis
empleando el método de inmersién floral como se describe mas adelante. Esta
cepa fue crecida en medio LB liquido suplementado con los siguientes antibiéticos:
ampicilina (100 pg/ml), rifampicina (50 pg/ml) y kanamicina (50 pug/ml). Los dos
primeros, son para seleccionar la cepa de A. tumefaciens y el tercer antibiotico es
especifico del vector de interés, en este caso pEarley-Gate201. En caso de
medios de cultivo sélidos se agrego 1.5% (p/v) de agar bacteriologico. Los medios
de cultivo se prepararon con agua destilada y se esterilizaron en autoclave a una
temperatura de 121 °C, 15 libras de presion por 20 min. Los cultivos se crecieron
a 28 °C.
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Pseudomonas syringae pv tomato DC3000.

La cepa de P. syringae pv. tomato DC3000 fue empleada para realizar los
estudios de interaccion planta-patdégeno. Los cultivos se crecieron en medio KB
compuesto por 2% (p/v) de peptona, 0.15% (p/v) de sulfato de magnesio (MgSO,)
y 0.15% (p/v) de fosfato de potasio monobasico (KH,PO,). En caso de medios de
cultivo sdlido, se agreg6 1.5% (p/v) de agar bacteriol6gico. El medio de cultivo se
preparé con agua destilada y se esterilizé a 120 °C, 15 libras de presion, por 20

min. Los cultivos se crecieron a 28°C durante 2 dias.
Pseudomonas viridiflava pvalb8

La cepa de P. viridiflava pvalb8 también fue empleada para realizar los estudios
de interaccién planta-patdogeno. Esta cepa fue crecida en las mismas condiciones

gue P. syringae empleando el medio de cultivo KB y una temperatura de 28 °C.

4.3, INOCULACION DE PLANTULAS DE Arabidopsis CON BACTERIAS
DEL GENERO Pseudomonas.

Las cepas de P. syringae y P. viridiflava fueron crecidas en medio KB hasta
alcanzar una densidad o¢ptica (OD) de 0.4-0.5 a 600 nm. Posteriormente, las
células fueron colectadas por centrifugacion y lavadas con una solucion de cloruro
de magnesio (MgCl;) 10 mM pH 7.0. Enseguida se centrifugaron a 5000 rpm
durante 5 min, y se resuspendieron en MgCl, para alcanzar una densidad de 4 x
10® UFC/mL. Con esta suspension de bacterias, se inocularon plantulas de
Arabidopsis de 15 dias de edad y se tomaron muestras a las 0, 24, 48 y 72 h post

inoculacién para experimentos posteriores.

4.4. CUENTAS VIABLES DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS
(UFC)

Las cuentas de UFC se realizaron tomando la parte aérea de plantulas infectadas
con Pseudomonas a las 24, 48 y 72 h post-inoculacion. En cada tiempo de

analisis, se consideraron 3 réplicas biologicas y 3 réplicas técnicas. Cada réplica
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técnica consta de dos plantulas. En cada caso, se realizd la desinfeccion
superficial del material vegetal con 1 mL de etanol al 70%, posteriormente se
realizaron tres lavados con la solucion de MgCl, 10 mM pH 7.0 para eliminar el
etanol restante. La muestra se homogenizé con pistilo en 200 yL de MgCl, y se
afor6 a 500 pL. Se realizaron las siguientes diluciones seriadas: 1:10, 1:100,
1:1000, 1:10000 y 1:100000. De cada dilucion se sembraron 10 yL en medio de
cultivo KB. Se incub6 por 24 h a 28°C y se contaron las UFC.

4.5. AISLAMIENTO DE ACIDOS NUCLEICOS

4.5.1. Aislamiento de ADN plasmidico

El ADN plasmidico se extrajo de E. coli por el método de lisis alcalina (Birnboim y
Doly, 1979). Se partié de un inoculo en 3 mL de medio de cultivo LB, el cual se
centrifug6 por 2 min a 13000 rpm hasta obtener una pastillas de células. La pastilla
se resuspendié en 200 pL de la solucién | (glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM pH
8.0, EDTA 10 mM pH 8.0), después se agregaron 400 uyL de la solucion i
(hidréxido de sodio 0.2 N, dodecil sulfato de sodio al 1%) y se mezclo por inversion
y se dejé 5 min en hielo. Posteriormente se agregd la solucion Il (acetato de
potasio 5 M, 7.6% de acido acético glacial) y se mezcld por inversion y se dejo en
hielo de 15 a 30 min. Después se centrifugd a 13000 rpm por 10 min, y se
transfirié el sobrenadante a un tubo nuevo. EI ADN plasmidico se precipitd con 600
pL de isopropanol frio a -80 °C por 1 h. Después se centrifugd a 13000 rpm por 10
min y se descarto el sobrenadante. La pastilla que se obtuvo se lavo con 500 uL
de etanol al 70% y se centrifugd a 13000 rpm por 5 min. La pastilla se resuspendié

en agua miliQ y se traté con ARNasa (0.003 mg/uL), 1 h a 37 °C.
4.5.2. Aislamiento de ADN gendmico.

La extraccion de ADN gendémico de Arabidopsis se realiz6 empleando él método
de cetil-trimetil amonio (por sus siglas en inglés CTAB) (Wagner et al. 1987). El
tejido vegetal (50-100 mg) se homogeniz6 con pistilo en nitrégeno liquido y se le

agregaron 300 yL de CTAB 2X, se mezclo en vortex y se incubd por 45 min a

20



Materiales y Métodos

65°C en un bloque de calentamiento. Se adicionaron 300 uL de cloroformo, se
mezcld y se centrifugd a 13000 rpm por 3 min y se transfirié el sobrenadante a un
tubo nuevo. Se afiadieron 300 pL de isopropanol y 30 pL de acetato de sodio 3 M
pH 5.2 y se dejo reposando en hielo durante 15 min. Para obtener la pastilla se
centrifugé a 13,000 rpm por 5 min y se descarté el sobrenadante. Se realiz6 el
lavado de la pastilla con etanol al 70% y se centrifug6é a 13,000 rpm por 2 min. La
pastilla se resuspendié en agua miliQ y se traté con ARNasa (0.003 mg/uL) por 1 h
a 37°C.

4.5.3. Aislamiento de ARN total.

El ARN total fue extraido de plantulas de Arabidopsis de 15 dias de edad (50 mg
aproximadamente de tejido molido en nitrdgeno liquido), empleando el método de
TRI Reagent de acuerdo a las especificaciones del fabricante (SIGMA, St. Louis.
MO). Este método se basa en la extraccion de ARN empleando una mezcla de
fenol-cloroformo e isotiocianato de guanidina de acuerdo a lo desarrollado por
Chomcznski y Sacchi (1987). El tejido vegetal molido fue homogenizado con 500
mL del reactivo durante 3 min, posteriormente se afiadieron 100 uL de cloroformo
y se centrifug6 durante 15 min a 13000 rpm a 4°C en una centrifuga refrigerada. El
sobrenadante obtenido se pasé a un tubo nuevo y se le afadi6 500 pyL de
isopropanol y se dej6é reposar 10 min, posteriormente se centrifugé a 13000 rpm
por 10 min a 4°C. El sobrenadante se descarta y la pastilla se lava con 1 mL de
etanol al 70%. El ARN total se resuspende en agua miliQ tratada con 0.01% de
DEPC. La integridad de ARN fue analizada en un gel de agarosa desnaturalizante
con formaldehido. La concentracion del ARN obtenido fue determinada en un

espectofotdometro Nanodrop 2000 (Thermo scientific).
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4.6. TECNICAS DE AMPLIFICACION Y AISLAMIENTO DE GENES
ESPECIFICOS

