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Resumen

En la naturaleza, las interacciones entre plantas y patdgenos son muy recurrentes,
por ende, las plantas han generado sofisticados mecanismos de defensa, que se
activan tras el reconocimiento del patégeno e inducen la produccion de una gran
variedad de proteinas y metabolitos. Dentro de estos ultimos se encuentran las
poliaminas (PAs), que son compuestos alifaticos policationicos presentes en todos
los organismos vivos. Las PAs participan en procesos importantes como la
proliferacion, el desarrollo y el crecimiento celular. Ademas, durante la interaccion
planta-patdégeno las PAs contribuyen a la defensa al favorecer la biosintesis de
fitohormonas como el acido jasménico, estimular la expresion de genes como
AtNHL10 que induce la respuesta hipersensible (HR) y, tras conjugarse con acidos
hidroxicinamicos, generar compuestos antimicrobianos. Adicional a lo anterior, al
catabolizarse generan peréxido de hidrégeno, un componente esencial en el
desarrollo de la respuesta inmune.

En general, los niveles de PAs incrementan en el sitio de infeccion, al
favorecerse su biosintesis; sin embargo, se desconoce aun como contribuye el
transporte de PAs a esta acumulacién y en general a la respuesta de defensa de la
planta. Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo es evaluar la participacion de
los transportadores de PAs de la familia AtPUT en A. thaliana en respuesta al estrés
biético inducido por Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (Pst).

Para cumplir con este objetivo, se caracterizaron lineas mutantes
insercionales de T-DNA de los cinco genes AtPUT de Arabidopsis. Tras el desafio
con Pst, las lineas mutantes mostraron un fenotipo de resistencia al patdgeno en
comparacion al ecotipo silvestre. Ademas, las lineas mutantes presentaron un
incremento en la produccién del anion radical superéxido (O2™) y cambios en la
expresion del gen PR-1, un marcador importante de la via del acido salicilico. De
manera interesante, la linea mutante Atput2-1, present6 un abatimiento de la
respuesta sistémica adquirida, cuando se reinoculé en hojas distales con Pst. En
conjunto, los resultados obtenidos indican que el transporte de PAs es
determinante en el desenlace de la interaccion Arabidopsis-Pst.

Palabras clave: Transportadores de poliaminas, Pseudomonas, Arabidopsis.



Abstract

The interactions between plants and pathogens are very recurrent in nature,
therefore, plants have generated defense mechanisms, which are activated after
recognition of the pathogen and induce the production of multiple proteins and
metabolites, such as polyamines (PAs). PAs are polycationic aliphatic compounds
present in all living organisms. PAs participate in important processes such as cell
proliferation, plant growth and development. Furthermore, during plant-pathogen
interactions, PAs contribute to defense through stimulation of phytohormone
biosynthesis (i.e. jasmonic acid), regulation of gene expression (i.e., AtNHL10 that
induces the hypersensitive response) and, by conjugation with hydroxycinnamic
acids, acting as antimicrobial compounds. Also, when catabolized they generate

hydrogen peroxide, an essential signaling molecule for defense responses.

In general, PAs levels increase at the site of infection by de novo sintesis;
however, it is still unknown how PA transport contributes to this accumulation and,
in general, to the defense response of the plant. In this sense, the objective of the
present work is to evaluate the participation of the Arabidopsis thaliana AtPUT family
of PA transporters of in response to the biotic stress induced by Pseudomonas

syringae pv. tomato DC3000 (Pst).

We characterized insertional T-DNA mutant lines of the five Arabidopsis
AtPUT genes. In response to Pst inoculation, all the mutant lines showed a pathogen
resistance phenotype compared to the wild ecotype. Furthermore, the mutant lines
showed an increase in the production of the superoxide anion radical (O2™) and
changes in the expression of the PR-1 gene, an important marker of the salicylic
acid pathway. Interestingly, the mutant line Atput2-1 was unable to induce SAR
when it was re-inoculated in distal leaves with Pst. Taken together, the results
obtained indicate that the transport of PAs is decisive in the outcome of the
Arabidopsis-Pst interaction.

Keywords: Polyamine transporters, Pseudomonas, Arabidopsis
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I. INTRODUCCION

La domesticacion de cultivos no solo marcé el origen de la agricultura, sino la
transicion de la actividad humana del nomadismo al sedentarismo. A partir de ese
momento, la alimentacion humana se basd, en gran medida, en la produccion
agricola. A la fecha, el patrén de dependencia de la agricultura como fuente de
alimentos no ha cambiado. Ademas, a pesar de la evolucion en la produccién
agricola de un modelo tradicional a uno industrializado, aun persisten problemas
como las enfermedades de las plantas, mismos que dafian la cantidad y la calidad
de los cultivos. Es asi como los patégenos que infectan las plantas y los métodos
para controlarlos se convirtieron en tema de estudio (Purayannur et al., 2017).
Hasta ahora, los agentes quimicos como pesticidas y fungicidas son los preferidos
en el control de plagas y patégenos. Sin embargo, la contaminacién que generan,
no solo en el sitio de aplicacién sino al medio ambiente en general, en conjunto con
la gran cantidad de reportes que informan sobre afectaciones a la salud de las
poblaciones humanas cercanas a los sitios de uso, han hecho que su aplicacion
sea controversial.

A modo de crear métodos de control de enfermedades agricolas que sean
mas amigables con el ambiente y la salud, con una eficacia igual o mayor que los
métodos utilizados hasta ahora, existe un creciente interés por el desarrollo de
estrategias destinadas a crear cultivos con una mayor tolerancia a las
enfermedades que permitan mejorar la produccion agricola. Situacion que se vuelve
cada vez mas necesaria ante una creciente demanda de alimentos por una
poblacién mundial en rapida expansion. Sin embargo, ademas de las caracteristicas
en la tolerancia al estrés, se pretende que las estrategias utilizadas no disminuyan
o afecten las caracteristicas organolépticas del producto y mucho menos sus
cualidades nutritivas, sino por el contrario, mantengan su sabor y posean una
nutricion mejorada.

Uno de los candidatos principales, que cumple con la mayoria de estos
requisitos, es la modulacion de los niveles de poliaminas (PAs). Ya que, existen
multiples reportes donde se encontré que manipular las vias de sefalizacion que

conducen a modificaciones en los niveles de PAs en las células vegetales, tiene
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éxito en mejorar el crecimiento y desarrollo de las plantas. Ademas, esta
manipulacion especifica, conducia a favorecer la respuesta al estrés, tanto biotico
como abidtico (Alcazar y Tiburcio, 2014). Esta diversidad de funciones deriva en
parte de la capacidad de las PAs para interactuar con sitios cargados
negativamente en moléculas tales como acidos nucleicos, proteinas y lipidos.
También se deriva de su capacidad para conjugarse con una variedad de
macromoléculas, como compuestos fendlicos y proteinas. Ademas, se ha
descubierto que algunos productos del catabolismo de las PAs desempeifian
funciones de sefalizacion criticas en una variedad de procesos fisioldgicos,
celulares y de desarrollo (Masson et al., 2017). Sin embargo, y muy a pesar de lo
gue se conoce, queda mucho por dilucidar acerca de estos procesos con el fin de
permitir el desarrollo de mejores estrategias destinadas a disefar plantas con mayor
tolerancia al estrés y un crecimiento mejorado.

Hasta ahora, se reconocen cuatro procesos metabdlicos que participan en la
regulacion de los niveles de PAs: biosintesis, catabolismo, conjugacién y transporte.
Ahora bien, se ha elucidado la participacion de la biosintesis, catabolismo y
conjugacion en las respuestas al estrés por patdogenos (Jiménez-Bremont et al.,
2014). Sin embargo, no se conoce como participa el transporte de PAs en este

proceso en especifico.

[.I SISTEMA INMUNE EN PLANTAS

En su entorno natural, las plantas coexisten en una relacién intima con
comunidades microbianas altamente dinamicas. Como consecuencia, las plantas
han desarrollado sistemas inmunes activos, inducibles y estrechamente regulados
gue median las interacciones con los microbios. El resultado de estas complejas
interacciones es un factor determinante para la supervivencia y el estado fisico de
las plantas (Ramirez-Prado et al., 2018).

En este sentido, tras una interaccion planta-patégeno, existen dos resultados
principales. El primero, cuando no se produce ninguna enfermedad, la interaccién
es incompatible y la planta es resistente. Bajo este escenario, el patdgeno no puede

diferenciarse y reproducirse, porque las defensas preformadas e inducibles de la
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planta lo impiden. En el segundo de los casos, la colonizacion exitosa permite el
desarrollo de la enfermedad y se conoce como interaccion compatible. Bajo esta
condicion, la propagacién del patdgeno se da a expensas de la planta huésped, con
una consecuente repercusion en el desarrollo vegetal, caracterizado por: retraso en
el crecimiento, dafio a los tejidos y, en algunas ocasiones, la muerte. Bajo esta
condicion, la planta es susceptible y el patdgeno virulento (Schulze et al., 2019).

Al respecto, los patdgenos virulentos, son responsables de importantes
reducciones de rendimiento en los cultivos. Se ha estimado que entre el 13% vy el
16% de la produccion mundial de cultivos se pierde cada afio debido a las
enfermedades que producen, con el consiguiente impacto econdémico y social
(Vurro et al., 2010). Como consecuencia, los patdgenos de plantas son importantes
agentes ecoldgicos que pueden afectar la composicion de las poblaciones de
plantas (Pagan y Garcia-Arenal, 2018). Para su estudio, los patégenos pueden
clasificarse de acuerdo con su estilo de vida en: biotréficos, hemibiotréficos y
necrotréficos. Los patdgenos biotréficos se alimentan de tejidos vivos y han
desarrollado estrategias para explotar recursos mientras mantienen vivo al
huésped; por otro lado, los patdégenos necrotroficos generalmente comienzan
destruyendo a su huésped con toxinas y luego consumen su contenido. Por ultimo,
los patdgenos hemibiotréficos, comienzan con una estrategia biotréfica pero
eventualmente pueden vivir y alimentarse del tejido muerto (Burger y Chory, 2019).

Afortunadamente, las caracteristicas de la morfologia y anatomia de una
planta sirven como defensa contra la invasion de la mayoria de los
microorganismos. La cuticula y las paredes celulares forman barreras mecanicas
contra la entrada de microorganismos, logrando que muchos patégenos potenciales
no obtengan acceso a las células vegetales y sus recursos, porque carecen de los
medios para superar estas barreras. Asimismo, existe un sistema de defensa
quimica preformada, conformado por compuestos con actividad antimicrobiana
conocidos como fitoanticipinas, un ejemplo es la saponina avenacina A-1 que se
encuentra en Avena sativa (Schulze et al., 2019).

Por otro lado, a diferencia de los mamiferos, las plantas carecen de células
de defensa moviles y un sistema inmune adaptativo somético. Sin embargo, han

desarrollado un sistema de defensa sofisticado para establecer la inmunidad innata
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contra los ataques de patdégenos microbianos. Dicho sistema es descrito por el
modelo de “ziz-zag” (Figura 1), que describe la batalla evolutiva entre plantas y
patdbgenos desde un punto de vista molecular, y propone la existencia de dos
niveles de defensa en el sistema inmune de la planta: inmunidad desencadenada
por patrones moleculares (PTI) e inmunidad desencadenada por efectores (ETI)

(Jones y Dangl, 2006; van der Burgh, y Joosten, 2019).

PTI ETS ETI ETS ETI

A A A
Pathogen
effectors

Figura 1: Modelo de zig-zag del sistema inmune de la planta. La respuesta inmune inicia cuando
las plantas detectan los patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP) (diamantes azules o
rojos) a través de los receptores de reconocimiento de patrones de la superficie celular (PRR)
generando asi la inmunidad activada por PAMP (PTI). Sin embargo, los patégenos exitosos liberan
efectores (circulos rojos) que interfieren con la PTI, lo que resulta en una susceptibilidad activada
por el efector (ETS). Como respuesta, la planta, reconoce los efectores (tras el reconocimiento, los
efectores se conocen como proteinas de avirulencia, Avr) mediante receptores intracelulares (NB-
LRR), conocidos también como proteinas R, generando asi el complejo Avr-R que desencadena la
inmunidad activada por el efector (ETI), y que a menudo induce la muerte celular programada del
tejido infectado, en un proceso conocido como respuesta hipersensible (HR). Por dltimo, algunos
patégenos obtienen nuevos efectores (circulos en azul) que contribuyen a suprimir la ETI. La
seleccién favorece los nuevos alelos NB-LRR de la planta que pueden reconocer uno de los

efectores recién adquiridos, lo que resulta nuevamente en ETI. (Tomado de Jones y Dangl, 2006).

14



I.I.I Inmunidad desencadenada por patrones (PTI)

El primer nivel de defensa se activa tras la percepcion de patrones moleculares
estructurales conservados del patdgeno (PAMP), que identifican de manera general
a los microorganismos. Se han identificado varios PAMPs, siendo los mas
estudiados la flg22 (un péptido de flagelina bacteriana de 22 residuos conservado
evolutivamente), el epitope elf18 del factor de elongacién bacteriano Tu (EF-Tu) y
la quitina (un componente de paredes celulares de hongos) (Jones y Dangl, 2006,
Ramirez-Prado et al., 2018). Sin embargo, los patrones moleculares reconocidos
por la planta se asocian tipicamente a una clase de microorganismos
independientemente de la patogenicidad, por lo que se optd por una nueva
denominacion: patrones moleculares asociados a microorganismos (MAMP).
Ademas, se considera una nueva clase de sefales que son inducidas por moléculas
endogenas derivadas del huésped que surgen a partir del dafio causado por un
patébgeno, denominados patrones moleculares asociados al dafio (DAMP). Los
DAMP vegetales incluyen péptidos pequefios, nucleétidos y oligosacaridos
derivados de la pared celular. Ejemplo de ellos es la proteina HIGH MOBILITY
GROUP PROTEIN B3 (HMGB3) de Arabidopsis thaliana, que es liberada a la matriz
extracelular cuando las membranas celulares estan dafiadas por el ataque del
hongo nectrotréfico Botrytis cinerea (Boller y Felix, 2009; Yu et al., 2017). La
deteccion de MAMP y DAMP se da por los receptores de reconocimiento de
patrones de la superficie celular (PRRS).

Los receptores PRR se clasifican en dos grupos segun el motivo de
aminoacidos caracteristico de la regién extracelular. El primer grupo incluye a las
quinasas similares a los receptores (RLK) ricas en leucina (LRR), ejemplos de este
grupo son: FLS2 y EFR que reconocen flagelina bacteriana y EF-Tu,
respectivamente. Estructuralmente, estos receptores poseen un ectodominio
potencialmente implicado en la union del ligando, un Unico dominio transmembrana
y un dominio de quinasa intracelular (Couto y Zipfel, 2016; Desaki et al., 2019). Sin
embargo, tanto FLS2 como EFR poseen una actividad quinasa débil; por lo tanto,
para inducir respuestas inmunes necesitan formar un complejo con el correceptor

BAK1, de una manera dependiente de ligando (Chinchilla et al. 2007; Heese et al.
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2007). BAK1 tiene un dominio LRR en la regidn extracelular y un dominio quinasa
en la region intracelular y juega un papel importante en la activacion de la
sefalizacion inmune (Couto y Zipfel 2016; Ranf 2017).

Dentro de este mismo grupo, se han incluido algunas proteinas similares a
receptores (RLP) ricas en leucina (LRR). El ejemplo tipico de estos receptores lo
constituye RLP23, que reconoce a la toxina NECROSIS- AND ETHYLENE-
INDUCING PEPTIDE 1 (NEP1)-LIKE PROTEIN (NLP) que estd presente en
hongos, bacterias y oomicetos y causa a la planta necrosis rapida y produccién de
etileno (Oome et al., 2014, Albert et al., 2015). En lo que respecta a su estructura,
comparte la misma conformacién basica que los receptores RLK, excepto que no
presentan un dominio quinasa o cualquier otro dominio de sefializacion intracelular
reconocible. Por esta razon, tras la unién del ligando, RLP23 se activa y forma un
complejo con el receptor quinasa SOBIR1, para posteriormente reclutar a BAK1,
dando origen a un complejo tripartito que genera una transfosforilacion entre
SOBIR1 y BAK1 que activa la sefializacion de la respuesta inmune (Zipfel, 2009;
Couto y Zipfel, 2016; Saijo y Loo, 2020).