4.6.1. Sintesis de ADN complementario (ADNc) mediante RT-PCR

La sintesis de ADNc se realiz0 a partir de 2 ug de ARN total obtenido de plantulas
de Arabidopsis de 15 dias de edad sometidas a condiciones de estrés biotico. Una
vez obtenido el ARN total, este fue digerido con la enzima DNAsa-free (1 U/uL)
(Thermo), durante 30 min a 37°C eliminando asi el ADN gendémico presente. La
sintesis de ADNCc se realiz6 empleando el kit SuperScrip First-Strand Synthesis
System for RT-PCR (Invitrogen, Carlsbad. CA). Cada reaccion (30 uL) contenia 2
Mg de ARN total, 1 yL de Oligo-dT 50 uM, 1 pL de dNTPs 10 mM, 3 pL de buffer
Tris-HCI (pH 8.4) 20 mM con KCI 50 mM, 6 uL de MgCl, 5 mM, 3 uL de ditiotreitol
(DTT) 10 mM, 1 uL de inhibidor de ARNasa Recombinante (RNAaseOUT) y 1 pL
de Transcriptasa Reversa (SuperScript II RNase H Reverse Transcriptase). La
reaccion se llevo a cabo a 42°C durante 50 min. De manera simultdnea se
realizaron reacciones control sin Transcriptasa Reversa para verificar la ausencia
de ADN gendémico. Un microlitro de cada ADNc fue empleado como templado para

los andlisis de PCR.

Los genes PDF2 (At1G13320) y UBQ5 (At3G462250) fueron empleados como
control de carga. La reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR)
se realizé en un termociclador CFX96™ TOUCH REAL-TIME PCR (Bio-Rad.
Hercules. CA), empleando la quimica de deteccion SYBRGreen. Las reacciones
de PCR se llevaron a cabo en un volumen de 10 uL conteniendo 1 uL de ADNc
como templado (EI ADNc se diluy6 para obtener una concentracion de 100 ug/uL),
Supermix (SsoAdvanced Universal SYBRGreen. Bio-Rad. Hercules. CA) y
oligonucleotidos (10 pmol uL/ uL) especificos para cada gen de interés (Tabla 1).
Las condiciones de amplificacibn programadas para cada gen fueron las
siguientes: desnaturalizacion inicial de 94°C por 10 min, seguidos de 40 ciclos de
94°C por 60 s (etapa de desnaturalizacion); y 60°C por 30 s. La cuantificacion de

transcrito se baso en un valor de ciclo umbral (Ct), normalizando la expresion de
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cada gen a los controles internos de PDF2 y UBQ5 empleando el método 22

ACt

Para cada muestra se analizaron tres réplicas biologicas y tres réplicas técnicas.

4.6.2. Oligonucleodtidos empleados

Para los ensayos de expresion por PCR tiempo real, se disefiaron diferentes

parejas de oligonucleotidos los cuales amplifican para diferentes genes que se

enlistan en la siguiente tabla:

Tabla 1. Oligonucleo6tidos empleados para la amplificacion de los genes de

interés.
No. de Tamario del
Gen acceso base Oligonucledtidos amplicon
de datos (pb)
TAIR
AtPDF2 Fw 5°-TCA ACA TCT GGG
PDF2 | At1G13320 TCTTCA CTT AGC-3 93
AtPDF2 Rv 5'-GAT GCA ATCTCT
CAT TCC GAT AGT C-3°
AtUBQ5 Fw 5'-TCG ACG CTT CAT
UBQ5 At3g62250 CTC GTC CT-3' 155
AtUBQ5 Rv 5'-CGCTGA ACCTTT
CCA GAT CC-3'
AtPAO1Fw 5’-CCC CAG TTG GAC
AtPAO1RvV 5’-ACT CTG CTT CAT
CTCTTCCAAC-3’
AtPAO2 RT Fw | 5'-TGG AGC GGT ATG
AtPAO2 At2g43020 GTG AGT TG-3 135
AtPAO RT Rv 5’-TGG AGC GGT ATG
GTG AGT TG-3°
At2g43020 OVERFWPAQOS3 | 5°-ACT GAG AGT GCC
AtPAO3 ATT GGATAATC-3 156
OVERRVPAQO3 | 5'-ATCTCATGT TCG
AGCTCT CCAT-3
AtPAO4 gRTFw | 5'-CAA AGG TAT ATC

AtPAO4 gRTRv

5'-CCT GCT TCT GTC
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TGT TAA GCA G-3'

AtPAOSFW 5’-GGA TGA CCT AGA
AtPAO5 At4g29720 CGC AAT GG-3’ 152
AtPAO5RvV 5’-CAC CAT GAG TTG
TGG AGT AAT G-3
AtPRX33 Fw | 5'-GTG GTG AAC TCC
AtPRX33 | At3049110 AAC TCT CTA C-3' 132
AtPRX34 Rv 5'-CAA CTT GAG ATC
CCG CTT ATT TAT C-3'
AtPRX34 AtPRX34 Fw | 5'-CCA ACT ACA GGA
At3g49120 ACT CAA GGA C-3' 143
AtPRX34 Rv 5'-GTA TTC TTG TAG
CCA CAT ATT GGG-3'
AtRBOH Fw 5'-GAC TTC CAC AAA
AtRBOHD | At5G47910 GAG AAC TTC TAG-3' 166
AtRBOH Rv 5'-GTA ACC AAC AAA
ACG GTA GGG ATA-3'
AtRBOH Fw 5'-GCT TAG CAA ACT
AtRBOHF | At1g64060 ATG CAA CAC ATT C-3' 105
AtRBOH Rv 5'-TAG AGG GCT TTT
GGC TTC TTC C-3'
AtPAO1 ORF | 5'-CACCAT GTCTAC
CGC CTC CGT CAT C-3'
AtPAO1 At5g13700 Fw 1419
AtPAO1 ORF | 5'-CTA GCT TGT GCC
R TGA GAT AAATTT
Vv
AAC-3'
AtPAO2 ORF | 5-CAC CAT GGA GTC
CAG GAA AAA CTC
At2g43020 Fw TGA TC-3’ 1473
AtPAO2 AtPAO2 ORF | 5'-TTA GAG ACG AGA
R TAT AAG AAG AGG
V
TAC A-3'

4.7. PLASMIDOS

A continuacién se describen los plasmidos empleados en este trabajo para la

clonacion y recombinacion del marco de lectura de los genes AtPAOL y AtPAO2.
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PENTR/D-TOPO: Plasmido bacteriano de 2601 pb, contiene un sitio pUC ori para
su autoreplicacion y el cassette de resistencia a kanamicina. Este vector puede ser
secuenciado por medio de los oligonucleoétidos universales M13 y T7, los clones
pueden ser transferidos a un vector destino por medio de la tecnologia Gateway
gracias los sitios de recombinacion attL1 y attL2. Este vector cuenta con un borde
GTGG al 3'del sitio de clonacion, lo que permite la insercion direccionada del
producto de PCR con una secuencia complementaria CACC al extremo 5 previo al

sitio de inicio de la traduccion (ATG) del gen de interés (Invitrogen. Carlsbad. CA).

pEarley-Gate201: Plasmido bacteriano de 11,779 pb, contiene resistencia a
kanamicina y cloranfenicol en bacteria, y al herbicida BASTA en planta. Este
vector permite la expresion de genes de interés en plantas. El cassete de
integracion al genoma vegetal estd conformado por el promotor CaMV 35S, el
epitope HA, el extremo N-terminal del marco de lectura de interés y el terminador
de la octopino sintasa. Este vector esta basado en la tecnologia Gateway y

contiene los sitios de recombinacion attR1 y attR2.

4.8. CLONACION Y RECOMBINACION DE LOS MARCOS DE LECTURA
DE LOS GENES AtPAO1 Y AtPAO2.

El marco de lectura de los genes AtPAOLl y AtPAO2 fue amplificado con los
oligonucledtidos especificos AtPAO1l-orf-fw, AtPAOLl-orf-rv, AtPAO2-orf-fw y
AtPAO2-orf-rv, respectivamente (Tabla 1). Los productos de PCR de 1,419 pb
(AtPAO1) y de 1,473 pb (AtPAO2), fueron clonados en el vector de entrada
pENTR/D-TOPO. Para ligar el gen de interés se realiz6 una reaccion la cual
contenia 1 pL de solucion salina, 0.5 pyL del vector de entrada y 5 uyL de ADN
purificado (100-300 ng). Se dej6 incubando durante toda la noche a temperatura
ambiente y se guardd a -20 °C para su posterior transformacion en células de

E.coli quimiocompetentes.

Los vectores generados AtPAO1-pENTER y AtPAO2-pENTER fueron

secuenciados por ambas cadenas para verificar cada construccién. Estos vectores
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fueron empleados para la recombinacion de los marcos de lectura AtPAOL y
AtPAO2 al vector destino pEarley-Gate201.

La reaccién de recombinacion se realiz6 de acuerdo a las especificaciones del
fabricante (Invitrogen. Carlsbad. CA) empleando la enzima LR-clonasa. La
reaccion de recombinacién se realiz6 empleando concentraciones equivalentes de
ADN de entrada y destino (aprox. 150 ng), se incubo a 25 °C por 2 h, y se
transformé en células quimiocompetentes de E. coli TOP10. Los vectores

obtenidos fueron secuenciados en ambas cadenas para verificar la construccion.
4.9. METODOS DE TRANSFORMACION

Se emple6 el método de inmersién floral (Floral dip) para la transformacién de
Arabidopsis: Para ello se emplearon plantas de A. thaliana ecotipo Col-0 las
cuales se sembraron en tierra (16 plantas por maceta) y se crecieron bajo
condiciones controladas 16/8 h luz/oscuridad a una temperatura de 22+1°C hasta
el desarrollo de botones florales (6 semanas de edad aprox.). Al momento de la
transformacién, se eliminaron las silicuas y las flores, dejando Unicamente los
botones florales cerrados, los cuales se sumergieron en la solucion de
transformacién durante 8 min. Esta solucién contiene la cepa de Agrobacterium
tumefaciens GV2260 transformada con las construcciones de interés. Las macetas
se colocaron de manera horizontal, resguardadas de las luz durante 24h, y
posteriormente se transfirieron a condiciones de crecimiento controladas hasta la

obtencién de semillas.

4.10. DETECCION Y CUANTIFICACION DE ESPECIES REACTIVAS DE
OXIGENO Y DE POLIAMINAS EN TEJIDOS VEGETALES.

4.10.1. Deteccion histoquimica de peroxido de hidrogeno.

La deteccion de H,O, se realizé en plantulas de Arabidopsis 15 dias de edad del
ecotipo silvestre Col-0 y de las lineas mutantes (Atpaol-1, Atpao2-1 y Atpaol-1 x
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Atpao2-1). Las muestras analizadas fueron infiltradas con una solucién de 0.1
mg/mL de 3,3-diaminobencidina en un buffer TRIS-acetato 50 mM (pH 5.0). La
infiltracion se realiz6 empleando una bomba de vacio durante 1 min. Las muestras
permanecieron en la solucion resguardadas de la luz a 25°C durante 24 h.
Posteriormente, se colecto el tejido vegetal y se sometioé a un proceso clarificacion
en una solucion de etanol al 80 % y se traté a 70 °C durante 10 min. Finalmente
las hojas fueron montadas en una laminilla y embebidas con una solucién 1:1:1

(v/viv) de &cido lactico:fenol:agua para ser observadas al microscopio.
4.10.2. Deteccion histoquimica del i6n radical superoxido.

La deteccion de O, se realiz6 en plantulas de Arabidopsis de 15 dias de edad del
ecotipo silvestre Col-0 y de las lineas mutantes (Atpaol-1, Atpao2-1 y Atpaol-1 x
Atpao2-1). Las muestras analizadas fueron infiltradas con una solucion de 122 uM
de Nitro azul de Tetrazolio (NBT). La infiltracion se llevd a cabo empleando una
bomba de vacié aplicando de 8 a 10 pulsos de 10 segundos cada uno. Las
muestras se incubaron a 30°C en oscuridad por 2 h. La solucion de NBT se retir6 y
las muestras se clarificaron con una solucion de 9:1 etanol:glicerina a una
temperatura de 70°C por 10 min. Las muestras fueron montadas en una laminilla 'y
embebidas con una solucion 1:1:1 (v/v/iv) de &cido lactico:fenol:agua para ser
observadas al microscopio.

4.10.3. Cuantificacion de peroxido de hidrégeno.

La cuantificacién de H,0O, se realizd en plantulas de Arabidopsis de 15 dias de
edad. Las muestra analizadas fueron plantulas del ecotipo silvestre Col-0
infectadas a las 0, 24, 48 y 72 h. Al finalizar de cada tiempo de infeccion las
plantas fueron sumergidas en la solucion de reaccion conteniendo 4-
aminoantipirina 100 pM, acido 3,5-diclorobencensulfénico (DCHBS) 1 mM vy la
peroxidasa 0.06 mg/mL. Las muestras se infiltraron por 1 min y se incubaron a 30
°C por 2 h en oscuridad. EI medio de incubacion se colecté centrifugando a 13000
rpm por 5 min y se midié la absorbancia a 515 nm en un espectofotometro

(Eppendorf, Hauppauge. NY). La concentracion de H,O, se obtuvo a partir de las
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absorbancias obtenidas y el coeficiente de extincién molar del H,O, (2.6 x 10*
M/cm).

4.10.4. Cuantificacion del ion radical superéxido.

La cuantificacion del O," se realiz6 en plantulas de Arabidopsis de 15 dias de
edad. Las muestra analizadas fueron plantulas del ecotipo silvestre Col-0
infectadas a las 0, 24, 48 y 72 h. Al finalizar de cada tiempo de infeccién las
plantas fueron sumergidas en la solucion de reaccion conteniendo XTT (2,3-Bis(2-
methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide inner salt) al 0.5
mM. Las muestras se infiltraron por 1 min y se incubaron a 30 °C por 5 h en
oscuridad. El medio de incubacion se colect6 centrifugando a 13000 rpm por 5 min
y se midi6o la absorbancia a 470 nm en un espectofotbmetro (Eppendorf,
Hauppauge. NY). La concentracion de superoxido se obtuvo a partir de las
absorbancias obtenidas y el coeficiente de extinciéon molar del H,O; (2.6 x 10*
M/cm).

4.10.5. Cuantificacion de poliaminas libres.

La cuantificacidon de PAs libres se llevd a cabo en plantulas de Arabidopsis no
inoculadas e infectadas con P. syrigae. Se pesaron 50 mg de tejido vegetal y se
traté con 150 uL de acido perclérico al 5%, se incub6 a 4°C en oscuridad por 24 h
y después se centrifugd a 5000 rpm durante 5 min. Se tomaron 60 pL del
sobrenadante y se adicionaron 6 pL del estandar interno HTD 0.1 mM. Se
agregaron 60 puL de Na,CO3 saturado para alcalinizar el extracto (es necesario un
pH alcalino para que la dansilacién se produzca) y 75 UL de cloruro de dansilo, y
se incub6 a temperatura ambiente en oscuridad por 24 h. La reaccion de
dansilacion se detuvo con prolina 100 mg/mL y se extrajeron los dansil derivados
con tolueno. Las muestras se secaron al vacio y se resuspendieron con
acetonitrilo. Para el analisis se empled una columna de C,g fase reversa de 40 cm.
La columna se equilibré con acetonitrilo/agua (70:30). Se trabajo con un flujo 1.5

mL/min.
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4.11. ACTIVIDAD ENZIMATICA DE POLIAMINA OXIDASAS.