Por otro lado, el segundo grupo incluye a las proteinas RLK que contiene
motivos de lisina (LysM), tal como CERK1 que reconoce la quitina de los hongos
(especificamente quitooctaosa y quitoheptaosa) y el peptidoglicano bacteriano
(Desaki et al., 2019). A diferencia de los receptores ricos en leucina, CERK1 de A.
thaliana no necesita correceptores, debido a que AtCERK1 se une directamente a
la quitina e inicia la sefializacion inmune, sugiriendo que puede actuar como un RLK
todo en uno en la respuesta inmune inducida por quitina.

Recientemente, se han descrito otros tipos de receptores para MAMP. Por
ejemplo, en A. thaliana se encontr0 que se requiere BULB-TYPE LECTIN S-
DOMAIN-1 RECEPTOR-LIKE KINASE LORE (SD1-29), para el reconocimiento de
lipopolisacarido (LPS), MAMP presente en las bacterias Gramnegativas. La
estructura de LORE es completamente diferente de los receptores LRR y LysM
mencionados hasta ahora. Sugiriendo con esto, la necesidad de una mayor
investigacion en el sistema de reconocimiento MAMP en las plantas, considerando
no solo las moléculas LRR y LysM, sino también otras (Ranf et al., 2015; Desaki et
al., 2019).
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La activacion de los receptores PRR, desencadena una cascada de
sefalizacion intracelular compleja, que conduce a una serie de respuestas de
defensa conocidas, originalmente, como inmunidad activada por PAMP (PTI),
proceso que se muestra en la Figura 2 (Jones y Dangl, 2006; Yu et al., 2017;
Ramirez-Prado et al., 2018). La PTI se caracteriza por un aumento rapido y drastico
en la concentracion citosoélica de Ca?* ([Ca?*] ¢yt) y eflujos rapidos de CI-, NOz"y K*,
asi como la entrada de H* a través de la membrana plasmaética, lo que a menudo
conduce a la despolarizacion de la membrana y la alcalinizacion extracelular.
Dichos procesos, inducen la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
en apoplasto. Las ROS incluyen formas de oxigeno parcialmente reducidas, como
superoxido (O2"), peréxido de hidrégeno (H202) y radical hidroxilo (*OH), que se
producen a través de oxidasas de NADPH (RBOH), superdxido dismutasa y
oxidasas de pared; se sabe que las ROS participan directamente como una barrera
de toxinas contra los patdogenos. Ademas, participa en procesos como el cierre
estomatico y el fortalecimiento de las paredes celulares mediante la reticulacion
oxidativa de polimeros, tales como la callosa 3-1,3-glucano. Por otro lado, se sabe
que algunas ROS, especificamente H202, son moléculas de sefializacion versatiles
gue median la activacion de genes de defensa y, pueden interactuar con otros
actores importantes en la defensa. Por ejemplo, el H20:2 favorece la acumulacion
de acido salicilico (SA), una hormona vegetal involucrada en respuestas de defensa
(ver seccion I.11.1 Acido salicilico en defensa) (Torres et al., 2006; Ranf et al., 2015;
Couto y Zipfel, 2016; Desaki et al., 2019).
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Figura 2. Respuestas celulares y fisioldgicas desencadenadas por PTI. El reconocimiento de
patrones moleculares asociados a microbios (MAMP) o patrones moleculares asociados a dafios
(DAMP) por los receptores de reconocimiento de patrones residentes en la superficie de las células
vegetales (PRR) genera el reclutamiento de correceptores que da lugar a un complejo PRR que a
su vez se acompaiia de una rapida transfosforilacién para una posterior fosforilacion de las quinasas
citoplasmaticas de tipo receptor (RLCK). Adema4s, la activacion de los complejos PRR activa las
cascadas de proteinas quinasas activadas por mitégeno (MAPK) y las proteinas quinasas
dependientes de calcio (CDPK), que regulan los cambios transcripcionales de genes y otras
respuestas celulares. Las caracteristicas distintivas de las respuestas de PTI incluyen la entrada de
calcio, el flujo de iones, la remodelacion del filamento de actina, los plasmodesmos (PD) y el cierre
estomatico, deposicion de callosa y produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), 6xido
nitrico (NO), acido fosfatidico (PA), fitoalexinas y fitohormonas. Colectivamente, estas respuestas
contribuyen a la resistencia de la planta contra una variedad de patégenos. Las posibles conexiones
entre las diferentes respuestas se indican con una linea de flecha para la regulacion positiva y una
linea en forma de T para la regulacién negativa. Abreviaturas: DGK, diacilglicerol quinasa; ET,
etileno; JA, acido jasmonico; PLC, fosfolipasa C; PLD, fosfolipasa D; SA, acido salicilico; TF, factor

de transcripcion (Tomado de Yu et al., 2017).

Otro de los procesos que incluye la PTI y que se desencadena tras la
activacion de los complejos PRR es la activacion de las cascadas de proteinas
guinasas activadas por mitbgeno (MAPK) y las proteinas quinasas dependientes de

calcio (CDPK), cuya funcion es inducir cambios en los procesos metabdlicos y la
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expresion génica de un estado de crecimiento y desarrollo normal a un estado
defensivo (Ranf et al., 2015). Otras caracteristicas distintivas de la PTI incluyen la
remodelacion de los filamentos de actina, y la produccién de 6xido nitrico (NO),
acido fosfatidico (PA), fitoalexinas y fitohormonas. Como resultado de la PTI, se
previene la infeccion de la gran mayoria de los microbios y se restringe la de los
patogenos adaptados durante la resistencia basal (Boller y Felix, 2009; Yu et al.,
2017; Saijo y Loo, 2020).

I.I.LIIIL Susceptibilidad desencadenada por el efector (ETS)

Desafortunadamente para las plantas, y a pesar de que la PTI es efectiva contra la
mayoria de los microorganismos, existen algunos tipos de patégenos que se han
adaptado a genotipos particulares de plantas y han desarrollado baterias de
factores de virulencia conocidos como efectores; los cuales se administran en el
espacio extracelular o directamente dentro de las células del huésped para
favorecer procesos que benefician al patdgeno, tales como: promover la fuga de
nutrientes, estimular la dispersion del patdgeno e inclusive interferir directamente
con la PTI (Figura 3), en un evento conocido como susceptibilidad desencadenada
por el efector (ETS). En el caso de patdgenos exitosos, la ETS, les otorga una
mayor virulencia, lo que a su vez conduce a una colonizacién eficiente y
desencadena el proceso de enfermedad en la planta (Badel et al., 2002; Cui et al.,
2015; Hake y Romeis, 2019, Lolle et al., 2020).
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Figura 3. Supresion del sistema de PTI por efectores patdgenos. La liberacion de efectores en

el espacio extracelular (1) o a nivel intracelular a través de complejos de secrecion de tipo llI
bacterianos (2) o de haustorios de hongos (3) tiene como objetivo interferir con la PTI y amortiguar
las defensas basales de la planta. Se observan ejemplos de efectores de bacterias (circulos
amarillos) y hongos (circulos rojos). Los efectores alteran la respuesta de PTI a diferentes niveles.
Reconocimiento: AvrPto y AvrPtoB de P. syringae bloquean PTI a través de la inhibicién de la
actividad quinasa de FLS2, EFR, BAK1 y CERKL. Por otro lado, AvrAC de Xanthomonas campestris
bloguea la activacion de BIK1. Mientras tanto, Ecp6 y Slp1 de Cladosporium fulvum se unen a quitina
a modo de evitar que sea reconocida por CERK1. Cascadas de sefializacion: los efectores de P.
syringae, HopAll, HopF2 atacan directamente los componentes de las cascadas MAPK; en el caso
de HopAll es una fosfotreonina liasa que desfosforila las MAP quinasas, mientras que HopF2 utiliza
su actividad ADP-ribosiltransferasa para inhibir las MAP quinasas quinasas. Ademas, HopU1 es una
potente ADP ribosiltransferasa que modifica especificamente las proteinas de unién a ARN GRP7 y
GRP8, impidiendo asi su funcién de unién a ARN e inhibiendo la inmunidad de la planta. Respuesta
de defensa: el efector Avr4 de C. fulvum se une a la quitina a través de sus LysM y protege la pared
celular fangica de las quitinasas vegetales. Por otro lado, Avr3b de Phytophthora sojae inhibe la
acumulacion de ROS. Mientras que ATR1, ATR13 y Avrlb inhiben la muerte celular programada o
HR (Tomado y modificado de Dou y Zhou, 2012).

[.I.IV Inmunidad mediada por efectores ETI

En respuesta a los patdogenos exitosos, algunas variedades de plantas

evolucionaron y desarrollaron un sistema de reconocimiento especifico de

efectores. Dicho sistema, se compone de receptores conocidos como proteinas de
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resistencia (R); mientras que al efector reconocido, se le conoce tradicionalmente
como proteina de avirulencia (Avr). Tras el reconocimiento (directo o indirecto), se
forma el complejo Avr-R, que conduce a la ETI (Chisholm et al., 2006; Jones y
Dangl, 2006; Cui et al., 2009; Dou y Zhou, 2012). Lo anterior demuestra que la
interaccion especifica Avr-R desencadena la resistencia en la planta, proceso que
a nivel molecular refleja la presencia de genes avr en el patégeno con su
correspondiente gen R en la planta, condicién conocida como resistencia “gen por
gen” (Flor, 1971).

En lo que respecta a las proteinas R, son (en su mayoria) receptores
citoplasmaticos que contienen un sitio de unién a nucleétidos (NB), dominios LRR
y un dominio N-terminal que los subdivide en dos grupos: Coiled-Coil (CC) y Toll-
interleucine-1 (TIR). Ambos tipos de receptores se alternan entre un estado
“desactivado” (autoinhibido) de ADP bajo condiciones normales de desarrollo y un
estado “activado”, unido a ATP tras el reconocimiento del efector, a modo de
prevenir la activacion inadecuada del receptor y mantener el crecimiento y la aptitud
de la planta. La via de sefializacion establecida para cada uno de los receptores
NB-LRR es diferente: para CNL es dependiente de NON RACE-SPECIFIC
DISEASE RESISTANCE 1 (NDR1), mientras que ENHANCED DISEASE
SUSCEPTIBILITY 1 (EDS1) / PHYTOALEXIN DEFICIENT 4 (PAD4) |/
SENESCENCE-ASSOCIATED CARBOXYLESTERASE 101 (SAG101) median la
sefalizacion TNL. Estos dos sistemas integran sefiales que conducen a la
acumulacion de SA, y posteriormente mediar la HR. Por todo lo anterior, estos
receptores de patdgenos actian simultdneamente como sensor, interruptor y factor
de respuesta (Takken y Goverse, 2012). Algunos de los NB-LRR mejor
caracterizados se muestran en la Figura 4.

A lafecha, se han descrito dos tipos de reconocimiento de efectores por parte
de los receptores NB-LRR: directo e indirecto. En lo que respecta al reconocimiento
directo, existe poca evidencia de que desencadene una respuesta de defensa
efectiva, posiblemente porque las asociaciones de proteinas son transitorias o
implican otros factores limitantes de la planta. Algunos ejemplos descritos son el
TNL L6 de lino (Linum marginale), que reconoce directamente el efector AvrL567

de Melampsora lini durante la enfermedad roya del lino y el receptor RRS1-R de
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Arabidopsis que se une directamente a la proteina efectora PopP2 de Ralstonia
solanacearum. Ambos reconocimientos conducen a ETI (Tsuda y Katagiri, 2010;
Cui et al., 2015).

Por otra parte, en el reconocimiento indirecto, algunos receptores NB-LRR
vigilan proteinas del huésped (“guardian”) que son objetivos criticos en la virulencia;
por ende, no reconocen al efector en si, sino sus efectos sobre las proteinas diana
de la planta, en un proceso conocido como “hipétesis del guardian” (Jones y Dangl,
2006). Uno de los ejemplos mas estudiados lo constituye RIN4, un “guardian”
sumamente importante durante la patogénesis, ya que regula la abertura
estomatica, controlando asi la entrada de patdgenos bacterianos en la hoja. Por
ende, RIN4 es una proteina objetivo de por lo menos tres efectores bacterianos
diferentes. El efector AvrRpt2 promueve la degradacion de RIN4, con la
consecuente activacion de RPS2. Los dos efectores restantes, AviRpml y AvrB,
interactian e inducen la fosforilacion de RIN4, proceso que es reconocido por
RPM1. La activacion de RPS2 y RPM1 desencadenan ETI (Mackey et al., 2002;
Axtell y Staskawicz, 2003; Tsuda y Katagiri, 2010).
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Figura 4. Dinamica de sefializacion intracelular de los receptores NB-LRR. Tras el
reconocimiento del efector, los NB-LRR (etiquetas rojas en negrita) activan cascadas de proteinas
guinasas dependientes de Ca?* (CDPK) y proteinas quinasa activada por mitégeno (MAPK),
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y oxido nitrico (NO), acumulacion de las

fitohormonas &cido salicilico (SA) y acido jasménico (JA), liberacion de esfingolipidos del reticulo
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endoplasmico (ER), reprogramacion transcripcional de genes de defensa y muerte celular
programada (PCD o HR). Dentro de esta sefializacion, cada receptor activado desencadena una
respuesta especifica. En este sentido, los receptores RPM1 y RPS2, de Arabidopsis, activan la
sefializacion de MAPK y CDPK, que culmina en la activacién del factor de transcripcion WRKY33
gue regula positivamente la reprogramacion transcripcional de defensa y desencadena la PCD a
través de metacaspasa de tipo | (MC1). Por otro lado, RPS4 de Arabidopsis ingresa al nicleo a
través de complejos de poros nucleares (NPC) donde promueve, a través de EDS1, la PCD, la
reprogramacion transcripcional de defensa y la acumulacién de SA. En la cebada, MLA10 muestra
una mayor acumulacion dentro de los nicleos, donde interactla directamente sobre el represor
transcripcional WRKY1, generando la liberacion del activador transcripcional MYBS6, lo que a su vez
induce la expresion de genes que participan en la respuesta inmune. Asimismo, la proteina NRIP1
localizada en cloroplasto de tabaco es redirigida al citoplasma por el efector p50 del virus del
mosaico del tabaco, donde activa el complejo N que se reubica desde el citoplasma al nlcleo, donde
interactda con el factor de transcripcion SPL6 que contribuye a la reprogramacién transcripcional.
Por otra parte, es necesario mencionar la importancia de la ubicacion de las proteinas NB-LRR para
el buen desempefio de su funcion; por ejemplo, los receptores L6 y M del lino se localizan en la
membrana de Golgi y vacuolar respectivamente, su ubicacién les permite estabilizarse para una
mayor acumulacion y facil dimerizacion u oligomerizacion, siendo ambos procesos criticos en la

sefializacion de defensa (Tomado de Cui et al., 2015).

La evidencia experimental muestra que, a diferencia de los receptores PRR,
la activacion de NB-LRR se da en diferentes ubicaciones subcelulares (Figura 4).
Sin embargo, a pesar de esta diferencia, ETI y PTI comparten ampliamente la
maquinaria de sefializacion para reprogramar las células transcripcionalmente. En
este sentido, ambos, estimulan la defensa mediante la produccion de ROS, los
picos de Ca?*y la activacion de MAPK, aungue en ETI la cinética de activacion se
amplifica y es de mayor duracién que en PTI (Cui et al., 2015). A la fecha, se han
descrito dos mecanismos que pueden aumentar la robustez de la red de
sefalizacion inmune de la planta durante ETI. El primer mecanismo incluye la
activacion sostenida durante varias horas de MAPK3/6, lo que a su vez regula de
manera independiente de SA genes sensibles a SA. Lo anterior, aunado a la
sefalizacion propia de SA induce la inhibiciobn del crecimiento bacteriano y la
respuesta de defensa de la planta (Tsuda et al., 2013).