Para determinar la actividad enzimatica se pesaron 200 mg de tejido vegetal y se
homogeniz6 con una solucién que contenia 0.2 M de buffer de fosfatos pH 7.0,y 1
mM de PMSF. Después se centrifugé y el sobrenadante se separé para su
posterior uso en la determinacién de la actividad AtPAO y para determinar el

contenido total de proteina.

La actividad AtPAO fue determinada por espectrofotometria. La mezcla de
reaccion contenia 0.2 M de buffer de fosfatos pH 7.0, 0.06 mg de peroxidasa de
rabanito, 100 uM de 4-aminoantipirina, 1mM de &cido 3,5-dicloro-2-
diclorobencensulfénico en un volumen total de 100 uL. La reaccién se llevé a cabo
adicionando 2 L del sustrato (Spm, Spd y NorSpd), y se incub6 por 2 min a 30 °C.
La actividad AtPAO se expresd en nKat/mg de proteina. La proteina total fue
determinada haciendo uso del método de Bradford, usando como estandar de

referencia la albumina de suero bovino (Bradford, 1976).
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5. RESULTADOS

5.1. Los genes AtPAO se expresan diferencialmente en la interaccion
Arabidopsis-Pseudomonas.

Para analizar los niveles de expresion de los genes AtPAO1L, AtPAO2, AtPAO3,
AtPAO4 y AtPAOS de A. thaliana en la interaccion con las bacterias Pseudomonas
syringae y Pseudomonas viridiflava, se inocularon plantas de A. thaliana con cada
una de las bacterias y se procesaron las muestras para realizar los ensayos de
expresion por gRT-PCR. Durante la interaccion A. thaliana-P. viridiflava se
observa que los cinco genes AtPAO se reprimen en todos los tiempos de
interaccidon analizados (Fig. 5a). Por el contrario, en la interaccion A. thaliana-P.
syringae se observa un incremento en la expresion de los genes AtPAO1 y
AtPAO2 a las 48, 72 y 96 h post-inoculacion (Fig. 5b). El gen AtPAO2 muestra el
mayor incremento (2.5 veces) en los niveles del transcrito a las 72h de interaccion,

con respecto al control no inoculado. A las 72 h también se observa un ligero
incremento en la expresion del gen AtPAOA4.
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Figura 5. Expresion de los genes AtPAO en interaccion A. thaliana- Pseudomonas. Se emple6 1 ug de
ARN total de plantulas de 15 dias de edad en interaccién con a) P. viridiflava y b) P. syringae pv. tomato
DC3000, a las 0, 24, 48, 72 y 96 h post-inoculacion. Se empled 1 pL de ADNc (aprox.100 ng) como molde
para la amplificacion de cada gen por gPCR en prescencia de SYBR-Green. La expresion de cada transcrito
se basé en el valor de ciclo umbral (CT) y se normalizé al gen de UBQ5 empleando el método 222CT |Los
datos son el resultado de la media de 3 réplicas bioldgicas + SD y el andlisis estadistico entre las lineas
mutantes y Col-0 se realiz6 de acuerdo a ANOVA de una via * p<0.05; **, p<0.01 y ***, p<0.001.
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5.2. Las lineas mutantes insercionales de T-DNA de los genes AtPAOly

AtPAO2 de Arabidopsis estan afectadas en la respuesta a

Pseudomonas.

Para determinar el papel de los genes AtPAO1 y AtPAO2 en la interaccion A.
thaliana-P. syringae se emplearon las lineas mutantes SALK 013026.56.x (Atpaol-
1) y SALK 049456.42.05.x (Atpao2-1) obtenidas del Instituto Salk. Estas lineas
mutantes se emplearon para generar una doble mutante Atpaol-1 x Atpao2-1. Los
resultados de la tipificacion de las lineas mutantes se muestran en la figura 6, en
cada caso la insercién del T-DNA fue validada con oligonucleétidos especificos
disefiados en los bordes del T-DNA y en el gen de interés que (Tabla 1). En la
figura 6 se muestra la presencia del T-DNA en las mutantes sencillas y la doble
mutante en los carriles 6, 9, 12 y 15 con un amplicén de 1300 pb. Este amplicon
fue obtenido con el oligonucleotido Salk5 y los oligonucleétidos FW especificos de
cada gen. En los carriles 5, 8, 11 y 14 se observa ausencia de amplificacion del
marco de lectura del gen de interés al emplear oligonucleétidos especificos de
cada gen, por lo tanto, se confirma la inserciébn del T-DNA. En el carril 2 se

muestra el amplicon generado por los oligonucleétidos especificos de AtPAOL en

el ecotipo parental Col-O0.
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Figura 6. Tipificacion de las lineas mutantes de poliamina oxidasas. Carril 1 marcador de peso molecular

1Kb, carriles 2-4 Col-0; carriles 5-7 mutante sencilla Atpaol-1; carriles 8-10 mutante sencilla Atpao2-1; carriles

11-16 doble mutante Atpaol-1 x Atpao2-1.
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5.3. Expresiéon de los genes AtPAO1 y AtPAO2 en las lineas mutantes
insercionales de T-DNA.

En las lineas mutantes sencillas (Atpaol-1 y Atpao2-1) y en la linea doble mutante
(Atpaol-1 x Atpao2-1) previamente tipificadas como positivas para insercion de T-
DNA se midieron los niveles de expresion de los genes AtPAOL1 y AtPAO2. En
cada caso se espera que la insercion afecte la expresion de los genes AtPAOL y
AtPAO2 respectivamente, y que se observen nulos o bajos niveles de expresion
de los genes AtPAOl1 y AtPAO2 con respecto al ecotipo control Col-0. En la
mutante Atpaol-1 los niveles de expresion de AtPAO1 son mucho menores a los
de Col-0, teniendo una represion de aprox. 3 veces. De igual manera para la linea
mutante Atpao2-1 los niveles de expresion de AtPAO2 se encuentran abatidos
respecto al control (15 veces) y para la linea doble mutante la expresion de
AtPAOL1l y AtPAO2 se encuentran por debajo de los niveles de expresion
observados en el ecotipo Col-0 (Fig. 7).
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Figura 7. Expresion de AtPAO1 y AtPAO2 en lineas mutantes. Se obtuvo ARN total de plantulas de Col-0,
las mutantes sencillas (Atpaol-1 y Atpao2-1) y la doble mutante (Atpaol-1 x Atpao2-1) de 15 dias de edad
para los analisis de expresion. Se empled 1 pL (aprox. 100 ng) de ADNc como molde para la amplificacion de
cada gen por qPCR en prescencia de SYBR-Green. La expresion de cada transcrito se basé en el valor de
ciclo umbral (CT) y se normalizé al gen de referencia PDF2 empleando el método 22°". Los datos son el
resultado de la media de 3 réplicas bioldgicas + SD y el andlisis estadistico entre las lineas mutantes y Col-0
se realizé de acuerdo a ANOVA de una via * p<0.05; **, p<0.01 y *** p<0.001.
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5.4. Determinacion del nimero de unidades formadoras de colonias en

las lineas mutantes Atpao infectadas con Pseudomonas syringae.

Para determinar el crecimiento de P. syringae en lineas mutantes de poliamina
oxidasas, se realiz6 el conteo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) en
plantulas de 15 dias de edad infectadas por 0, 24, 48 y 72 h con P. syringae.

En la figura 8a se muestran las UFC por planta para la mutante sencilla Atpaol-1y
como control Col-0. A las 72 h post-infeccion se observa una disminucién
significativa en el titulo de UFC en la mutante sencilla Atpaol-1 lo que sugiere que
esta mutante es mas resistente a la infecciobn que el ecotipo silvestre. Para la
mutante sencilla Atpao2-1 se observa un incremento en las UFC a las 48 h,
mientras que a las 72 h el numero de UFC en las mutantes es semejante al
ecotipo Col-0 (Fig. 8b).

En la figura 8c se observa que a las 72 h post-inoculacion la linea mutante Atpaol-
1 x Atpao2-1 es mas susceptible a la infeccién por P. syrigae ya que existe una
diferencia significativa en el crecimiento bacteriano el cual es mucho mayor al

observado en el ecotipo control.
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Figura 8. Crecimiento de Pseudomonas syringae en lineas mutantes de poliamina oxidasas. a) Atpaol-
1, b) Atpao2-1 y c) Atpaol-1 x Atpao2-1. El nimero de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) por planta
fueron evaluadas a las 24, 48 y72 h post-inoculacion. Los datos son el resultado de la media de 3 réplicas
biologicas + SD y el analisis estadistico entre las lineas mutantes y Col-0 se realizé de acuerdo a ANOVA de
dos vias * p<0.05; **, p<0.01 y *** p<0.001.

5.5. Cuantificacion de EROs en las lineas mutantes de los genes de

poliamina oxidasa en interaccién con Pseudomonas.

Se determin6é de manera cuantitativa el contenido de peroxido de hidrégeno en las
lineas mutantes Atpaol-1, Atpao2-1 y Atpaol-1 x Atpao2-1, asi como en el ecotipo
silvestre Col-0 en plantulas de 15 dias de edad, no inoculadas e inoculadas con P.
syringae. En la figura 9, se muestra el contenido de H,O, en plantulas de las
lineas mutantes y el ecotipo silvestre no inoculadas. Es de llamar la atencién que
la concentracion de H,O, en las lineas mutantes sencillas Atpaol-1 y Atpao2-1
incrementa 3 veces con respecto a Col-0 (Fig 9), mientras que la linea doble
mutante (Atpaol-1 x Atpao2-1) presenta concentraciones semejantes a las de Col-
0 (Fig 9).
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Figura 9. Determinacion cuantitativa de H>O en lineas mutantes de poliamina oxidasas. Se determiné el
H20; en plantulas de 15 dias de edad de Col-0 (control), Atpaol-1, Atpao2-1 y Atpaol-1 x Atpao2-1. Los
datos son el resultado de la media de 3 réplicas bioldégicas +SD y el andlisis estadistico entre las lineas
mutantes y Col-0 se realiz6 de acuerdo a ANOVA de una via p<0.05; **, p<0.01 y ***, p<0.001.

Posteriormente, se evalué el contenido de H,O, en plantulas inoculadas con P.
syringae a las 24, 48 y 72 h post-infeccion. En el ecotipo silvestre Col-0, se
observa que los niveles de H,O, van incrementando conforme avanza la infeccion,
alcanzando las concentraciones mas altas a las 48 y 72 h (Fig. 10). En el caso de
las linea mutante sencilla Atpaol-1 se observa que a las 24h de infeccién
presenta concentraciones de H,O, similares a las de Col-0, sin embargo, a las 48
y 72 h el contenido de H,O, es menor al alcanzado por Col-0. En la mutante
Atpao2-1 se observa que las concentraciones de H,O, son similares a las de Col-0
a las 24 y 72 h de infeccion, mientras que a las 48 h los niveles de H,O, son
menores a los de Col-0. Finalmente, la linea doble mutante Atpaol-1 x Atpao2-1
tiene un comportamiento semejante al de la mutante sencilla Atpao2-1 en el que la
concentracion de H,O, son similares a los observados en Col-0 a las 24 y 72 h,

mientras que a las 48 h son menores que Col-0.
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Figura 10. Determinacién cuantitativa de peréxido de hidrégeno en lineas mutantes de poliamina
oxidasas en interaccion con P. syringae. Se determiné el contenido de H,O- de hidrégeno a los tiempos de
0, 24, 48 y 72 h de Col-0 (control), Atpaol-1, Atpao2-1 y Atpaol-1 x Atpao2-1 en interaccion con P. syringae.
Los datos son el resultado de la media de 3 réplicas bioldgicas +SD y el andlisis estadistico entre las lineas
mutantes y Col-0 se realizé de acuerdo a ANOVA de dos vias p<0.05; **, p<0.01 y *** p<0.001.

Una observacion interesante es que conforme transcurre la infeccién, las mutantes
sencillas Atpaol-1y Atpao2-1 dificilmente alcanzan concentraciones mayores de
H.O, mayores a los observados en estas mismas plantas sin inocular con la

bacteria.

Ademas del H;O, se determiné el contenido del i6n radical superéxido (O27) en
lineas mutantes sencillas (Atpaol-1 y Atpao2-1), en la doble mutante (Atpaol-1 x
Atpao2-1) y en el ecotipo silvestre Col-0 en plantulas de 15 dias de edad
infectadas y no inoculadas con P. syringae. Como se muestra en la figura 11, el
contenido del O;” es mayor en la linea mutante Atpao2-1 que en el control en
plantas no inoculadas con la bacteria, e incrementa significativamente a las 24 y
72 h post-infeccion. En la mutante Atpaol-1 el contenido de O, incrementa
significativamente a las 48 y 72 h post-infeccion; esta mutante no muestra cambios
significativos en el contenido de esta especie reactiva con respecto al control en

plantas no inoculadas. Finalmente la linea doble mutante muestra concentraciones
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similares a las de Col-0 a las 0y 24 h, y concentraciones inferiores a las 48y 72 h

post-infeccion.
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Figura 11. Determinacidon cuantitativa del i6n radical super6xido en lineas mutantes de poliamina
oxidasas en interaccion con P. syringae. Se determiné el superdxido a los tiempos de 0, 24, 48y 72 h de
Col-0 (control), Atpaol-1, Atpao2-1 y Atpaol-1 x Atpao2-1 en interaccion con P. syringae. Los datos son el
resultado de la media de 3 réplicas bioldgicas + SD y el analisis estadistico entre las lineas mutantes y Col-0
se realizé de acuerdo a ANOVA de dos vias p<0.05; **, p<0.01 y *** p<0.001.

5.6. Deteccion histoquimica de EROs en las lineas mutantes de

poliamina oxidasas.

El andlisis histoquimico se realizé para detectar O,y H,O, en plantulas de 15 dias
de edad en Col-0 y las lineas mutantes Atpao con y sin infeccion. En la figura 12
se muestra la deteccién histoquimica de H,O, en las lineas mutantes sencillas
(Atpaol-1 y Atpao2-1) y la linea doble mutante (Atpaol-1 x Atpao2-1) en plantas
de 15 dias de edad no inoculadas con la bacteria. Se observa que en las mutantes
sencillas hay una mayor sefial de produccién de H,O; In situ principalmente en los

cotiledones, asi mismo, se observa como la doble mutante presenta una menor
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seflal comparando con las mutantes sencillas, y muy similar al ecotipo silvestre
Col-0.

Hoja verdadera Cotiledon Meristemo apical Collete

Col-0

Atpaol-1

Atpao2-1

Atpaol-1
X
Atpao2-1

Figura 12. Deteccidn histoquimica de H20- en las lineas mutantes de Atpao. Se muestran tejidos de la
parte aérea de plantulas de Arabidopsis de 15 dias de edad, la hoja verdadera, el cotiledén, el meristemo
apical y el collete. Col-0, las mutantes sencillas Atpaol-1 y Atpao2-1 y la doble mutante Atpaol-1 x Atpao2-1.
Las plantulas se tifieron con DAB (3,3-diaminobencidina) para la deteccién in situ de H,O; el cual se observa

de color marrén. Las imagenes son representativas de 3 experimentos independientes.

En cuanto a la determinacion histoquimica del i6n radical O,” no se observan
significativas diferencias entre el control y las lineas mutantes en plantas no
inoculadas. En plantas infectadas, se observa que se conforme van transcurriendo
las horas post-infeccion, hay regiones con sefales localizadas de la produccion In
situ del radical superéxido (Fig. 13). En el caso de la mutante Atpaol-1 podemos
observar como se localiza el i6n radical superoxido en la periferia de la hoja, asi

mismo para la doble mutante Atpaol-1 x Atpao2-1 la cual presenta un patrén
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similar al de Atpaol-1. En la linea mutante Atpao2-1 se observa que también hay
una localizacion muy particular del radical superoxido en la hoja, teniendo sitios

con una mayor intensidad en el centro de la hoja (Fig. 13).