El segundo de los mecanismos incluye la activacién sostenida de proteinas

CPK. Dicho proceso, induce varios efectos, por ejemplo: CPK 4/5/6/11 fosforilan
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constantemente a los factores de transcripcion de tipo WRKY para regular la
reprogramacion transcripcional. Ademas, CPK1/2/4/11 fosforilan a las enzimas
RBOH para la produccion sostenida de ROS. Mientras que CPK1/2 controlan la
muerte de la célula huesped en un proceso conocido como HR (Gao et al., 2013).
Ambos mecanismos conducen a un modelo en que la activacion sostenida de vias
particulares de la inmunidad contribuye a dar fuerza y robustez a ETI (Cui et al.,
2015).

I.I.V  Respuesta hipersensible (HR)

Una estrategia de defensa empleada por la planta, tras la sefializacion de ETI, es
la induccion de una muerte celular rdpida en y alrededor del sitio de infeccién inicial,
a modo de privar a los patdégenos de un suministro de alimentos y restringir su
propagacion a las células no infectadas. Este fendbmeno se conoce como respuesta
hipersensible, y a menudo conduce a una necrosis tisular localizada que es
macroscopicamente visible como un “moteado” de bordes definidos y color amarillo-
marron sobre el fondo verde de la hoja (Balint-Kurti, 2019; Noman et al., 2020).

Se ha reportado que HR es un método eficiente para contener la propagacion
de patégenos biotréficos. Sin embargo, no protege a las plantas contra la infeccion
causada por los patégenos necrotroficos Botrytis cinerea y Sclerotinia sclerotiorum.
Por el contrario, B. cinera se aprovecha de la maquinaria de HR de la planta para
promover su virulencia, ya que el obtener células muertas en las que puede crecer,
facilita la colonizacion de la planta (Govrin y Levine, 2000).

Por lo anterior, la muerte celular inducida por HR es un proceso que se
encuentra bajo una estricta regulacién, que requiere la accion concertada de
diversas proteasas de plantas y mecanismos regulatorios para mantenerla eficiente
pero confinada. Es importante, ademas, que se suprima completamente en
condiciones sin enfermedad, ya que la activacion inadecuada puede ser muy
perjudicial para el crecimiento y desarrollo de las plantas. Por el contrario, debe
activarse rapidamente cuando sea necesario. Desafortunadamente, el

conocimiento actual sobre las vias que regulan esta forma de muerte celular
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programada sigue siendo incompleto (Balint-Kurti, 2019; Salguero-Linares y Coll,
2019).

En lo que respecta a la cadena de eventos que conducen a la HR, ain no
esta del todo clara. Se sabe que después del reconocimiento del efector a través
de los receptores NB-LRR, las plantas huésped experimentan una respuesta de
defensa que incluye flujo i6nico, activacion de cascadas de quinasas, un estallido
de ROS, incrementos de Ca?*, variaciones en los niveles fitohomonales,
reprogramacion transcripcional, entre otros. Sin embargo, no es facil evaluar el
papel individual de estos procesos en la activacion de HR (Noman et al., 2020).

La mayoria de los estudios referentes a HR, en Arabidopsis, refieren que el
proceso se desencadena tras la activacion de genes como NDR1, EDS1-PAD4-
SAG101, STG1b, RAR1 y la inactivacion de otros, como LSD1. Lo anterior sucede
a la par de la afluencia de Ca?* al apoplasto, seguido de un estallido oxidativo
dependiente de NO y ROS, lo que a su vez induce la peroxidacién lipidica, el
incremento en los niveles de SA y la activacion de cistein, treonin y serin proteasas.
Posteriormente, se da un incremento en la concentracion de ROS mitocondrial y
cloroplastico, que precede a la disminucion en los niveles de ATP y el potencial de
membrana. Finalmente, el conjunto de todas estas sefales desencadena la HR
(Mur et al., 2008, Salguero-Linares y Coll, 2019).

Una vez activada, la HR conduce a una serie de eventos caracterizados
durante la interaccion de la planta Vigna unguiculata con el patégeno Uromyces
vignae. En el primer evento, los filamentos citoplasmaticos se extendieron desde el
nacleo del huésped hacia la hifa primaria del hongo, lo que permitié la migracion
del nucleo al sitio de penetracion. A continuacion, el flujo citoplasméatico disminuy6
o se detuvo. Mas tarde, el citoplasma se volvié granular en apariencia y se agrego
a lo largo de las paredes celulares. Posteriormente, se presentd movimiento
browniano de particulas visibles en la vacuola, condensacién del ndcleo y
desmantelamiento del protoplasto. Finalmente, el citoplasma se colapso y termino
con la muerte de la célula infectada. Desafortunadamente, el estudio de eventos
intermedios entre los procesos antes mencionados se ha vuelto dificil debido a la
rapidez con la que se desencadena la HR en tejidos fijos (Chen y Heath, 1991;
Noman et al., 2020).
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Afortunadamente, uno de los procesos que ha permitido incrementar el
conocimiento sobre HR en plantas es la muerte celular programada (PCD) de
mamiferos. Al respecto, se ha observado que algunos procesos de HR son
similares a los que suceden durante la muerte celular apoptética y/o autofagica (dos
tipos de PCD) en los sistemas animales. Estos procesos incluyen el colapso
citoplasmatico, cese de la movilidad citoplasmatica relacionado con la
despolimerizacion del citoesqueleto, condensacién de la cromatina, inflamacién
mitocondrial, considerable fuga de electrolitos e hinchazon de los organulos (Mur et
al.,, 2008). Ademas de estas caracteristicas, la HR presenta disrupcion del
cloroplasto, vacuolizacion, activacion de cisteina proteasas y formacion de
vesiculas grandes dentro del citoplasma antes del colapso celular. Dichas
vesiculas, contienen restos cloroplasticos y material nuclear fragmentado (Coll et
al., 2011).

Finalmente, tras la HR se liberan componentes celulares y moléculas que
inducen la muerte celular de las células vecinas. A modo de evitar que la muerte
celular se propague a las células vecinas sanas, se ha propuesto que la planta
utiliza el proceso de autofagia para mantener el tejido muerto aislado del tejido
sano. Asimismo, se sugiere que el control de la autofagia esta mediado por SA,
especificamente por la activacion diferencial de los miembros de la familia
multigénica nonexpresser of PR genes (NPR). En este sentido, SA es percibido por
dos grupos de receptores: NPR1 y NPR3 / NPR4, con una activacion dependiente
de los niveles de SA (ver seccion I.11.I Acido salicilico en defensa) y roles opuestos
en la autofagia: mientras que NPR3/NPR4 promueven la autofagia, NPR1 tiene el
efecto contrario (Wang et al., 2016, Ding et al., 2018). Desafortunadamente, el
mecanismo preciso por el cual se da esta regulacion diferencial sigue siendo
esquivo.

Por otra parte, de manera simultanea al desarrollo de la HR, las reacciones
de defensa se desencadenan en sitios tanto locales como distales de la infeccion

primaria. Este fendmeno se conoce como resistencia sistémica adquirida (SAR)
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I.I.VI Resistencia sistémica adquirida (SAR)

Tras el reconocimiento de patdgenos, se inician respuestas intracelulares de
defensa en el sitio de infeccion local. Esta respuesta local de “haber sido atacado”
(cebado) se transmite a las partes distales de la planta, con la finalidad de
establecer una memoria inmune de “estar preparado para defenderse de un ataque
posterior” (Guerra et al., 2020). Este proceso se conoce como resistencia sistémica
adquirida, que es una forma de inmunidad sistémica que protege las partes distales
ante una posible reinfeccion (Lim et al., 2020). Durante SAR, las plantas cebadas
exhiben una activacion mas rapida y fuerte de las reacciones inmunes a una
infeccion secundaria incluso por patégenos no relacionados (Hake y Romeis, 2019).

La SAR implica la generacion de una sefial mévil en las hojas infectadas
primarias, que cuando se transloca a las porciones distales no infectadas, activa las
respuestas de defensa, lo que resulta en resistencia a enfermedades sistémicas.
La produccion de la sefial movil se lleva a cabo dentro de 3 a 6 h después de la
inoculacién del patégeno en las hojas primarias, lo que coincide con el tiempo en
gue las sefiales SAR son transportadas fuera de la hoja local, que ocurre dentro de
las 4 a 6 horas posteriores a la infeccion por el patdgeno. Por ende, para la
induccion de SAR, la hoja inoculada debe permanecer unida a la planta durante al
menos 4 h después de la inoculacién, permitiendo el transporte de la sefial movil
(Xia et al., 2009; Chanda et al., 2011).

Para el establecimiento de SAR, ademas de oscilaciones de ROS y Ca?*, se
han identificado varios inductores quimicos (conocidos colectivamente como sefial
movil), dentro de los que se incluyen: al acido salicilico, el glicerol-3-fosfato (G3P)
y los &cidos azelaico (AzA) y pipecolico (Pip) (Shine et al., 2019). Para llevar a cabo
su efecto, la sefial mévil debe viajar desde el tejido infectado hacia el resto de la
planta. Dicha traslocacion se da a través del floema, mientras que en el transporte
intercelular participan diferentes vias (Figura 5): SA via apoplasto, G3P y AzA por
transporte simplastico, mientras que debido a las bajas concentraciones de Pip
encontrado en exudados de peciolo, aun existe controversia en la via de transporte,
inclusive algunos autores consideran que no se transporta (Lim et al., 2016; Wang
et al., 2018).
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Figura 5. Importancia de la sefializacién local y distal para el desarrollo de SAR. La inoculacién
de patégenos desencadena eventos de sefializacién independientes que conducen a la acumulacion
de los acidos salicilico (SA) y pipecélico (Pip) en las hojas locales. Pip induce la acumulacion de
oxido nitrico (NO), que a su vez desencadena la sintesis de especies reactivas de oxigeno (ROS),
que catalizan la oxidacion de los acidos grasos libres insaturados que se liberan de los lipidos de
membrana. La oxidacién de los acidos grasos genera acido azelaico (AzA), que desencadena la
biosintesis de glicerol-3-fostato (G3P) a través de la regulacion positiva de los genes que codifican
las enzimas biosintéticas de G3P. De estas, las sefiales quimicas SA, G3P, AzA y Pip se detectan
en el peciolo recolectado de las hojas inoculadas con el patégeno. Se requieren SA 'y G3P para la
sintesis de Pip en las hojas distales. Se muestra la estructura quimica de los principales inductores
de SAR. Las lineas verdes discontinuas indican el transporte de SA, G3P y Pip desde los tejidos
locales a los distales. (Tomado de Klessig et al., 2018 y Wang et al., 2018).

Dentro de la sefializacion de la respuesta sistémica inmune, la mayoria de
los reportes apuntan a dos metabolitos como requisito minimo esencial para
generar SAR: Pip y SA; ya que la ausencia de cualquier enzima que participe en su
sintesis o del metabolito en si, induce una pérdida de SAR. Por un lado, Pip es un
aminoacido no proteinogénico, cuya sintesis ocurre después de la infeccidon
primaria a partir de L-Lys por la enzima AGD2-LIKE DEFENSE RESPONSE
PROTEIN1 (ALD1) y SAR-DEFICIENT 4 (SARDA4). AGn mas, no solo el Pip en si
mismo sino también el &cido N-hidroxipipecélico (NHP), un derivado de Pip que es
formado por la enzima FLAVIN-DEPENDENT MONOOXYGENASE 1 (FMO1),
pueden inducir SAR (Hake y Romeis, 2019; Hartmann y Zeier, 2019). Mientras
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tanto, SA es una fitohormona que participa en la respuesta inmune contra
patdgenos, en su acumulacion participan las proteinas ENHANCED DISEASE
SUSCEPTIBILITY 1 (EDS1) y PHYTOALEXIN-DEFICIENT 4 (PAD4) que
promueven la expresion de la enzima ISOCHORISMATE SYNTHASE 1 (ICS1) que
participa en la biosintesis de SA (Rietz et al., 2011; Hartmann y Zeier, 2019).

El proceso para establecer SAR se inicia tras la sefalizacion inducida por la
propagacion de Ca?* y ROS desde el sitio de infeccion hasta el resto de la planta.
La propagacién de Ca?*y ROS es mediada por CPK5 y tiene funciones diferenciales
a nivel local y sistémico. A nivel local, induce la acumulacion de SAy Pip. Tras este
hecho, Pip induce la acumulacion de NO, lo que precede a la produccion de ROS.
Posteriormente, se establece un circuito de retroalimentacion positiva entre NO-
ROS, lo cual induce la oxidacién de acidos grasos (FA) libres insaturados, que trae
como consecuencia la generacion de AzA. Posteriormente, AzA regula
positivamente los genes que codifican a las enzimas que participan en la sintesis
de G3P. Finalmente, SA y G3P se transportan a las hojas distales donde en
conjunto con CPK5 estimulan dos factores de transcripcion importantes: SAR-
DEFICIENT 1 (SARD1) y Calmodulin-binding protein 60-A (CBP60) que promueven
la biosintesis de novo de Pip y NHP a través de la estimulacién de ALD1 y FMOL1
y, por lo tanto, reactivan la cascada de NO, ROS y AzA gue culminan en la
biosintesis de novo de G3P. Sorprendentemente, Pip y el complejo SARD1-CBP60
median y hacen cumplir la biosintesis de SA en el tejido vegetal sistémico en un
bucle de alimentacion positiva ALD1 / FMO1/ICS1 vy, por lo tanto, mantener activa
la SAR. Una parte importante de la regulacién en la SAR se muestra en la Figura 6
(Chen et al., 2018; Wang et al., 2018; Hake y Romeis, 2019; Hartmann y Zeier,
2019; Guerra et al., 2020; Lim et al., 2020).
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Figura 6. Regulacién de las vias biosintéticas de los &cidos salicilico (SA) y n-

hidroxipipecoélico (NHP) durante el establecimiento de la SAR. Representacién esquematica de
la red reguladora durante el establecimiento de SAR inducida por patégenos, para lo cual las vias
biosintéticas de NHP y SA son centrales. EDS1/PAD4, CBP60g/SARD1 y CPK5 son elementos
reguladores comunes de la biosintesis de SA y NHP. La red de sefializacion se caracteriza por la
interaccion positiva (+) y los circuitos de amplificacién de retroalimentacion entre varios elementos
de sefalizacion, tales como factores de transcripcién, proteinas reguladoras y sefiales inmunes
metabdlicas. EI NHP impulsa una ruta de induccién SAR predominante en concierto con SA, y una
ruta menor independientemente de SA. Elementos de la figura: los cuadros azules indican las
enzimas de las vias de NHP, los cuadros naranjas de las enzimas de la ruta SA. Los elipsoides rojos
representan factores de transcripcion, los cuadros morados comprenden las proteinas reguladoras
EDS1 y PAD4. Las MAP quinasas MPK3/6 se muestran como elipsoides verdes. Las acciones
reguladoras positivas de un elemento a otro se indican mediante flechas (la misma asignacion de
color que antes). SA: acido salicilico, NHP: acido n-hidroxipipecélico, Pip: &cido pipecdlico, NO:
Oxido nitrico, ROS: especies reactivas de oxigeno, AzA: acido azélico, G3P: glicerol-3-fostato, PEX:

peciolo (Tomado y modificado de Hartmann y Zeier, 2019 y Guerra et al., 2020).
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Por dltimo, la duracién de SAR puede ser desde semanas hasta meses y
proteger a una planta de una infeccion secundaria contra una amplia gama de
patégenos. Sin embargo, el mecanismo preciso que permite que una planta
"decida” cuando un cambio al modo SAR es preferencial, y cuando no, ain no esta
claro y es muy importante ya que es una decision que conlleva un costo en el
desarrollo y un grave retraso del crecimiento de la planta (Hake & Romeis, 2019;
Guerra et al., 2020).

Como hemos visto hasta ahora, el proceso de defensa es altamente
dindmico y depende de una fina regulacion tanto en espacio como en tiempo para
mantenerse eficiente y bajo control. Es por ello, que han surgido nuevos modelos
para el estudio de la respuesta inmune vegetal que son mas incluyentes y se
adaptan mejor a los hallazgos recientes, tal es el caso del modelo de inmunidad

espacial.