Col-0 Atpaol-1 Atpao2-1 Atpaol-1 x Atpao2-1

Oh

24h

48 h

72 h

Figura 13. Deteccidn histoquimica del ion radical superoxido en interaccion de las lineas mutantes de
Atpao con P. syringae. Se muestran hojas verdaderas de plantulas de las mutantes sencillas Atpaol-1y
Atpao2-1, la doble mutante Atpaol-1 x Atpao2-1y Col-0 a las 0, 24, 48 y 72 h post-infeccién. Las plantulas se
tiieron con NBT (nitro azul de tetrazolio) para la deteccién in situ de superéxido el cual se observa de color
azul. Las imagenes son representativas de 3 experimentos independientes.

Las tinciones histoquimicas nos indican que las concentraciones de las especies
reactivas H,O; y el O’; se encuentran alteradas en las lineas mutantes Atpao. En
base a este resultado se determinaron los niveles de expresion de genes gque
codifican para enzimas que son importantes en la produccidon de las especies
reactivas de oxigeno como la NADPH oxidasa (AtRBOHD y AtRBOHF) y las
peroxidasas de pared de clase Il (PRX33 y PRX34). Se observa que los genes
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AtRBOHD y AtRBOHF se encuentran inducidos en la linea doble mutante Atpaol-
1 x Atpao2-1 a las 72 h post-infeccion mostrando un incremento de 4 y 1.6 veces
respecto al control. En la mutante Atpao2-1 aumenta la expresion de AtRBOHD 3
veces (Fig. 14). En la mutante sencilla Atpaol-1 incrementa la expresion del gen
PRX33 1.5 veces (Fig. 14).
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Figura 14. Expresién de los genes AtRBOHD, AtRBOHF, PRX33 y PRx34 en lineas mutantes. Se obtuvo
ARN total de plantulas de Col-0, las mutantes sencillas (Atpaol-1y Atpao2-1) y la doble mutante (Atpaol-1 x
Atpao2-1) de 15 dias de edad para los analisis de expresion. Se emple6 1 pL (aprox. 100 ng) de ADNc como
molde para la amplificacion de cada gen por qPCR en prescencia de SYBR-Green. La expresion de cada
transcrito se basoé en el valor de ciclo umbral (CT) y se normalizé al gen de referencia UBQ5 empleando el

-AACT

método 2 . Los datos son el resultado de la media de 3 réplicas bioldgicas + SD y el andlisis estadistico

entre las lineas mutantes y Col-0 se realizé de acuerdo a ANOVA de una via * p<0.05; **, p<0.01 y ***,
p<0.001.

Cuantificacion de niveles de PAs y actividad enzimatica PAO, en las lineas

mutantes Atpao.

Los niveles de PAs se determinaron de manera cuantitativa en plantulas de 15
dias del ecotipo silvestre Col-0 y de las lineas mutantes Atpaol-1, Atpao2-1 y
Atpaol-1 x Atpao2-1 en interaccion con P. syrigae a las 0, 24, 48 y 72 h post-
infeccion. En la figura 15a se observa un incremento gradual en el contenido de

Put conforme avanza el proceso de infeccion, este incremento es indicador de que
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las plantas se encuentran infectadas. El perfil de Put es similar entre Col-0 y las
las lineas mutantes Atpao. Para la Spd (fig. 15b) se observa que los niveles de
esta poliamina no presentan cambios significativos en las lineas mutantes con
respecto a Col-0 en el transcurso de la infeccion, de igual forma para la Spm (Fig.
15c).
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Figura 15. Contenido de PAs en las lineas mutantes Atpao en la interaccién con P. syringae. Se
determind el contenido de PAs: a) Put, b)Spd y c)Spm a las 0, 24, 48 y 72 h post-inoculacion de Col-0
(control), Atpaol-1, Atpao2-1y Atpaol-1 x Atpao2-1 con P. syringae.

Posteriormente, se midio la actividad enzimatica PAO en las lineas mutantes
Atpao de 15 dias de edad para Spm, Spd y Nor-Spd. Se observa que para el
sustrato Spm, la actividad enzimatica disminuye en las lineas mutantes sencillas
(Atpaol-1y Atpao2-1) y en la linea doble mutante (Atpaol-1 x Atpao2-1) (Fig. 16).
Respecto a la Spd no existe diferencia significativa en la actividad enziméatica
respecto al ecotipo silvestre Col-0 y para Nor-Spd se observa una disminucién de
la actividad enzimatica para Atpaol-1 x Atpao2-1 (Fig. 16).
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Figura 16. Actividad enzimética PAO en las lineas mutantes Atpao. Se determind la actividad enzimatica
en plantulas de 15 dias de edad de Col-0 (control), Atpaol-1, Atpao2-1 y Atpaol-1 x Atpao2-1. Los datos son
el resultado de la media de 3 réplicas bioldgicas + SD. El andlisis estadistico entre las lineas mutantes y Col-0
se realizé de acuerdo a ANOVA *, p<0.05; **, p<0.01 y ***, p<0.001.

5.7. Construcciones para la sobreexpresion de los genes AtPAO1 y
AtPAO2 en Arabidopsis.

Para obtener las construcciones para la sobreexpresion de los genes AtPAOL y
AtPAO2, se amplifico el marco de lectura de estos dos genes y se clonaron en el
vector de entrada p-Enter-D-Topo para ser replicado en la bacteria
guimiocompetente E. coli TOP 10. Después se recombiné en el vector destino p-
EarleyGate201 y se obtuvieron las construcciones 35S::AtPAO1 y 35S::AtPAO2
para sobreexpresar estos genes AtPAO e incrementar su actividad en citoplasma
y peroxisoma (Fig.17). Se obtuvo una construccion adicional, 35S::AtPAO2SPS,
para sobreexpresar AtPAO2 sin el péptido sefal que la localiza en el peroxisoma,
con esto se pretende que la enzima se localice en citoplasma y analizar el fenotipo

resultado de la sobreexpresion de una PAO de peroxisoma (Fig. 17).
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Figura 17. Construcciones para la sobreexpresién de genes AtPAO en A. thaliana. Las construcciones
se realizaron en el vector de expresion pEarleyGate201, para a) 35S:AtPAO1, b) 35S:AtPAO2 y c¢)

35S::AtPAO2SPS sin péptido sefial. Este vector contiene los siguientes elementos: BAR (gen resistencia a

BASTA), el promotor 35S, la etiqueta HA (hemaglutinina) y el terminador OCS (octopina sintasa). El cassete

de resistencia es hacia el herbicida BASTA.

Una vez obtenidas las construcciones, estas fueron verificadas por PCR y

secuenciadas por ambas cadenas. Posteriormente, cada construccion se transfirié

a la cepa de Agrobacterium tumefaciens GV2260. Una vez seleccionadas las

colonias resistentes, se realiz6 un PCR de colonia con los oligonucleétidos

especificos del gen, para comprobar la presencia del transgen (Fig. 18). De las

dos clonas obtenidas para cada construccion, las dos contienen la construccion.
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Figura 18. Amplificacién de los genes AtPAOl y AtPAO2 a partir de colonias resistentes de A.
tumefaciens. En el primer carril de las dos figuras (a y b) se muestra el marcador de peso molecular. Para a)

AtPAOL1 y b) AtPAO2 se muestra la amplificacion con los oligonucledtidos especificos de cada gen.

Estas cepas de Agrobacterium transformadas con la construccion
correspondiente, se emplearon para transformar las plantas de Arabidopsis

ecotipo Col-0 para la obtencién de semilla y continuar con la seleccién hasta

obtener lineas homocigotas.
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6. DISCUSION DE RESULTADOS.