[.I.VIl Modelo de inmunidad espacial

Hasta ahora, el modelo de zig-zag propuesto en 2006 es el mas utilizado para
describir la interaccion planta-patdgeno a nivel molecular. Sin embargo, los avances
recientes en la investigacion sobre las interacciones planta-microorganismo han
puesto en duda la dicotomia entre patrones y efectores, evidenciando que no es
muy clara y denotando que la clasificacion de las respuestas como PTI o ETI podria
llegar a ser inapropiada. A modo de resolver dichos inconvenientes y basados en
el conocimiento actual, se ha propuesto un nuevo modelo donde la distincién entre
los tipos de respuestas inmunitarias desencadenadas en las plantas se base en la
ubicacion donde se percibe el patron inmunogénico, ya sea extracelular o
intracelular. Usando esta particion espacial, se creé el “modelo de inmunidad
espacial” (Figura 7). La principal ventaja de este modelo es que facilita una
nomenclatura ampliamente inclusiva pero claramente distintiva para describir la
sefalizacion inmune en las interacciones de planta-microorganismo (van der Burgh
y Joosten, 2019).
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Figura 7. Modelo de inmunidad espacial. Los patrones inmunogénicos extracelulares (ExIP), que
se acumulan en la planta tras la invasion por microorganismos o como resultado del dafio celular,
son detectados por los receptores de la superficie celular en la membrana plasmatica (PM). Los
ExIP son las llamadas sefiales de peligro, que pueden ser patrones y efectores derivados de
patdégenos o patrones moleculares asociados al dafio derivados del huésped (que se muestran como
estructuras grises fuera de la célula) y objetivos de virulencia derivados del huésped modificados
por los efectores (VT) (estructura marrén) Los patrones inmunogénicos intracelulares (InlP) son
sefiales de peligro que son detectadas por los receptores citoplasmaticos, en su mayoria receptores
NB-LRR. Los InIP pueden ser moléculas derivadas de patdgenos (que se muestran como
estructuras grises dentro de la célula) o VT modificados (estructura marrén claro). Tanto el
reconocimiento ExIP como InIP conducen a la activacion de respuestas de defensa del huésped,
denominadas inmunidad activada extracelular e intracelularmente (ExTI e InTI), respectivamente.
Los ExIP pueden actuar como efectores y, por su accion en el espacio extracelular, pueden suprimir
o eludir la activacion de ExTI (linea de puntos desde el apoplasto al citoplasma). Los InIP también
pueden actuar como efectores, con el potencial de suprimir la inmunidad desencadenada por la
superficie celular, asi como por los receptores citoplasmaticos (lineas de puntos en el citoplasma).

Abreviatura: TTSS, sistema de secrecion tipo tres. (Tomado de van der Burgh y Joosten, 2019).

El modelo de inmunidad espacial propone el uso de patron inmunogénico
extracelular (ExIP) y patron inmunogénico intracelular (InlP), para diferenciar la
ubicacion de la sefial de peligro como extracelular o intracelular, respectivamente.
A su vez, el reconocimiento de los ExIP por cualquier receptor de la superficie

celular conduce a respuestas desencadenadas extracelularmente (ExXTR),
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estableciendo el proceso de inmunidad desencadenada extracelularmente (EXTI).
Por otro lado, cuando se reconocen InlP por receptores citoplasmaticos, se conduce
a respuestas desencadenadas intracelularmente (InTR), induciendo la inmunidad
desencadenada intracelularmente (InTl), lo que conduce a la resistencia de las
plantas a los patdégenos. En resumen, este modelo cubre mejor el concepto holistico
de inmunidad del huésped, y permite clasificar de una manera mas clara los nuevos
hallazgos en la fitopatologia molecular (van der Burgh y Joosten, 2019).
Independientemente del modelo utilizado para el estudio de la respuesta
inmune, los mecanismos subyacentes al reconocimiento del patégeno no varian.
Dentro de los componentes principales que modulan la respuesta de defensa se

encuentran las hormonas &cido jasmonico (JA), etileno (ET) y SA.
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.11 PARTICIPACION HORMONAL EN RESPUESTA A PATOGENOS

Las hormonas vegetales, también conocidas como fitohormonas, son moléculas
organicas pequefas producidas de manera enddgena en concentraciones muy
bajas. En la planta, las fitohormonas, cumplen un papel importante en la regulacion
de una multitud de procesos celulares y de desarrollo. Ademas, su participacion es
trascendental durante la sefializacion de las respuestas de defensa e inmunitarias
(Shigenaga y Argueso, 2016; Lalotra et al., 2020).

Basado en evidencia experimental, se ha propuesto que el SA, el JAy el ET
conforman la columna vertebral de las respuestas de defensa contra patdégenos
(Pieterse et al., 2009). En este sentido, se sugiere que el SA media la resistencia a
los patégenos biotréficos; mientras que el JA, en conjunto con el ET, activa la
resistencia los patdogenos necrotroficos. En general, se sugiere que las rutas SA 'y
JA/ET son mutuamente antagodnicas. Sin embargo, se han observado interacciones
sinérgicas entre estas vias (Pieterse et al., 2012).

Actualmente, se sabe de la participacion de otras hormonas como las
auxinas (AUX), el acido abscisico (ABA), las citoquininas (CK), las giberelinas (GA)
y los brasinoesteroides (BR) en la respuesta al estrés bidtico. En general, estas
hormonas regulan la respuesta inmune al inclinar el equilibrio hormonal hacia SA o
JA/ET, es decir, modulan la columna vertebral de sefializacion SA-JA/ET (Klessig
et al., 2018). Esto refleja una red compleja de interacciones antagénicas y
sinérgicas entre las diferentes vias de sefializacién hormonal (Figura 8), gracias a
la cual, la planta tiene la capacidad de regular finamente su respuesta inmune y
utilizar sus recursos de manera rentable (Pieterse et al., 2012). Por ende, no es
sorprendente que algunos patdégenos generen estrategias para modular el equilibrio
hormonal del huésped en su beneficio, regularmente al secuestrar la via de la

hormona opuesta en el antagonismo SA-JA/ET (Shigenaga y Argueso, 2016).
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Figura 8. Representacion esquematica de la diafonia de fitohormonas en lainmunidad de las
plantas. En general, en respuesta a los patdgenos biotréficos existe una acumulacion de SA,
mientras que en respuesta a los patégenos necrotréficos, el incremento es para las hormonas JA 'y
ET. A modo de generar una sefalizaciébn inmune robusta, incluso cuando varios sectores de
sefializacion se ven afectados por efectores, la planta ha creado una red compleja con la
participacion de otras hormonas como: ABA, CK, AUX, GA y BR. Estas hormonas generalmente
contribuyen a la inmunidad del huésped a través de la regulacién positiva o negativa de las ramas
SA o JA/ET. Las formas de color azul oscuro con fuente blanca representan puntos clave en la
sefializacion hormonal. Las lineas continuas representan la regulaciéon ascendente mediada por
hormonas (flecha) o la inhibicién (linea de punta roma). Las lineas discontinuas representan algunos
factores o procesos de transcripcion involucrados en la diafonia hormonal (Tomado de Shigenaga y
Argueso, 2016).

En la presente tesis no se profundiza en la sefializacion de las hormonas que
no conforman la estructura central de la respuesta inmune, es decir, no se

abordaran las hormonas que no sean SA, JA o ET.

I.I.l  Acido salicilico en defensa

El SA es una hormona con mdultiples funciones en plantas, en donde participa en
procesos fisiolégicos como la germinacion de semillas, el crecimiento vegetativo, la
fotosintesis, la respiracion, la termogénesis, la formacion de flores, la produccion

de semillas y la senescencia. Sin embargo, el SA es conocido principalmente por
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su papel en la inmunidad vegetal, donde participa en las respuestas de defensa
local y sistémica (Hernandez et al., 2017).

La acumulacién de SA se activa durante PTI y ETI. Durante PTI, el
incremento en los niveles de Ca?* inicia la sefializacion para la biosintesis de SA.
Posteriormente, las proteinas ENHANCED DISEASE SUSCEPTIBILITY 1 (EDS1)
y PHYTOALEXIN DEFICIENT 4 (PAD4) promueven la biosintesis de SA. Por otro
lado, en ETI la acumulacion de SA depende del tipo de NB-LRR activado: cuando
es por TIR-NB-LRR, la biosintesis de SA estd mediada por EDS1 y PAD4, mientras
que cuando es por CC-NB-LRR es mediante NON-EXPRESSOR OF
PATHOGENESIS-RELATED GENES 1 (NDR1) (Pieterse et al., 2012, Ding y Ding,
2020).

Independientemente de la via que estimule la acumulacion de SA durante el
proceso de defensa, su sintesis se produce a través de la via isocorismato. El
proceso inicial de biosintesis se da en cloroplasto, donde el metabolito corismato
es convertido en isocorismato (IC) por la enzima ISOCHORISMATE SYNTHASE
(ICS). Posteriormente, el IC es transportado al citosol por el transportador
ENHANCED DISEASE SUSCEPTIBILITY 5 (EDS5). A continuacién, se conjuga el
IC y el glutamado para obtener el isocorismato-9-glutamato, con ayuda de la enzima
avrPphB SUSCEPTIBLE 3 (PBS3). Finalmente, el isocorismato-9-glutamato en un
proceso catalizado por la enzima ENHANCED PSEUDOMONAS SUSCEPTIBILITY
1 (EPS1) se convierte en SA (Burger y Chory, 2019; Rekhter et al., 2019).

La sefalizacion rio abajo del SA estd mediada en gran medida por las
proteinas NONEXPRESSOR OF PATHOGENESIS-RELATED GENES (NPR1) y
sus paralogos, NPR3 y NPR4 (Figura 9). Los cuales cumplen roles diferentes entre
si, por un lado, NPR1 funciona como un coactivador transcripcional de los genes
qgue responden a SA, mientras que NPR3/NPR4 actian como correpresores
transcripcionales (Ding et al., 2018). Se ha propuesto que la respuesta de las
proteinas NPR esta mediada por los niveles de SA. El mecanismo propuesto sefiala
gue en condiciones normales la concentracion de SA es baja, con lo que NPR3/4
inhiben la sefializacién dependiente de SA mediante interacciones directas con los
factores de transcripciéon de unién al motivo TGACG (TGA), una especie de

reguladores transcripcionales de dominio bZIP cuyos objetivos gendmicos
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incluyen genes relacionados con la patogénesis (PR) que estan asociados con la
defensa. Ademas de esta represion transcripcional, NPR1 se mantiene como un
oligbmero en el citosol, lo que constituye su forma inactiva (Johnson et al., 2003;
Ding et al., 2018; Ding y Ding, 2020).
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Figura 9. Regulaciones de genes dependientes de proteinas NPR por SA. La imagen superior
muestra una célula vegetal que contiene una concentracion relativamente baja de SA (c[SA]) o un
nivel basal de acumulacion de SA cuando no hay encuentro con patégenos. Cuando c[SA] es baja,
NPR3 y NPR4 sirven como reguladores negativos para suprimir las expresiones génicas a través de
sus interacciones directas con factores de transcripcion de TGA especificos de la planta, mientras
que la proteina NPR1 monomérica se mantiene en un nivel constante y relativamente bajo. La
renovacion de la proteina NPR1 esta mediada por el complejo de proteasoma 26S a través de
procesos de poliubiquitinacién mediados por una ligasa de ubiquitina E3 como CRL3 y ligasa E4
UBE4, y también proceso de desubiquitinacion por proteasas especificas de ubiquitina UBP6 y
UBP7. La imagen inferior muestra una célula vegetal con una c[SA] mas alta acumulada a través de
la activacién inmune desencadenada por patdgenos vegetales. Un mayor nivel de SA puede inducir
el proceso de monomerizacién de NPR1 e inducir la expresién génica dependiente de NPR1 a través
de interacciones directas con factores de transcripcion TGA. Mientras tanto, la unién directa con SA
elimina la supresién de NPR3 y NPR4 en genes inducidos por SA, lo que potencia ain mas la
expresion del gen dependiente de NPR1 inducida por SA. Se requiere un recambio eficiente de
proteinas NPR1 monoméricas en el nicleo para una expresion génica inducida por SA de velocidad
limitada y esto también depende de la homeostasis de la ubiquitinacion de NPR1, que es mantenida

por las proteinas mencionadas en el panel superior (Tomado de Ding y Ding, 2020).
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Por otro lado, tras el reconocimiento de un patdégeno, se induce un
incremento en la concentracion de SA, lo que modifica el estado redox celular que
genera monomerizacion de NPR1 con la consecuente translocacion al nucleo a
través de proteinas de poros nucleares. En el ndcleo, NPR1 interactian con
miembros TGA, especificamente TGA3 y TGAG, induciendo su union a la region
promotora de genes sensibles a SA, lo que resulta en su activacion. Asimismo, la
union de SA con NPR3/4 desactiva la regulacion negativa de estos sobre los genes
inducidos por SA, lo que potencia aun mas su expresion (Ding et al., 2018; Ding y
Ding, 2020).

Otro proceso importante es la ubiquitinizacion y degradacion, via proteosoma
26S, de la proteina NPR1, mediada por las enzimas ubiquitinas ligasa E3 (como
CRL3) 0 E4 (como UBE4). La eliminacion de NPR1 se requiere para la induccion
completa de los genes diana sensibles a SA, probablemente porque permite que
los nuevos mondémeros NPR1 reinicien el ciclo de transcripcion. Ademas, esta
degradacion permite que los pocos monémeros NPR1 que se translocan al nacleo
bajo condiciones normales sean eliminados, a modo de evitar la activacion
prematura de los genes diana de NPR1 (Shigenaga y Argueso, 2016; Ding y Ding,
2020).

La cascada de sefalizacion inducida por SA culmina en la activacion de
genes importantes en la respuesta de defensa de la planta, entre los que se
encuentran los genes PATHOGENESIS-RELATED (PR). Entre los varios genes
PR, SA induce la activacion de PR-1, PR-2 y PR-5, mismos que se usan como
marcadores robustos y sensibles de la expresion génica regulada por SA. Sin
embargo, estos tres genes son solo una minima fraccién del total de 9524 genes
que muestran una expresion diferencial en respuesta a SA; de estos, los mas
estudiados son los genes involucrados en el metabolismo de SA (ICS1, PBS3,
EDS5, DRM6, CBP60 y SARD1), y algunos reguladores conocidos de la via SA
(TGAL, TGAS5, NPR4, NIMIN1, NIMIN2, WRKY 18, WRKY51, WRKY54 y WRKY70).
Ademas, se ha reportado que el SA genera el enriquecimiento de genes que
participan procesos bioldgicos como: la respuesta de plegamiento de proteinas, la

replicacion del ADN vy la regulacién del ciclo celular (Hickman et al., 2019).
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Como respuesta final mediada por SA se establecen dos procesos de
defensa en el huésped: el primero se activa en el sitio local de la infeccion y se
caracteriza por una especie de muerte celular programada conocida como HR que
puede reducir la penetracion y propagacion de patdégenos (descrita en la seccion
I.I.V Respuesta hipersensible (HR)). Por otro lado, en el segundo proceso, se
desencadena una respuesta de defensa en las partes distales de la planta para
proteger los tejidos no dafiados contra la posterior invasion de patdgenos. Esta
resistencia inducida de amplio espectro y larga duracibn se conoce
como resistencia sistémica adquirida (SAR) (Pieterse et al., 2012; Birger y Chory,
2019).

LILIl Acido jasmonico en defensa

El &cido jasmonico (JA) es una fitohormona de plantas superiores; inicialmente se
identific6 como una hormona relacionada con el estrés, aunque luego se encontré
que también estaba involucrada en la regulacion de importantes procesos de
crecimiento y desarrollo. Por ejemplo, la maduracion de la fruta, la supervivencia
del polen, el crecimiento de las raices, el volumen del tallo, la respuesta de la planta
a las lesiones, la inhibicion de la biosintesis de RuBisCo, la disminucion de la
absorcién de nitrégeno y fésforo y el transporte de materia organica como la glucosa
(Jia et al., 2016; Ruan et al., 2019).

En lo que respecta al estrés, el JA participa eficazmente en algunas de las
respuestas contra el estrés ambiental. Ademas, se ha reportado un incremento en
los niveles de JA en respuesta a la infeccion por patdégenos, lo que destaca
claramente su participacion en la respuesta de defensa de la planta durante el
estrés bidtico. Asimismo, la sefializacion mediada por el JA también desempefia un
papel en la defensa de las plantas contra herbivoros, tales como orugas, acaros,
escarabajos, trips y chinches (Verma et al., 2016). Sin embargo, en esta tesis
Gnicamente nos centraremos en su participacion en la respuesta contra
microorganismos patégenos.