El estudio de las PAs ha tomado importancia por su indispensable participacion en
diferentes procesos de desarrollo y en la respuesta al estrés en plantas. En los
altimos afos ha surgido un notorio interés por el estudio de las PAs en cuanto a su
regulacion, especificamente la regulacion dada por el catabolismo de las mismas.
Este proceso es mediado por las enzimas amina oxidasas (DAOs y PAOs), las
cuales son importantes en diversos eventos fisioldgicos y de desarrollo, asi como
en la respuesta al estrés abidtico y bidtico. Se ha sugerido que el H,O, generado
como producto durante la degradacion de PAs superiores en fracciones de
oxidacion catalizadas por las enzimas PAO, constituye una molécula de
sefalizacion que media la respuesta de las PAs como reguladores de crecimiento.
En el presente trabajo se explica la participacion de poliamina oxidasas de
Arabidopsis con diferente localizacion intracelular, en la interaccién con
Pseudomonas syringae. Como herramienta se emplean tres lineas mutantes de
poliamina oxidasas, dos mutantes sencillas (Atpaol-1 y Atpao2-1) y una mutante
doble (Atpaol-1 x Atpao2-1).

Como primer enfoque, se analizo el perfil de expresion de los genes AtPAO en
hojas de plantas de Arabidopsis inoculadas con bacterias del género
Pseudomonas. En el caso particular de la interaccion Arabidopsis-P. viridiflava los
cinco genes AtPAO se encuentran reprimidos en todos los tiempos de infeccién
analizados. En caso contrario, en la interaccién Arabidopsis-P. syringae se
observa que los genes AtPAO1 Y AtPAO2 se expresan desde las 48 h post-
infeccion. Estos resultados sugieren diferencias en el reconocimiento y respuesta
de la planta ante diferentes especies del género Pseudomonas. De manera
interesante, nuestros resultados se relacionan con lo publicado recientemente por
Lou y colaboradores (2016), donde al medir la expresion de las cinco AtPAO en
interaccion con P. syringae, encuentran que AtPAO1 y AtPAO2 se expresan a
partir de las 24 h post-infeccion. Cabe mencionar que el método de infeccion que
se utilizo en este trabajo y el trabajo ya publicado, es diferente. En este trabajo se

inocularon plantas de 15 dias de edad de una forma mas natural con ayuda de un
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surfactante (MgCl,) y en el trabajo antes mencionado se infiltraron plantas de 3
semanas de edad con una jeringa. La infiltracion ocasiona un dafio mecéanico y
podria afectar los tiempos de induccidon de un gen en particular. Las poliamina
oxidasas responden a dafio mecéanico, en particular el gen ZmPAOL. En plantas
transgénicas de Nicotiana tabacum que sobreexpresan ZmPAO1, se observo que
este gen y la enzima codificada, la cual tiene una localizacién extracelular en
apoplasto, responden a dafio mecanico en células del mesocotilo. Los autores
muestran que un incremento en la produccion de H,O, durante el catabolismo de
PAs, va de la mano con un aumento en la lignificacion de la pared celular,
sugiriendo un papel importante para las poliamina oxidasas en respuesta a dafo

mecanico y recuperacion del tejido posterior al dafio (Tisi et al. 2008).

Derivado de los resultados obtenidos en los analisis de expresion, se decidid
evaluar la participacion de las poliamina oxidasas AtPAO1 y AtPAO2 en la defensa
y respuesta de Arabidopsis ante P. syringae. Para ello se emplearon las lineas
mutantes insercionales de T-DNA sencillas y dobles: Atpaol-1, Atpao2-1 y
Atpaol-1 x Atpao2-1. El primer ensayo consistid en determinar si existe variacion
en el numero de unidades formadoras de colonias (UFC) encontradas en plantas
silvestres y mutantes inoculadas con Pseudomonas. Se observé que la mutante
sencilla Atpao2-1y la mutante doble Atpaol-1 x Atpao2-1 son mas susceptibles a
la infeccién por P. syringae, mostrando un incremento en el nimero de UFC. En
cambio la mutante Atpaol-1 muestra mayor resistencia a la infeccion respecto al
ecotipo silvestre Col-0. La diferencia entre los genes AtPAO seleccionados es la
localizacion intracelular de la proteina codificada, AtPAO1L en citoplasma y AtPAO2
en peroxisoma. En este sentido, el fenotipo particular de cada linea puede estar
relacionado con el sustrato que cataboliza cada PAO, su localizacion intracelular y
al papel principal que realiza, ya sea catabolismo terminal o de interconversion.
Los ensayos realizados para determinar la actividad enziméatica PAO en estas
lineas mutantes muestran una disminucion significativa en la actividad enzimatica
AtPAO, en particular hacia el sustrato Spm. En este sentido se reportdo que al
inhibir la actividad enzimatica AtPAO con SL-1106 (el cual es un anéalogo
estructural de PAs), existe un incremento en la susceptibilidad de Arabidopsis a la
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infeccion por P. viridiflava (en comparacion a plantas no tratadas con el inhibidor)
(Gonzalez et al. 2011). Estos autores demuestran que niveles elevados de Spm
asi como la actividad PAO son importantes para la resistencia al patdogeno. El
efecto del inhibidor SL-1106 sobre la interaccion puede explicar en parte lo que
observamos en la linea doble mutante (Atpaol-1 x Atpao2-1), la cual muestra una
mayor susceptibilidad a la infeccibn por P. syringae y como se menciono
previamente, una menor actividad enzimatica AtPAO, en especifico una menor

actividad de degradacion de Spm.

Es de gran relevancia tomar en cuenta el estilo de vida del patégeno, en esta
situacion P. syringae es una proteobacteria caracterizada por tener dos estilos de
vida interconectados de manera espacial y temporal. Una etapa inicial epifitica, en
la que la bacteria coloniza a la superficie sana de la hoja y posteriormente, una
etapa endofita en la que la bacteria se internaliza en el apoplasto. En términos de
patogenicidad, P. syringae es considerada una bacteria hemibiotréfica, lo que
implica que al inicio de la infeccibn se comporta como un patdgeno biotrofico, el
cual no dafa a la célula para poder nutrirse. Sin embargo, al final de la infeccién,
cuando la bacteria alcanza el pico poblacional en el apoplasto, ésta se comporta
como un patdgeno necrotréfico el cual ocasiona muerte celular y necrosis del

tejido vegetal para poder nutrirse (Melotto et al. 2008).

Como se ha descrito ampliamente, las plantas responden a patégenos con estilos
de vida variados (biotrofico, necrotréfico y hemibiotréfico) mediante la activacion
de diferentes rutas de sefalizacion encabezados por fitohormonas. Esta
sefalizacion activa genes de defensa y genera una respuesta que puede tener
fenotipos de resistencia o susceptibilidad al estrés. Las principales fitohormonas
descritas en estrés biético como el acido salicilico, etileno, y los jasmonatos
pueden inducir de manera positiva la transcripcién de los genes PAO. Por ejemplo
los promotores de poliamina oxidasas de maiz (ZmPAO1-6) contienen cajas
regulatorias de respuesta a fitohormonas (ABA, metil jasmonato, etileno, entre
otras) (Jasso-Robles et al. 2016). En Citrus sinensis también se reporté la

presencia de elementos regulatorios ABRE, ERE, TCA, GARE. etc, en los
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promotores de los genes CsPAO, lo que reitera que estos genes son regulados
por fitohormonas como ABA, etileno, acido salicilico y giberelinas (Wang y Liu,
2015). En la interaccion Arabidopsis-Pseudomonas, una de las vias de
sefalizacion mas estudiada es la mediada por acido salicilico (en defensa) y la
mediada por ABA (en el cierre de estomas), es probable que estas vias activen a
los genes AtPAO como parte de la respuesta de defensa (Melotto et al. 2008). Es
bien sabido que las PAs pueden regular canales i6nicos y que de esta manera
pueden participar en la regulacion de la apertura estomatica. Es probable que las
diferencias en susceptibilidad en las lineas mutantes Atpaol-1, Atpao2-1 y
Atpaol-1 x Atpao2-1 pueda deberse a cambios en la apertura estomatica que
afecten al ingreso de la bacteria al apoplasto. Esta posibilidad queda como una

perspectiva a explorar.