La acumulacion de JA se produce, generalmente, durante la respuesta de

defensa contra patégenos necrotroficos. El primer paso en la biosintesis de JA es
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la liberacion de acido a-linolénico (a-LA) de las membranas de cloroplasto por la
fosfolipasa Al cloroplastica DEFECTIVE ANTHER DEHISCENCE 1 (DAD1),
seguido de la oxigenacion por enzimas LIPOXYGENASE (LOX). La forma
oxigenada se conoce como acido 12-oxo-fitodienoico (OPDA), y se convierte en JA
en el peroxisoma. Finalmente, en citoplasma, el JA puede metabolizarse faciimente
a metil jasmonato (MeJA) mediante la actividad de JA CARBOXYL
METHYLTRANSFERASE (JMT) o ser conjugado con aminoacidos tales como
isoleucina a través de la enzima JA AMIDO SYNTHETASE (JAR1), que da como
resultado jasmonoil-isoleucina (JA-lle), un enantidmero biolégicamente mas activo
que JA (Jia et al., 2016; Shigenaga y Argueso, 2016; Ruan et al., 2019).

La via de sefalizacion del JA, es dependiente de su acumulacion. A niveles
bajos de JA, en plantas sanas y sin estrés, las proteinas JASMONATE ZIM
DOMAIN (JAZ) se asocian con las proteinas adaptadoras NOVEL INTERACTOR
OF JAZ (NINJA) y el represor transcripcional general TOPLESS (TPL) para reprimir
la expresion de genes dependientes de JA mediante remodelacion de histonas.
Adicionalmente, el complejo JAZ-NINJA-TPL se asocia directamente con
reguladores transcripcionales positivos regulados por JA (MYC2, MYC3, MYC4),
evitando que activen genes que responden a JA (Shigenaga y Argueso, 2016;
Birger y Chory, 2019).

Hasta ahora, una de las vias mejor caracterizadas acerca de la acumulacion
de JA se ha dado en A. thaliana. En este sentido, el dafio celular causado por las
enzimas del patégeno necrotréfico promueve la hidroélisis de la proteina precursora
PROPEP1 (que consta de 92 aminoacidos) a AtPEP1 un polipéptido de 23
aminoécidos, que actia como un patrén molecular asociados al dafio reconocido
por el receptor PEPR1 en la membrana plasmatica, lo que induce la activacion de
la via de sintesis de JA. La acumulacion de JA es percibida por la proteina E3-ligase
SCF F-box CORONATINE INSENSITIVE 1 (COI1). La unién JA-COI1 promueve
fuertemente la unioén de los represores JAZ a la proteina SCF°, lo que induce la
ubiquitinilacion y posterior degradacion, via proteasoma 26S, de las proteinas JAZ.
Esto da como resultado la liberacién de factores de transcripcion, que a su vez
inducen la expresion génica sensible a JA (Zipfel, 2013; Shigenaga y Argueso,
2016; Burger y Chory, 2019; Ruan et al., 2019).
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En la planta modelo, A. thaliana, se han reportado dos vias de sefializacion
dependientes de JA en respuesta al estrés por patégenos. La primera via, esta
controlada por factores de transcripcion de tipo MYC como MYC2, MYC3 y MYC4,
e induce la expresion del gen VEGETATIVE STORAGE PROTEIN 2 (VSP2),
utilizado como marcador sensible a JA mediado por esta via de sefalizacion. La
segunda via, esta regulada por miembros de la familia de factores de transcripcion
ETHYLENE RESPONSE FACTOR (ERF), como ERF1 y OCTADECANOID-
RESPONSIVE ARABIDOPSIS 59 (ORA59); ambos generan una regulacion positiva
del gen PLANT DEFENSIN 1.2 (PDF1.2). Cabe mencionar que la activacion de la
via ERF requiere sefalizacion tanto de JA como de ET. Ademas, la base molecular
del papel de COI1/JAZ en la regulacién de esta via, en contraste con la via MYC,
no se comprende bien. En general, la via ERF esta asociada con una mayor
resistencia a los patdogenos necrotréficos, mientras que la via MYC se asocia con
la respuesta a heridas y la defensa contra insectos y herbivoros, aunque MYC2
también desempefa un papel en el cebado para mejorar la defensa contra el
patégeno (Pieterse et al., 2012; Verma et al., 2016; Ruan et al., 2019).

Como se describioé anteriormente, la via de sefializacién de JA presenta dos
vias: ERF y MYC. Se ha descrito que las hormonas ET y ABA determinan la
direccién en la que se dirige la sefalizacién de JA. La activacion de la rama ERF
incluye la expresion de los genes PDF1.2 y ORA59 y es mediada por la acumulacion
de ET, lo que a su vez resulta en una expresion reducida del gen marcador VSC2
de larama MYC. Mientras que el aumento de los niveles de ABA induce la expresion
de VSP2 a través de la activacion de la via MYC en conjunto con la represion de la
via ERF y el silenciamiento de ORA59 y PDF1.2 (Vos et al., 2013).

ILILIII Etileno en defensa

El ET es una hormona gaseosa que participa en la regulacion del crecimiento,
desarrollo y senescencia de las plantas; asi como en el proceso de maduracion y
abscision de frutos climatéricos (Kim et al., 2013; Li et al., 2019). Ademas, la
creciente evidencia indica que el ET, actda en la activacién y modulacion de la

respuesta inmune de la planta. Se ha demostrado que las vias de sefalizacion de
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ET y JA actian de forma sinérgica, para brindar a las plantas una potente defensa
contra el ataque de patdégenos necrotroéficos (Zheng et al., 2019).

Como una hormona difusible, gaseosa y no degradable, la producciéon de ET
debe controlarse estrictamente. En este sentido, la biosintesis de ET, también
conocida como ciclo de Yang, comienza con el aminoacido metionina, que es
convertido en S-adenosilmetionina (SAM) por la enzima SAM SINTETASA.
Posteriormente, SAM se convierte en &cido l-aminociclopropano-1-carboxilico
(ACC) por la enzima ACC SINTASE (ACS), en lo que se considera el paso limitante
de la velocidad de biosintesis de ET, debido a la estricta regulacién de ACS. Por
altimo, se produce ET a partir de ACC en una reaccion catalizada por la enzima
ACC OXIDASE (Shigenaga y Argueso, 2016; Li et al., 2019).

Las plantas poseen un mecanismo complejo que regula la percepcién de ET.
Al igual que con SA y JA, las respuestas inducidas por ET dependen de su
acumulacion. A bajas concentraciones de ET, los receptores ETHYLENE
RESPONSE 1 (ETR1l), ETHYLENE RESPONSE 2 (ETR2), ETHYLENE
RESPONSE SENSOR 1 (ERS1), ETHYLENE RESPONSE SENSOR 2 (ERS2) y
ETHYLENE INSENSITIVE 4 (EIN4) activan una Ser/Thr quinasa denominada
CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE 1 (CTR1l) que fosforila al receptor
ETHYLENE INSENSITIVE 2 (EIN2), una proteina localizada en reticulo
endoplasmico (RE). EIN2 se encuentra en un estado inactivo cuando es fosforilado
por CTR1. Ademas, aunado a esta represion, las proteinas F-box EIN2
TARGETING PROTEIN 1 (ETP1) y ETP2 conducen a la degradacion proteasémica
de EIN2. Asimismo, se induce la degradacion de ETHYLENE INSENSITIVE 3
(EIN3) y EIN3-LIKE 1 (EIL1), dos factores de transcripcion criticos rio abajo de
EIN2. En conjunto, estos mecanismos reprimen la sefalizacion mediada por ET
(Kim et al., 2013; Nascimento et al., 2018).

Por otro lado, tras la interaccion planta-patdégeno se induce la acumulacién
de ET, mismo que es percibido por los receptores ETR1, ETR2, ERS1, ERS2 y
EIN4, lo que conduce a la inactivacion de CTR1 y, como resultado, la
desfosforilacién de EIN2 tras lo cual, su dominio C-terminal (CEND) se escinde para
migrar al nacleo. Ahi, CEND estabiliza a los factores de transcripcion EIN3/EIL1

que, posteriormente, se unen al elemento de secuencia de unién a EIN3 (EBS) en
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la regidn promotora de varios genes diana, modulando asi su expresion. Uno de
estos genes, y quiza el mas importante, es ETHYLENE RESPONSE FACTOR 1
(ERF1), que es en si mismo un factor de transcripcion que puede unirse a la caja
GCC y funciona positivamente activando las respuestas de etileno. Tipicamente,
ERF1 activa la expresion de varios genes relacionados con la defensa, incluidos
PDF1.2 y BASIC CHITINASE (ChiB), lo que aumenta la resistencia de Arabidopsis
a patogenos necrotréficos como Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum y
Plectospherella cucumerina. Otro factor de transcripcion activado es
OCTADECANOID-RESPONSIVE ARABIDOPSIS AP2/ERF 59 (ORA5L9), que
incrementa ain mas la expresidon de una amplia gama de otros elementos
genéticos, incluidos los involucrados en la produccién de otras fitohormonas.
Ademas, la acumulacion de ET induce la degradacion de EBF1 y EBF2, mientras
gue CEND genera una represion transcripcional de los genes que codifican a estas
proteinas, lo que en conjunto fortalece la respuesta mediada por ET (Huang et al.,
2016; Shigenanga y Argueso, 2016; Li et al., 2019; Zheng et al., 2019).

Otra funcion de los factores de transcripcion EIN3 y EIL1 es la regulacion
positiva de la respuesta de PTI a nivel transcripcional, a través de la
regulacion positiva de PROPEP1 y PROPEP2 dos proteinas que al ser degradadas
por las enzimas proteoliticas del patdgeno necrotrofico funcionan como DAMP.
Ademas, activan el gen FLS2 que codifica al receptor FLS2 que se requiere para la
union del PAMP flagelina (Zipfel, 2013). Por el contrario, se ha reportado que
inhiben la acumulacién de SA, al regular negativamente la expresion del gen SID2,
gue codifica a la enzima ICS que se requiere para la biosintesis de SA; lo que
sugiere un mecanismo de comunicacion cruzada mediada por EIN3 / EIL1 en la
diafonia etileno- SA (Chen et al., 2009; Kim et al., 2013).

Por otra parte, la primera evidencia de la accion sinérgica entre JAy ET en
la inmunidad, fue la regulacién de la expresion de PDF1.2 tras la aplicacion
exdgena de ET o JA. Posteriormente, se encontré que la aplicacion concomitante
de JAy ET induce la expresion de genes regulados por JAy ET a un nivel mucho
mas alto que la aplicacién de cualquier hormona sola. Sin embargo, la base
molecular de la coaccién JA/ET y la interdependencia de sefializacion es en gran

medida desconocida. Uno de los mecanismos propuestos tiene relacion con las
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proteinas JAZ, las cuales interactian fisicamente y reprimen EIN3 / EIL1. Ademas,
las proteinas JAZ reclutan una histona desacetilasa de tipo RPD3 (HDA6) como un
correpresor que modula la acetilacion de histonas, lo que a su vez reprime la
transcripcion dependiente de EIN3/EIL1. La degradacion de JAZ ante la percepcion
de JA libera la represion de EIN3/EIL1, lo que lleva a la activacién de factores de
transcripcion regulados por ET, como ERF1 y ORAS9, y la activacion sinérgica de
genes regulados por ET-JA, incluido PDF1.2 (Zhu et al., 2011; Shigenaga y
Argueso, 2016).

[.ILIV Diafonia entre las vias SAy JA/ET

La mayoria de los reportes apuntan a interacciones antagonicas entre SA-JA/ET a
través de redes complejas de sefalizacion. Sin embargo, bajo circunstancias
especificas, las vias de defensa mediadas por SA y JA/ET pueden interactuar de
manera sinérgica o compensatoria. A la fecha se han reportado algunos casos de
diafonia entre estas vias, ya sean negativas o positivas. En este sentido, se ha
demostrado que la sefializacion de JA puede inhibir la acumulacién de SA a través
de la activacién de la expresion, via MYC2, de los factores de transcripcién que
contienen dominios ANAC (especificamente ANAC019, ANACO055 y ANACO072);
mismos que inhiben la expresion de ICS1, un gen que participa en la biosintesis de
SA al tiempo que desencadena la expresion de BENZOIC ACID/SA CARBOXYL
METHYLTRANSFERASE 1 (BSMT1) como un gen de metilacién de SA (Zheng et
al., 2012; Yang et al., 2019). Del mismo modo, en general, ET actla de forma
antagonica a la sefalizaciébn SA, al reprimir la expresion de SID2 mediante los
factores de transcripcion EIN3 y EIL1 (Chen et al., 2009). Por otro lado, se requiere
NPR1 citoplasmatico para la supresion mediada por SA de la via de sefalizacion
de JA. NPR1 puede interferir directamente con la sefializaciéon de JA al interferir con
la funcion SCFCC" o indirectamente a través de la activacion transcripcional de los
genes WRKY (WRKY50, WRKY51 y WRKY70) y/o el gen de glutaredoxina GRX480
(Ndamukong et al., 2007; Xiong et al., 2020). Por el contrario, NPR3 y NPR4 median
la activacién dependiente de bajas concentraciones de SA de la sefalizacion y

sintesis de JA, al inducir la degradacion, via proteasoma 26S, de varias proteinas
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JAZ. Sin embargo, la acumulaciéon de SA reprime una lista de genes de biosintesis
de JA, como LOX2, AOS, AOC2 y OPR3. En conjunto con lo anterior, otro estudio
indicd que la inhibicion de CATALASE ISOZYME 2 (CAT2) mediada por SA, redujo
la acumulacion de JA al evitar que CAT2 interactie y estimule, directamente, las
actividades de dos enzimas biosintéticas de JA: ACYL-CoA OXIDASE 2 (ACX2) y
ACX3 (Spoel y Dong, 2008; Vos et al., 2013; Li et al., 2020; Li et al., 2020).

Si bien se han hecho grandes esfuerzos por elucidar los mecanismos
moleculares a través de los cuales las vias SA, JA, ET se modulan entre si, ain no
se comprende del todo el cdmo estas interacciones activan las defensas para
combatir diferentes tipos de patégenos. Por lo anterior se ha vuelto esencial el
desarrollar estrategias experimentales que permitan una comprension integral de la
sefalizacion inmune, dado que las respuestas de defensa son activadas por una
intrincada red de sefializacibn que ademas de fitohormonas incluye otros
mediadores (Klessing et al., 2018). Actualmente existe un auge importante en la
investigacion de uno de estos mediadores: las PAs (Jiménez-Bremont et al., 2014;
Seifi y Shelp, 2019).
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LIl PAs EN INTERACCION PLANTA-MICROORGANISMO

Las PAs son compuestos alifaticos que incluyen grupos amino (generalmente
protonados a pH fisiol6gico) presentes de forma ubicua en todas las células vivas.
Fisicoquimicamente, presentan bajo peso molecular, son solubles en agua y
cuentan con valores de pK entre 8.3y 10.9 (Coni et al., 2019). En general, las PAs
mas abundantes son la diamina putrescina (Put), la triamina espermidina (Spd) y la
tetraamina espermina (Spm); su estructura se muestra en la Figura 10. Otras PAs
presentes en plantas son la cadaverina (Cad) y la termospermina (t-Spm), un

isbmero de la Spm (Wang et al., 2019).
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Figura 10. Estructura molecular de las principales PAs. Se muestra la estructura de la diamina
putrescina, la triamina espermidina y las tetraaminas espermina y termoespermina. Modificado de
Kusano et al., 2008.

Por otro lado, se sugiere que bajo condiciones fisioldgicas las PAs, debido a
su carga positiva, pueden interactuar electrostaticamente con moléculas cargadas
negativamente, incluidos el DNA, RNA, ATP, proteinas enriquecidas en Glu y Asp
o fosfolipidos (Wang et al., 2019; Takahashi, 2020). Asimismo, las PAs, participan
en multiples procesos fundamentales para la supervivencia celular como son: la
division y diferenciacion celular, la condensacion de cromatina, la replicacion y
transcripcion del DNA, el procesamiento de RNA, la sintesis y funcion de proteinas
y la modificacion postraduccional (lgarashi y Kashiwagi, 2000; Kusano et al., 2008;
Masson et al.,, 2017). Por lo anterior, es casi una regla universal que todos los
organismos vivos requieran PAs para mantener su viabilidad. Bajo esta regla, las

células vegetales no son la excepcion.
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En este sentido, las PAs participan en una variedad de procesos fisiol0gicos
vegetales, principalmente en la estabilidad y la funcién de las proteinas y los acidos
nucleicos (Takahashi y Kakehi, 2010; Sayas et al., 2019), mantener la integridad
estructural de la pared celular (Walters, 2003), sintesis de ATP (loannidis et al.,
2006), regulacion de transportadores ionicos (Pottosin et al., 2014) y control del
equilibrio nitrdgeno / carbono (Moschou et al., 2012). Ademas, estan implicadas en
modular una gran cantidad de procesos del desarrollo de la planta, dentro de los
cuales se encuentran: la embriogénesis (Imai et al., 2004), la organogénesis
(Tavladoraki et al., 2016), la germinacion de semillas (Imai et al., 2004), el desarrollo
de hojas (Kusano et al., 2008), la floracién (Ahmed et al., 2017), la polinizacion (Wu
et al., 2010), la lignificacion de tejidos (Bala et al., 2016), el desarrollo y maduracion
del fruto (Tsaniklidis et al., 2016; Fortes y Agudelo-Romero, 2018) y la senescencia
(Sobieszczuk-Nowicka, 2017). En definitiva, se requiere la participacion de estas
aminas para el desarrollo normal de la planta. Por otro lado, su participacion no se
limita exclusivamente al desarrollo y crecimiento normal de la planta, ya que se ha
descrito su influencia directa en las respuestas orquestadas contra el estrés
ambiental.

En relacion con lo anterior, existe multiple evidencia de la implicacion de las
PAs en las respuestas de la planta contra el estrés abidtico (Alcazar et al., 2006;
Liu et al., 2015), especificamente cuando el estrés desencadenado por salinidad
(Yin et al., 2019), sequia (Zhu et al., 2020), estrés osmotico (Pal et al., 2018),
metales pesados (Soudek et al., 2016) y temperaturas extremas (Shen et al., 2016).
Sin embargo, en esta tesis no ahondaremos en su estudio.

En lo que respecta al estrés bibtico, se sabe que los niveles de PAs libres y
conjugadas experimentan cambios profundos en los tejidos de las plantas durante
la interaccidbn con los microorganismos (Rodriguez-Kessler et al., 2008).
Curiosamente, algunas pruebas sugieren que estos cambios dependen de la
naturaleza del microorganismo, un concepto que se deriva del hecho de que estas
aminas intervienen en la activacion de los mecanismos de defensa de las plantas.
Varios estudios sugieren que este efecto, esta mediado inicialmente por la
acumulacion de PAs libres, que luego pueden ser conjugadas con acidos organicos

(principalmente acido hidroxicinamico), o bien, catabolizarse con la consecuente
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produccion de H202, molécula crucial en las respuestas de defensa (Walters D,
2003; Muroi et al., 2009; Hussain et al.; 2011; Jimenez-Bremont et al., 2014; Jasso-
Robles et al., 2016; Corpas et al., 2019; Seifi y Shelp, 2019). Sin embargo, aun
queda por determinar como se modula el metabolismo de las PAs para permitirles
activar los mecanismos de defensa de la planta (Rossi et al., 2017).

Existe una cantidad considerable de informacion sobre la acumulacion de
PAs libres durante las interacciones de las plantas con patdgenos. En este sentido,
la mayoria de estos estudios apunta a la Spm como participe en la induccion y
formacion de respuestas de resistencia al estrés bidtico. Por ejemplo, Mitsuya et al.
(2009) reportaron que la Spm suprime de manera efectiva la multiplicacion del virus
del mosaico del pepino en Arabidopsis. Otra investigacion en la misma planta indica
que niveles elevados de Spm enddgena estan vinculados con una mayor tolerancia
al patégeno bacteriano Pseudomonas syringae y al oomiceto Hyaloperonospora
arabidopsidis (Marco et al., 2014). De manera similar, en Nicotiana benthamiana, la
aplicacion exdégena de Spm indujo la produccion de 6xido nitrico y perdxido de
hidrogeno (H202), dos moléculas clave en la sefializacion asociada a la defensa, lo
que finalmente lleva a la resistencia al patdgeno bacteriano Xanthomonas
campestris (Kim et al., 2013). En conjunto, estos hallazgos sugieren que la Spm es
una molécula de sefalizacion asociada al estrés biotico debido a que induce varios
componentes de la respuesta de defensa de la planta, entre los que se incluyen:
genes que codifican proteinas de resistencia (PR) (Gonzalez et al., 2011); expresion
del gen NHL10 que patrticipa en la activacion de HR (Zheng et al., 2004), proteinas
quinasas activadas por mitogeno (MAPK) (Takahashi et al., 2003; Gonzalez et al.,
2011); biosintesis de fitoalexinas (Marco et al., 2014); y la HR (Seifi y Shelp, 2019).

Por su parte, la conjugacion de PAs con acidos hidroxicinamicos, genera
compuestos importantes en la respuesta de defensa de las plantas. Uno de estos
compuestos es p-cumaroilputrescina, el cual se ha encontrado que se produce tras
la HR en hojas de Nicotiana tabacum var. Xanthi e inhibe fuertemente la
multiplicacion del virus del mosaico del tabaco (TMV) (Martin-Tanguy et al., 1976).
Ademas, se ha reportado su participacion en la respuesta de defensa de A. thaliana
contra el patégeno Alternaria brassicicola. En lo que respecta al mecanismo de

accion de p-cumaroilputrescina, se ha sugerido que es producto de su deposicion
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en las paredes celulares vegetales para reforzarlas y de su actividad toxica contra
el patégeno (Muroi et al., 2009).

Por ultimo, el catabolismo de PAs se ha involucrado en la respuesta de
defensa contra patdégenos al afectar los niveles de ROS, especificamente de H20..
Lo anterior se atribuye a las funciones del H2O2 durante los procesos de defensa
vegetal, ya que, puede actuar directamente como un agente antimicrobiano para
inhibir el crecimiento de patdégenos o indirectamente en el reforzamiento de las
paredes celulares y cierre de estomas. Asimismo, puede participar como segundo
mensajero en la red de sefalizacion que tiene como objetivo la expresion de genes
de defensa (Moschou et al., 2009; Corpas et al., 2019).

Al respecto, se ha reportado que las alteraciones en las enzimas poliamina
oxidasas (PAO), una clase de enzimas que participan en el catabolismo de PAs,
afectan las respuestas de defensa de la planta. En este sentido, la linea mutante
Atpaol-1 x Atpao2-1 de Arabidopsis presenta niveles alterados de ROS, lo que a
su vez induce la susceptibilidad ante el patégeno P. syringae (Jasso-Robles et al.,
2020). Por el contrario, la sobreexpresion de ZmPAO apoplastica en Nicotiana
tabacum Xanthi mejoré la tolerancia contra la bacteria P. syringae pv. tabaci y el
oomiceto Phytophthora parasitica var nicotianae (Moschou et al., 2009).

Por otra parte, se ha reportado que el aumento en los niveles de PAs, ya sea
mediante el uso de plantas transgénicas o la infiltracion con PAs exdgenas, y su
posterior oxidacion afecta las respuestas de defensa de la planta. En este sentido,
la acumulacion de Spm en A. thaliana, genero resistencia contra el patégeno
biotrofico P. viridiflava. Sin embargo, este efecto fue parcialmente contrarrestado
por la inhibicion de la enzima PAO, lo que demuestra que una parte de la resistencia
mediada por Spm depende de su oxidacion (Gonzalez et al., 2011). De manera
similar, la acumulacién y posterior oxidacién de PAs en el apoplasto de las hojas de
Nicotiana tabacum 'Wisconsin W38' afecté de manera diferencial las respuestas de
defensa tras la infeccion por patdogenos con estilo de vida contrastantes. Por un
lado, la acumulacion de Put y Spm en apoplasto y su posterior oxidacion mejora la
necrosis tisular provocada por el hongo nectrotréfico Sclerotinia sclerotiorum lo que
es perjudicial en la defensa de la planta. Mientras que, la acumulacion y oxidacion

de Spm en el apoplasto restringe el crecimiento del patégeno biotréfico P. viridiflava,
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favoreciendo la defensa. Lo anterior sugiere que el catabolismo de PAs favorece la
respuesta inmune contra patdgenos biotroficos, pero mejora la infeccion de
patbgenos necrotréficos (Marina et al., 2008). Sin embargo, es importante
mencionar que esta regla no es universal, ya que el catabolismo de PA no siempre
perjudica a los patdgenos biotroficos. Al respecto, Jasso-Robles et al. (2016)
reportaron que el H202 producido a traveés del catabolismo de PAs por la enzima
ZmPAO1 desempeiia un papel importante en el desarrollo de tumores durante la
interaccion Zea mays-Ustilago maydis, favoreciendo la supervivencia del patégeno.
En conjunto, estos datos sugieren que la participacion del catabolismo de PAs en
la contribucion o afectacién de la respuesta inmune es especifica para el tipo de
planta y patdgeno que participe en la interaccion.

La informacion antes presentada es un indicativo de que los cambios en los
niveles de las PAs constituyen una respuesta adaptativa de la planta y que su
modulacién determina el desarrollo de la interaccion planta-patégeno. El control de
los niveles intra y extracelulares de PAs se logra mediante la regulacion de su
biosintesis, catabolismo, conjugacién y transporte (Fujita y Shinozaki, 2014, Alcazar
et al., 2020). Como se describié anteriormente, existe mdultiple evidencia de la
participacion de la biosintesis, la conjugacion y el catabolismo de PAs en las
interacciones planta-patégeno (Muroi et al., 2009; Gonzalez et al., 2011, Jasso-
Robles et al., 2020). Sin embargo, a la fecha (junio de 2020) no existen reportes
que impliguen directamente el transporte de PAs con la resistencia o susceptibilidad
de la planta respecto a un patégeno. Adicional a lo anterior, existe poca informacion
acerca del transporte de PAs en plantas (de su regulacion, funcion bioldgica,

impacto en desarrollo y estrés) respecto a otros organismos eucariotas.
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[.IV. TRANSPORTE DE PAs

Actualmente, algunos de los transportadores de PAs mejor caracterizados
pertenecen a Saccharomyces cerevisiae y Escherichia coli (Figura 11). En S.
cerevisiae los transportadores reportados son de importe (AGP2, DUR3, GAP1 y
SAM3) y exporte (TPO1-TPO4). Ademas, posee el transportador intracelular UGA4
que importa tanto GABA (&cido y-aminobutirico) como Put a la vacuola (Kashiwagi
e Igharashi, 2011; Mulangi et al., 2012). En lo que respecta a E. coli, se han
identificado varios sistemas de transporte de PAs. Presenta dos sistemas de
absorcion de PAs: PotABCD y PotFGHI, preferencial para Spd y Put,
respectivamente. Ambos, poseen casetes de union a ATP. Ademas, de los
transportadores antiporte de Put-ornitina y cadaverina-lisina, PotE y CadB, que son
importantes para el crecimiento celular a pH acido. Asimismo, un sistema exclusivo
de excrecion: MdtJl especifico de Spd y un sistema de importe exclusivo de Put:

PuuP (lgarashi y Kashiwagi, 2010).

GAP1
PUT
UGA4

AGP2

b)

SPD-preferential PUT-specific Polyamine exporter SPD excretion PUT transporter
uptake system uptake system  pyUT/Orn CAD/Lys system (PuuP)
(PotABCD) (PotFGHI)  exchanger  exchanger (MdtJ1)
(PolF) (G adB)

Dyl et

ATP ADP+Pi ATP ADP+Pi

Figura 11. Transportadores de PAs en Saccharomyces cerevisiae y Escherichia coli. a)
Transportadores de PAs en S. cerevisiae. La absorcion de PAs es dada por los transportadores
AGP2, GAP1, DUR3 y SAM3. Mientras que en la excrecion participan TPO1-TPO4 localizadas en
la membrana plasmética y TPO5 en las vesiculas secretoras post-Golgi. La absorcion de Put en la
vacuola es catalizada por UGA4. b) Transportadores de PAs en E. coli. Presenta dos sistemas de

absorcion de PAs que pertenecen a los transportadores de casete de unién a ATP (ABC). Estos son
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el sistema de captacién preferencial de Spd PotABCD, y un sistema de captacion especifico de Put
PotFGHI. También posee los transportadores antiporte PotE de Put-ornitina y CadB de cadaverina-
lisina. Ademas, MdtJI exportador especifico de Spd. Por ultimo, el transportador PuuP un importador

de Put (Imagen tomada de Igarashi y Kashiwagi, 2010).

En lo que respecta al transporte de PAs en tejidos vegetales, uno de los
primeros reportes que sugeria el transporte de PAs a larga distancia surgio tras la
deteccidon de Puty Spd en exudados de xilema y floema de varias plantas (Friedman
et al., 1986). Posteriormente, se dio la primera descripcion del transporte de PAs
en protoplastos aislados de células de parénquima del floema de zanahoria, donde
se encontr6 que la captacion de Put y Spd es muy rapida y dependiente de Ca?*
(Pistocchi et al., 1987). Ademas, se ha reportado que, en hojas jévenes de Ricinus
communis L., hasta dos tercios de la Put y un tercio de las reservas de Spd se
exportaron de la hoja diariamente (Antognoni et al., 1998). En general, se sabe que
el transporte de PAs se encuentra elevado en células de proliferaciéon rapida.

A pesar de que la mayoria de los reportes antes mencionados fueron hechos
en la década de los 90s, fue hasta 2012 que se da la primera caracterizacion del
transportador vegetal de captacion de PAs en arroz (OsPUT1), un importador
preferencial de Spd que se expresa en todos los érganos de la planta exceptuando
la raiz y las semillas maduras (Mulangi et al., 2012a; 2012b). OsPUT1 al igual que
el resto de los transportadores de absorcion de PA caracterizados en plantas
pertenecen a la familia de transportadores de aminoéacidos de tipo L (LAT) que
funcionan como transportadores de PAs / Paraquat (Fujita y Shinozaki, 2014; 2015).
El paraquat (PAR) o metil viol6geno es un herbicida que tiene, en su estructura, una
distribucion de carga similar a la Put y cadaverina, por ende, ya desde 1992 se
sugeria que ingresaba por el mismo transportador que las PAs, al encontrar una
inhibicion competitiva entre ambos compuestos por ingresar a las células vegetales
(Hart et al., 1992). Acorde con esto, se identificé que plantas de A. thaliana que
presentaban resistencia al herbicida metil violdgeno (Resistant Methyl Viologen,
RMV) presentaban mutaciones en transportadores de tipo LAT (conocidos también
como Polyamine Uptake Transporter, PUT): RMV1 / AtLAT1 / AtPUT3 (Fujita et al.,
2012) y PAR1 / AtLAT4 / AtPUT2 (Li et al., 2013).
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Actualmente, la familia AtPUT consta de cinco miembros, ubicados en
diferentes compartimentos intracelulares (Figura 12a): reticulo endoplasmico
(AtPUT1 y AtPUTS5), aparato de Golgi (AtPUT2), cloroplasto (AtPUT2 y AtPUT3) y
en membrana plasmatica (AtPUT3) (Fujita y Shinozaki, 2014; Ahmed et al., 2017).
De entre todos, el transportador mejor estudiado es AtPUT3 (Figura 12b), con 12
dominios transmembrana predichos y colas citoplasmaticas N y C-terminales (Shen
et al., 2016). Ademés de PA y paraquat, AtPUT3 participa en el transporte a larga
distancia de tiamina (vitamina B1) en el floema (desde el brote hasta la raiz),
clasificAndolo como un transportador cationico de alta afinidad poliespecifico
(Martinis et al., 2016). Asimismo, AtPUT3 esta involucrado en la tolerancia al estrés
por calor, a través de un mecanismo que involucra la absorcion de PAs
extracelulares, las cuales juegan un papel importante en la estabilidad del RNAm

de los genes inducibles por calor (Shen et al., 2016).
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Figura 12. Localizacién subcelular de los transportadores de PAs en plantas y conformacién
estructural predicha de AtPUT3. a) llustracion esquematica que muestra la localizacion
intracelular de los transportadores de PAs en A. thaliana. b) Caricatura de la topologia predicha
de PUT3 segun TMpred (http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED form.html) (Tomado de
Martinis et al., 2016).