Por otro lado, la variacion en el contenido de EROs en las lineas mutantes Atpao,
es otro pardmetro que puede afectar la susceptibilidad de las mismas a la
infeccion. Por ejemplo, la linea doble mutante (Atpaol-1 x Atpao2-1) es mas
susceptible a la infeccion comparado con el ecotipo silvestre Col-0. En plantas no
inoculadas muestra un contenido de H,O, semejante a Col-0, esto se determiné de
manera cuantitativa y mediante un andlisis histoquimico. Sin embargo, en la
interaccidon, esta linea mutante no alcanza los niveles de H,O, del ecotipo
silvestre, especialmente a las 48 y 72 h tiene un contenido significativamente
menor, 1o que puede explicar en parte su susceptibilidad a Pseudomonas. En el
caso de las mutantes sencillas (Atpaol-1 y Atpao2-1) se observa que las plantas
no inoculadas presentan concentraciones mayores de H,O, (3 veces mas que una
planta silvestre). En la interaccién con Pseudomonas, estas lineas mutantes casi
no incrementan su contenido de H,O,. es probable que un contenido inicial de
H.O, elevado sea suficiente para frenar la infeccion. En 2016 Sagor y
colaboradores, miden la produccién de H,O, y el radical O," en lineas mutantes
sencilla Atpaol-2 y Atpao5-2, y en la linea doble mutante Atpaol-2 x Atpao5-2, y
se muestra que el contenido de H,0; y el radical O, esta disminuido en la doble
mutante (Atpaol-2 x Atpao5-2) respecto a las mutantes sencillas y el ecotipo

silvestre Col-0. Esta informacién puede explicar los resultados obtenidos
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previamente mencionados, ya que la doble mutante Atpaol-1 x Atpao2-1 presenta
concentraciones disminuidas o0 semejantes de estas especies reactivas de
oxigeno respecto al ecotipo silvestre Col-0. Se puede sugerir que al ser lineas
mutantes de dos genes AtPAO, y que la actividad enzimatica se encuentra
abatida, se ven disminuidos los niveles de estas especies. Esta informacion es
importante ya que se ha demostrado que el H,O, puede tener funciones y blancos
diferentes en la célula vegetal, dependiendo del espacio intracelular donde se
genere (Swelam et al. 2014). La linea doble mutante Atpaol-2 x Atpao5-2
presenta una tolerancia al estrés hidrico y salino, se sugiere que es por una baja
de EROs en esta linea especificamente ya que se encuentran mutados los genes
AtPAO que codifican para las poliamina oxidasas que se localizan en citoplasma
(Sagor et al. 2016). En la linea doble mutante que se emplea en este trabajo los
genes de poliamina oxidasas que se encuentran mutados son AtPAO1 la cual se

localiza en citoplasma, y AtPAO2 que se le ubica en peroxisoma.

En la interaccidon Arabidopsis-P. syringae se ha descrito la participacién de genes
y enzimas involucradas en la produccion de EROs, principalmente la produccion
de H,O,, como es el caso de las enzimas homoélogas entre mamiferos y plantas
NADPH-oxidasas y las enzimas de pared peroxidasas (PRX33 y PRX34). Se ha
reportado que en el caso de los genes que codifican para RBOH, los genes que se
expresan en la interaccion Arabidopsis-P. syringae son RBOHD y RBOHF de los
10 que existen en Arabidopsis (Jones y Dangl 2001; Torres et al. 2002; Torres y
Dangl 2005). RBOHD es una enzima importante en la produccion de H,O, asi
como las PAOs también tienen un aporte importante en la produccién de H,O; en
interacciones planta-patdgeno (Jasso-robles et al. 2016). En la interaccién
Arabidopsis-P. syringae la RBOHD y RBOHF se encuentran desreguladas en las
tres lineas mutantes principalmente en la mutante Atpao2-1 donde RBOHD esta
aumentada en la expresion y lo que puede sugerir los niveles altos del radical Oy~
y por ende de H,O, Las peroxidasas son enzimas que principalmente catabolizan
el H,O, a H,0. Existen 73 genes que codifican para las peroxidasas de clase llI,
algunas enzimas de esta familia como son las peroxidasas apoplasticas (PRX33 y

PRX34) que en lugar de catabolizar, tienen la capacidad de generar H,O,. En la
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linea mutante Atpaol-1 la PRX33 se encuentra aumentada en su expresion, este
resultado puede explicar los niveles altos de H,O; en esta linea mutante asi como
la resistencia a la infecciébn por P. syringae ya que el H,O, que genera esta
peroxidasa es extracelular y de acuerdo con Moschou y colaboradores en 2010, la
generacion del H,O, como resultado de la sobreexpresion de ZmPAO1 en el

apoplasto, confiere resistencia a tabaco a la infeccion por P. syringae.

Respecto a los niveles de PAs libres en las lineas mutantes y el ecotipo silvestre
Col-0 en interaccion con P. syringae no existen cambios significativos lo cual se
puede discutir en relacion al catabolismo de interconversion que se puede estar
llevando a cabo como una manera de homeostasis en los niveles de PAs. En lo
relacionado al contenido de Put, existe un incremento evidente en el transcurso de
la infeccién. Este resultado concuerda con lo reportado en otros trabajos de
interaccidon planta-microorganismo, por ejemplo en la interaccion maiz-U. maydis
donde los niveles de Put se encuentran aumentados en tumores de maiz

inducidos por el hongo (Rodriguez-Kessler et al. 2008; Jasso-Robles et al. 2016).
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7. CONCLUSIONES

Las poliamina oxidasas de Arabidopsis thaliana se expresan diferencialmente
durante la interaccion con bacterias del género Pseudomonas. De la familia de
genes AtPAO, AtPAOl y AtPAO2 estan implicados en la interaccion con P.
syringae ya que la perdida de funcién de estos genes compromete la respuesta de
la planta. La mutante sencilla Atpaol-1 es mas resistente a la infeccién por P.
syringae y tiene un mayor contenido de H,O,. La mutante Atpao2-1 presenta
titulos bacterianos semejantes a los observados en Col-0, aunque el contenido de
EROs es mayor. Asi mismo la linea doble mutante Atpaol-1 x Atpao2-1 es mas
susceptible a la infeccion por P. syringae, presentando una disminucion
significativa en la produccién de H,O, y O;". La actividad enzimética PAO
disminuye en las lineas mutantes, en particular su capacidad por degradar Spm.
Como consecuencia se observa una desregulacion en la produccién de H,O, y de
otros genes implicados en la sintesis de O,” como la NADPH oxidasa. Nuestros
resultados sugieren que existe una relacién entre el catabolismo de PAs y la
actividad de la enzima NADPH oxidasa. Ademas, se resalta la importancia del
catabolismo intracelular de PAs y la produccién de H,O, como actores importantes
en la sefalizacion intracelular y la posible regulacion de la respuesta al estrés

biético mediada por EROs.
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8. PERSPECTIVAS

Seleccionar las plantas sobreexpresantes 35S:AtPAOL, 35S:AtPAO2 vy
35S:AtPAO2SPS.

Medir niveles de PAs conjugadas en las lineas mutantes Atpao en la interaccion
Arabidopsis-Pseudomonas.

Realizar ensayos histoquimicos y de cuantificacibn de EROs utilizando un
inhibidor especifico para PAOSs.
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