La evidencia experimental indica que la alteracion en la expresion de
transportadores de PAs especificos resulta en cambios en la distribucién tisular de
estos metabolitos, lo que a su vez tiene consecuencias en el desarrollo de la planta,
en comparacion con el ecotipo silvestre. En este sentido, Martinis et al. reportaron
gue el mutante Atput3 tiene una tasa mas lenta de crecimiento radicular y un retraso

en el tiempo de floracion (Martinis et al., 2016). Por otro lado, las plantas mutantes
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de Atput5 tienen hojas mas pequefias, tallos mas delgados, floracion prematura y
produce pocas silicuas (Ahmed et al, 2017). Estos reportes postulan diferentes
alteraciones en el desarrollo de la planta, un efecto posiblemente dado por la
ubicacién de cada uno de los transportadores, lo que refleja la importancia de una
fina regulacion en la distribucion de PAs a nivel intracelular. Quedan por resolver
los mecanismos moleculares de dicha regulacion.

Por otro lado, debido a su funcion crucial en las células vegetales, la
concentracion intracelular de PAs debe estar estrictamente regulada. En
mamiferos, esta regulacion esta dada por la proteina antizyme (Az). En este
sentido, cuando existen concentraciones elevadas de PA intracelular, la Az
favorece la degradacion, via proteosoma 26S, de la ornitina descarboxilasa, la
primera enzima en la biosintesis de PAs. Ademas, limita la absorcion de PAs del
ambiente extracelular al inhibir los transportadores de captacion de PAs a través de
un mecanismo aun no resuelto (Kahana, 2018).

Desafortunadamente, la proteina Az no se ha descrito en plantas, lo que ha
limitado la comprension de los mecanismos que regulan el transporte de PAs en
plantas. Recientemente, se reportd que la activacion de AtPUT3 esta regulada
positivamente por las proteinas SOS1 y SOS2 (Salt Overly Sensitive) a través de
interacciones proteina-proteina y eventos de fosforilacion (Chai et al, 2020). De
acuerdo con lo anterior, las modificaciones postraduccionales de los
transportadores de absorcion de PAs podrian ser una caracteristica importante en
la sefalizacion para la activacion y regulacion de estas proteinas bajo condiciones
de desarrollo y estrés. Sin embargo, aun falta informacion sobre una posible
regulacién a nivel transcripcional con o sin estrés, asi como otros procesos que
regulen el transporte y los mecanismos que influyen en su activacion/desactivacion
y finalmente el mecanismo mediante el cual estos transportadores realizan su
funcion.

Hasta ahora, el papel especifico de los transportadores de PAs de la planta
durante la ontogenia de la planta y la respuesta al estrés sigue siendo escaso. A
manera de contribuir en ampliar el conocimiento que se tiene de estas proteinas y
basados en el antecedente que durante la respuesta de defensa de la planta

incrementa el flujo de PAs hacia la zona de interaccion (Vilas et al., 2018), el

54



presente estudio hace uso de lineas mutantes de cada uno de los transportadores
de la planta Arabidopsis thaliana (Atputl-1 a Atput5-2) para con ello elucidar la
participacion e importancia de los transportadores en la homeostasis de las PAs en
células vegetales durante el estrés biotico. Hasta ahora, lo que se sabe es que las

PAs intervienen en la sefializaciéon hormonal de la respuesta ante el estrés biotico.

55



LV PAs Y FITOHORMONAS DE DEFENSA.

Como respuesta a la activacion de PTI o ETI, las hormonas vegetales SA, JAY ET,
actian como actores centrales en el desencadenamiento de la red de sefalizacion
inmune de la planta (Ver seccion LIl PARTICIPACION HORMONAL EN
RESPUESTA A PATOGENOS) (Pieterse et al., 2009). La correcta regulacion en los
niveles de estas hormonas le proporciona a la planta la capacidad de regular con
precision su respuesta inmune y asi, utilizar sus recursos de manera rentable
(Pieterse et al., 2012). Para lograr este objetivo, la planta se vale de las
interacciones antagoénicas o0 sinérgicas que existe entre estas hormonas, asi como
la regulacién mediada por otros metabolitos, como las PAs. A continuacion, se
enlistan algunos de los reportes que describen la interaccién entre PAs y las
fitohormonas SA, JAy ET.

Varios reportes sefialan que la aplicacion exégena de bajas concentraciones
de SA puede inducir la acumulacion de PAs libres en tomate (Solanum
lycopersicum) y maiz (Zea mays) (Szepesi et al., 2009; Németh et al., 2002). Por el
contrario, la acumulacion de Spm genera una inhibicién en la sefalizacion de SA a
través del incremento en los niveles de expresion de los genes NPR3 y NPR4, que
tiene como consecuencia la degradacion de NPR1, (Anwar et al., 2015). No
obstante, también se ha reportado una correlacion positiva entre los contenidos de
Spd/Spm vy el nivel de SA en la respuesta de defensa. Sin embargo, no esta claro
coémo los contenidos enddégenos del SA y las PAs se influyen entre si bajo esta
condicion (Pal et al., 2013).

En lo que se refiere a la interaccion JA-PAs, se report6 que, en explantes de
tabaco, el MeJA induce la actividad de las enzimas arginina descarboxilasa (ADC),
ornitina descarboxilasa (ODC) y SAM descarboxilasa (SAMDC), todas ellas
implicadas en la biosintesis de las PAs. Ademas, se observé un incremento en las
PAs conjugadas y la actividad de la diamino oxidasa (DAO), una enzima que
participa en el catabolismo de Put (Biondi et al., 2001). Asimismo, el tratamiento
con MeJa en hojas de cebada (Hordeum vulgare) generd un incremento en Put,
Spdy Spm libres y conjugadas (Walters et al., 2002). Por otra parte, en Arabidopsis,
los altos niveles de Spd/Spm incrementan los niveles de expresion del gen LOXS,
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gue codifica a una enzima que participa en la biosintesis de JA (Marco et al., 2011).
Mientras que la acumulacion de Put disminuye la expresion de varios genes LOX
(Anwar et al., 2015).

Por ultimo, es importante mencionar que aun quedan por resolver los
mecanismos que subyacen a la diafonia entre PAs y SA/JA, en los procesos de
defensa de la planta. Para el estudio de esta interrogante y otras mas relacionadas
con los procesos de defensa de la planta, los investigadores hacen uso de

patosistemas modelos.
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I.VI  Arabidopsis thaliana - Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000. UN
PATOSISTEMA MODELO.

Actualmente, Arabidopsis thaliana es una planta ampliamente utilizada como
modelo para estudiar las interacciones planta-patogeno. Esto se basa,
principalmente, en la disponibilidad de una gran cantidad de lineas mutantes
homocigotas de casi todos los genes conocidos, incluidos los involucrados en el
metabolismo de PAs (Rossi et al., 2018). Por otro lado, Pseudomonas syringae es
un organismo ampliamente utilizado para comprender la patogenicidad bacteriana,
los mecanismos moleculares de las interacciones plantas-patégeno y la ecologia
microbiana y epidemioldgica; lo que lo convierte en uno de los patdgenos de plantas
mejor estudiados (Xin et al., 2018).

Al respecto, desde hace mas tres décadas, se han utilizado varias cepas de
P. syringae como modelos para comprender las interacciones entre plantas y
bacterias. Sin embargo, fue hasta 1991 cuando se informé que la cepa P. syringae
patovar tomato DC3000 (Pst), infectaba no solo a la planta de tomate, su huésped
natural, sino también a la planta modelo Arabidopsis thaliana; un hallazgo que
desencadend un periodo de investigacion altamente productiva que ha contribuido
a dilucidar los mecanismos fascinantes que subyacen al reconocimiento de
patbgenos por parte de las plantas, las vias de transduccion de sefiales que
controlan las respuestas de defensa de las plantas, la susceptibilidad del huésped
y los determinantes de virulencia y avirulencia de los patdégenos. Lo anterior,
convirtié6 al sistema A. thaliana-Pst en un modelo sumamente importante para
entender el proceso de enfermedad desencadenado por patégenos en plantas
(Katagiri et al., 2002; Xin y He, 2013).
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Figura 13. Morfologia de Pseudomonas syringae pv. tomate DC3000 (Pst). a) Imagen de
microscopio electrénico de transmisién. Pst es una bacteria en forma de bastén con flagelos polares
(15 nm de diametro) y Hrp pili (6 a 8 nm de diametro). Los flagelos y Hrp pili se indican con flechas.
Los flagelos permiten a las bacterias nadar hacia o lejos de estimulos quimicos especificos. Los
complejos de secrecién de tipo Il (Hrp pilus) estan implicados en la secrecion de proteinas efectoras
y de virulencia. b) Sintomas de la enfermedad en las hojas de Arabidopsis causadas por la infeccion
de Pst. Las hojas (indicadas con flechas) se infiltraron con jeringa con 5x10% UFC/mL de Pst y se
tomaron imégenes cuatro dias después de la inoculacién. Toda la planta se muestra en el panel
izquierdo. Mientras que, en el panel derecho, se muestra un primer plano de una hoja enferma
(Tomado de Katagiri et al., 2002).

Pst es una bacteria gramnegativa, identificada como el agente causal de la
mota bacteriana en las plantas de tomate. Morfolégicamente, Pst es una bacteria
en forma de baston con flagelos polares (Figura 13a). Por su estilo de vida, se
considera un patégeno hemibiotrofico que infecta, principalmente, porciones aéreas
de plantas, como hojas y frutos. La infeccibn a menudo es local, es decir, se
encuentra dentro de unos pocos milimetros de los sitios de infeccion iniciales y no
se propaga a otras partes de la planta (Katagiri et al., 2002; Xin y He, 2013; Kang
et al., 2020). Previo al proceso infeccioso, Pst generalmente vive de forma epifitica,
es decir, vive en la superficie de los tejidos vegetales, generalmente en las partes
superiores, como las hojas, tallos, flores y frutos, conocidos colectivamente como
filosfera (Xin et al., 2018). Sin embargo, la superficie de las plantas se considera un
ambiente hostil para los microorganismos, debido a la limitacién de nutrientes y los

rapidos cambios de temperatura, luz solar y humedad. Al respecto, varios estudios
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sugieren que Pst es una epifita relativamente débil, ya que, de no ingresar a los
tejidos de la planta, muere rapidamente (en menos de 48 h) (Xin et al., 2013).

Para sobrevivir, Pst debe ingresar al tejido vegetal, especificamente al
espacio apoplastico en un proceso conocido como fase endofitica. Para entrar al
tejido del huésped, Pst se aprovecha de aberturas naturales como los estomas, o
bien a través de heridas accidentales. Una vez en el apoplasto de plantas
susceptibles y bajo condiciones ambientales favorables (fuertes lluvias, alta
humedad, temperatura moderada), Pst se multiplica a altas densidades
poblacionales generando la enfermedad. Las hojas infectadas muestran manchas
con un aspecto acuoso, un sintoma producido por la liberacién masiva de aguay,
presumiblemente, nutrientes de la célula vegetal infectada. Estas manchas de
aspecto acuoso se vuelven necrdéticas, y el tejido de la hoja circundante a la lesion
muestra clorosis, dando la apariencia caracteristica de una enfermedad 'moteada’
(Figura 13b). Por el contrario, en plantas resistentes, Pst desencadena la HR (Ver
seccién I.1.V Respuesta hipersensible), una especie de muerte celular programada,
asociada a la defensa de las células vegetales en contacto con el patégeno. En esta
situacion, Pst no alcanza densidades de poblacién altas y no causa los sintomas
de enfermedad (Katagiri et al., 2002; Xin y He, 2013).

Por otro lado, varios estudios han reportado que aproximadamente el 5% del
genoma de Pst codifica a genes relacionados con la virulencia. Sin embargo, del
total de estos genes, Unicamente la ausencia particular de algunos de ellos
disminuye notoriamente la virulencia. Entre estos genes, tenemos los que codifican
a toxinas y efectores, asi como a los sistemas especializados en su secrecion.
Ademas, los genes que participan en codificar factores de fijacion, flagelos y
sideroforos (Figura 14). Asimismo, existen varios genes que son importantes para
la supervivencia de Pst, como son los que codifican para transportadores de importe
de azlcares y aminoacidos, transportadores de exporte de cationes y compuestos
antimicrobianos y enzimas que detoxifican a la célula bacteriana de ROS y metales
pesados (Xiny He, 2013). A continuacion, se enfatizara en algunos de los factores

de virulencia mejor caracterizados.
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Figura 14 Diagrama de Pst, con rasgos clave de virulencia y aptitud fisica ilustrados. Los

sider6foros median el transporte de hierro desde el entorno extracelular hacia la célula bacteriana.
Aunqgue los sider6foros son generalmente importantes para el crecimiento bacteriano en condiciones
limitantes de hierro, el papel de los sider6foros en la virulencia de las cepas de Pseudomonas
syringae no esta claro. Pst contiene 15 familias de transportadores de aztcar ABC (casete de union
a ATP) y cuatro familias de transportadores APC (aminoacido / poliamina / organocatién) para
importar aminoacidos y otros compuestos. Los sistemas de flujo de salida de tipo ABC y RND
(division de células de nodulacién de resistencia) exportan antimicrobianos o cationes. Los flagelos
son una estructura indispensable para la movilidad bacteriana. Los factores de fijacibn son
importantes para la virulencia, la formacién de biopeliculas y la proteccién de las células bacterianas
del estrés ambiental. Los factores de fijacién identificados en Pst incluyen pili tipo 1V, exopolisacérido
(EPS) y hemaglutinina filamentosa (FHA). EI genoma de Pst contiene genes que codifican los
sistemas de secrecion de tipo Il (T2SS) y tipo 11l (T3SS), asi como el transportador de doble arginina
(Tat), que son importantes factores de virulencia. Las isoformas de fosfolipasa C (PIcAs) se
translocan al espacio extracelular mediante una via de dos pasos (Taty T2SS). Las enzimas que
degradan la pared celular de las plantas (CWDE) también son probablemente sustratos de T2SS.
Los genes que codifican los complejos de secrecion de tipo Il (T3SS) y los efectores tipo Il estan
regulados por HrpR/S/L. Los genes biosintéticos de la coronatina estan regulados por CorR/S/P. Pst
produce auxina, dependiente de HrpL. El color rojo indica los factores de virulencia que actian sobre
las células vegetales, y el verde indica compuestos que se transportan a través de la membrana de
Pst (Tomado de Xiny He, 2013).
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I.VL.l Isla de patogenicidad tripartita y sistema de secrecién de tipo Il

Una vez en apoplasto, Pst cambia de mdvil a sésil y comienza a secretar efectores
inmunosupresores en las células huésped a través de un sistema de secrecion tipo
11 (T3SS), un cambio de estilo de vida necesario para el desarrollo de la enfermedad
(O'Malley et al., 2020). En este sentido, el despliegue de T3SS, asi como otros
rasgos asociados con la virulencia, estan regulados de manera coordinada por el
loci de la isla de patogenicidad tripartita (T-PAl). Dicho loci, contiene los genes hrp
(respuesta hipersensible y patogenicidad) y hrc (genes hrp altamente conservados)
para el ensamblaje y la regulacion de T3SS, flanqueados por los genes CEL y EEL
gue codifican para los efectores tipo 3 (T3Es). Tanto el T3SS como los efectores
conservados son necesarios para que Pst establezca una infeccion exitosa, por lo
gue deben estar estrictamente regulados. Al respecto, los genes hrp—hrc codifican
también a los reguladores HrpR y HrpS, que son necesarios para inducir la
expresion de HrpL, el regulador maestro responsable de la expresion de todos los
genes estructurales de T3SS y los genes que codifican T3Es (Alfano et al., 2000;
Xin et al., 2018).

Por otro parte, en Pst, el locus CEL codifica dos efectores altamente
conservados: hopM1 y avrE (ver seccion L.VI.Il Bateria de efectores). Mientras que
el locus EEL, codifica al efector HopB1 que inhibe el proceso de PTI. El mecanismo
propuesto para tal efecto sugiere que HopB1 interactia con FLS2 inactiva. Tras la
activacion por flg22, BAK1 se recluta en el complejo FLS2-HopB1 y se fosforila en
Thr455. Posteriormente, la actividad proteasa de HopB1 escinde BAK1 activado,
con la consecuente inhibicion de su sefalizacion (Li et al., 2016; Xin et al., 2018).
En lo que respecta a T3SS, es un complejo de proteinas que media el contacto
bacteriano con las células vegetales. El Hrp pilus actia como un conducto de
proteinas efectoras y de virulencia hacia el citoplasma de las células vegetales. Una
vez que Pst ha inyectado los T3Es en las células vegetales, existen dos resultados
probables, dependiendo de los genotipos de las plantas infectadas. Por un lado, los
T3Es suprimen el sistema de defensa de la planta huésped modulando la
transduccion de sefales o la actividad enzimatica, lo que permite el desarrollo de la

enfermedad, este proceso es conocido como respuesta susceptible. Sin embargo,
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en una interaccion incompatible, los efectores de tipo Il provocan HR, lo que a su
vez genera una respuesta de resistencia en la planta (Katagiri et al., 2002; Kang et
al., 2020). Por ultimo, la evidencia experimental sugiere que la inyeccion directa de
proteinas de virulencia bacteriana en las células huésped a través del T3SS es un
fendbmeno generalizado en los patdgenos bacterianos de plantas y animales, y se
considera una adquisicion evolutiva critica en la virulencia de estos patdgenos
(O"Malley et al., 2020).

I.VI.II Bateria de efectores

La virulencia de Pst y muchos otros patdégenos depende del repertorio de proteinas
efectoras inyectadas en las células huésped por los T3SS. Es casi seguro que la
funcidn principal de los T3Es es suprimir las respuestas de defensa de la planta. Sin
embargo, también se ha reportado su participacion en el ingreso bacteriano al tejido
vegetal al evitar el cierre estomatico. A modo de evitar lo anterior, las plantas han
desarrollado mecanismos de defensa para reducir la entrada de patégenos a través
de los estomas. Tras el reconocimiento de los PAMP, se activa una cascada de
sefalizacion dependiente de SA para inducir el cierre del estoma como parte de la
respuesta de PTI (Cunnac et al., 2011; Xin et al., 2018).

Para contrarrestar la estrategia de la planta, Pst ha desarrollado factores de
virulencia, como la fitotoxina coronatina (ver seccion L.VLIII Coronatina) y T3ES,
para perjudicar la defensa estomatica de la planta (Figura 15). En este sentido, se
ha reportado que los efectores HopX1l, HopZla, HopBB1, HopF2 y HopM1l
suprimen el cierre estomatico a través de diversos mecanismos, como son: la
activacion de la via de sefalizacion del JA, la fosforilacion de la proteina RIN4 y la
supresion del estallido oxidativo inducido por PAMP, durante la PTI (Xin et al.,
2018).
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Figura 15. Entrada de Pst en las hojas y superacién del cierre del estoma. La via de entrada de
Pst al tejido vegetal es, principalmente, a través de estomas que se abren naturalmente. Los PAMPs
de Pst son detectados por PRR, desencadenado la sefializacién inmune en las células estomaticas,
lo que conduce a la sefializacién del &cido salicilico (SA) y al cierre eventual del estoma. Para
contrarrestar la sefializacion vegetal, el efector coronatina de Pst y los efectores del sistema de
secrecion de tipo lll: AvrB, HopBB1, HopX1 y HopZla se dirigen al receptor de la proteina
CORONATINE-INSENSITIVE PROTEIN 1 (COI1) o a los represores transcripcionales JASMONATE
ZIM DOMAIN-CONTAINING (JAZ) para activar la sefalizacion de jasmonato. Esto modula la
expresioén de los factores de transcripcion ANAC19, ANAC55 y ANAC7, que actdan reprimiendo al
gen ISOCHORISMATE SYNTHASE 1 (ICS1) y promueven la expresion del gen SALICYLATE /
BENZOATE CARBOXYL METHYLTRANSFERASE 1 (BSMT1), que estan involucrados en la
biosintesis y la inactivacion de SA, respectivamente. Esta modulacién en la expresion da como
resultado niveles reducidos de SA e inhibicion del cierre estomético desencadenado por PAMP.
(Tomado de Xin et al., 2018)

Los efectores antes mencionados, son parte de un total de 28 T3Es
reportados en Pst. Desafortunadamente, el estudio de los roles funcionales de cada
uno de ellos es complicado, ya que, la ausencia particular de uno solo de estos
efectores resulta en poca o ninguna reduccién en la virulencia bacteriana. Este
hallazgo indica que los T3Es funcionan de manera "multifuncional, cooperativa y
redundante”. Lo anterior, planteo una pregunta importante: ¢cual es el repertorio
minimo de T3Es que debe poseer Pst para convertirse en un patégeno virulento?
La respuesta a esta interrogante fue proporcionada por Cunnac et al., quienes
identificaron un conjunto de 8 T3Es minimos requeridos para mantener la virulencia
de Pst (Cunnac et al., 2011; Xin y He, 2013).
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Se sabe que seis de estos efectores estan involucrados en la supresion de
las respuestas de inmunidad del huésped. En este sentido, AvrPtoB induce la
degradacion o la inhibiciébn de la actividad quinasa de los receptores FLS2 y
CERK1. HopGl y HopE1l se dirigen a los filamentos de actina y microtubulos,
respectivamente, lo que contribuye a inhibir la deposicion de callosa. HopAM1
induce hipersensibilidad al acido abscisico (ABA) en la planta y aumenta la
virulencia durante las condiciones de sequia. HopN1 suprime la producciéon de ROS
y la deposicion de callosa. Mientras que HopAA1-1 funciona sinérgicamente con los
efectores anteriores. Por otro lado, HopM1 y AvrE, inducen la acumulacion de
liquido en el apoplasto para establecer un ambiente apoplastico acuoso. Dicho
proceso, apoya potencialmente el crecimiento bacteriano a través de la
accesibilidad a los nutrientes de la planta y la dilucion de los compuestos
antimicrobianos (Cunnac et al., 2011; Xin y He, 2013).

Por ultimo, es importante mencionar que independientemente de la actividad
de los efectores de Pst, su finalidad es contribuir al crecimiento de la bacteria en el
apoplasto de la planta; condiciébn que se ve fortalecida por la actividad de la
fitotoxina coronatina. Lo anterior, en conjunto con las condiciones ambientales
adecuadas (por ejemplo, alta humedad), permiten el establecimiento de la

enfermedad bacteriana (Xin et al., 2018).

I.VIL.III Coronatina

La coronatina (COR) es una imitacion molecular del JA-lle, que es la forma activa
de la hormona vegetal jasmonato. De esta forma, la COR influye en el equilibrio
hormonal de la planta, activa la via de sefalizacion del JA y suprime la defensa de
PTI mediada por el SA a través de la interaccion antagonica entre estas hormonas,
con lo cual mejora la virulencia bacteriana. Para cumplir con este objetivo, al igual
que sucede con JA-lle, la COR facilita la formacién del complejo SCF¢©*-JAZ, lo
que a su vez induce la degradacion, via proteosoma 26S, de las proteinas JAZ.
Tras la degradacion de sus represores, los factores de transcripcion MYC (MYC2,
MYC3y MYC4) se liberan, conduciendo a la activacion de la transcripcion de genes

que responden a JA, dentro de los cuales se encuentran los factores de

65



transcripcion ANAC19, ANAC55 y ANAC72. Estos ultimos son responsables de
suprimir la acumulacién de SA mediante la regulacion del gen ICS1 implicado en la
biosintesis de SA y del gen BSMT1, responsable de la modificacion del SA a meSA.
Ademas, los factores de transcripcion de NAC son necesarios para la reapertura
estomatica inducida por COR (Zheng et al., 2012; Geng et al., 2014).

Otros de los procesos en los que participa COR son: contribuir al desarrollo
de sintomas de la enfermedad clor6tica, promover la susceptibilidad sistémica al
mejorar la virulencia bacteriana, suprimir el depésito de callosa, perturbar la
sefalizacion de auxinas y ABA. También se ha reportado que la COR inhibe el
cierre del estoma al suprimir la produccién de ROS mediada por la NADPH oxidasa.
Desafortunadamente, ain se desconoce en gran medida los componentes de
sefalizacion que conducen a estos diversos efectos (Zheng et al., 2012; Geng et
al., 2014; Xin et al., 2018).
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. ANTECEDENTES

1.1 Base de datos BAR uToronto

Actualmente, diversos reportes experimentales postulan que los procesos de
sintesis, catabolismo y conjugacién de PAs cumplen roles esenciales en la
modulacién de la respuesta inmune de la planta (ver seccion LIII PAs EN
INTERACCION PLANTA-MICROORGANISMO). Por el contrario, no existen
reportes sobre la participacion del transporte de PAs en el proceso de defensa
vegetal. Sin embargo, esto no implica que no contribuyan en dicho proceso. En este
sentido, y a modo de establecer o descartar la intervencion del transporte de PAs
en la respuesta inmune de la planta, se realizé una busqueda en la base de datos
The Bio-Analytic Resource for Plant Biology de la Universidad de Toronto (BAR
uToronto; https://bar.utoronto.ca/eplant/).

La base de datos BAR uToronto es una herramienta bioinformatica que
permite realizar multiples funciones, por ejemplo, explorar la expresion génica bajo
diversos estimulos y etapas de crecimiento vegetal, realizar analisis de promotores,
examinar las interacciones proteina-proteina, entre otros. Los resultados obtenidos,
de la base de datos, se pueden usar para el disefio de experimentos o bien, generar
hipétesis in silico, que luego pueden ser validadas en el laboratorio (Waese y et al.,
2017). En nuestro caso, esta base de datos nos permitié conocer la modulacién en
los niveles de expresion de los cinco transportadores AtPUT de A. thaliana en
respuesta al patégeno P. syringae.

Los resultados obtenidos de la base de datos se muestran en la Figura 16 y
la Tabla 1. Tras el analisis de estos datos, se observé que los niveles de expresion
de los genes AtPUT4 y AtPUTS5 incrementan posterior a la infiltracion con Pst o
Mock (MgClz 10 mM), es decir, el incremento es independiente del estimulo
infiltrado, lo que sugiere que estos genes se activan en respuesta al dafio mecéanico
inducido por la inoculacién. Los niveles de expresion para AtPUT3 a 24 hpi sugieren
gue este gen se reprime en respuesta al patogeno Pst. Ademas, la base de datos

reporta un comportamiento similar tras la inoculacion con Botrytis cinerea a 48 hpi
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(datos no mostrados), queda por determinar si esta represion es parte de la
respuesta de defensa de la planta, y como contribuye a la misma.

Por otra parte, de acuerdo con la informacion de la base de datos, los genes
AtPUT1 y AtPUT2 son los Unicos que incrementan su expresion en respuesta a Pst,
siendo esta mayor a la observada para el Mock (Tabla 1); dicho resultado, sugiere
la posible implicacion de estos transportadores en la respuesta de defensa de la

planta contra Pst.

a) Biotic Stress Pseudomonas syringae eFP: AT1G31820 / PUT1 b) Biotic Stress Pseudomonas syringae eFP: AT1G31830 / AtPUT2, PQR2, PUT2

Infiltrating syringae_@ gl syringae @

Mock Treatment

@) Biotic Stress Pseudomonas syringae eFP: AT3G19553 / PUTS
InfiltratingPseudomnonas syringae @

Figura 16. Niveles de expresion de los transportadores AtPUT en respuesta a Pst de acuerdo
con la base de datos uBar Toronto. De acuerdo con lo reportado por la base de datos, el
procedimiento para la obtencion de estos resultados es el siguiente: se infiltraron plantas Col-0 de 5
semanas de edad con Mock o Pseudomonas syringae. Después, estas plantas, se procesaron a 2,
6 y 24 horas posteriores a la inoculacion (hpi) para extraer RNA, mismo que se hibrid6é con el ATH1
Genechip. Finalmente, se obtuvieron los resultados de los cambios en los niveles de expresion para
los genes: a) AtPUT1, b) AtPUT2, c) AtPUT3, d) AtPUT4 y e) AtPUT5. Se resaltan con rectangulos
verde y rojo, los resultados para Mock (solucién 10 mM MgClz) y Pseudomonas syringae pv. tomato

DC3000, respectivamente (Tomado de https://bar.utoronto.ca/eplant/).
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Tabla 1. Cambios en los niveles de expresion de los genes AtPUT tras la infiltracion con una
solucion de MgClz 10 mM (Mock) o Pst.

Tiempos AtPUT1 AtPUT2 AtPUT3 AtPUT4 AtPUTS
(h) Pst Mock Pst Mock Pst | Mock | Pst | Mock Pst Mock
2 45.03 | 454 | 73.93 61.5 3.2 5.73 | 73.97 | 89.9 | 292.17 | 204.53
6 51.97 | 95.77 ]| 102.83 | 103.23 | 6.13 | 16.83 | 81.4 | 68.07 | 192.13 | 160.83
24 203.67 | 106.1 | 102.43 | 47.13 4.3 | 22.07 | 74.77 | 75.17 | 232.67 | 179.93

*En verde se resaltan los incrementos en la expresién de los genes AtPUT1 y AtPUT2 en respuesta a Pst.

En conjunto, los resultados obtenidos de la base de datos sugieren una
regulacion diferencial en la expresion de los genes AtPUT en respuesta a estimulos
externos, bajo un proceso que depende, probablemente, del rol que desempefia
cada transportador en la respuesta ante dichos estimulos.

II.IIl Niveles de expresién de los transportadores de PAs en la interaccion
A. thaliana-Pst.

Aunado a los resultados antes presentados, en el Laboratorio de Interaccién Planta
Microorganismo (LIPM) de la Facultad de Ciencias se obtuvieron resultados
preliminares de la expresion de los genes AtPUT en plantas silvestres de A. thaliana
tras la interaccion con Pst (Figura 18). Los resultados obtenidos reflejan un
incremento en la expresion de los genes que codifican para AtPUT1, AtPUT2,
AtPUT3 y AtPUTS5 a 24 hpi con una disminucion a 48 y 72 hpi. En lo que respecta
al gen AtPUTA4, los resultados sugieren que su expresion es constitutiva, ya que no
existe variacion observable en ninguno de los tiempos analizados, este dato

coincide con lo reportado por la base de datos.
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Figura 17. Niveles de expresion de los transportadores de A. thaliana en respuesta a Pst
obtenidos en el LIPM. El procedimiento para la obtencion de estos resultados es el siguiente: se
inocularon hojas de plantas de Arabidopsis de 15 dias de edad con 5 uL de una solucién Mock
(MgCl2 10mM pH 7.0) o Pst a una ODeoo de 0.4. Tras 0, 24, 48 y 72 hpi se extrajo RNA, mismo que
se convirti6 a cDNA. Finalmente se realiz6 un PCR de punto final, con su respectivo gel, para
visualizar los niveles de expresion de cada transportador. Se utilizd el gen EFla como gen de
referencia. Se resalta con un recuadro rojo el tiempo de 24 hpi, que fue, de los tiempos evaluados,
en el cual la mayoria de los genes AtPUT incrementaron su expresion (AtPUT1, AtPUT2, AtPUT3 y
AtPUT5). Por otro lado, pareciera que AtPUT4 presenta una expresion constitutiva, ya que no vario

a lo largo de los tiempos evaluados (Rivera-Rodriguez, estancia verano de la ciencia 2017)

En conclusion, ambos resultados sugieren que la respuesta de defensa de
A. thaliana contra Pst, incluye un incremento en los niveles de expresion de los
genes AtPUT, vinculando al transporte de PAs con la interaccion planta-patégeno.
Queda por elucidar como contribuye este proceso al desarrollo de la respuesta

inmune.
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Il. JUSTIFICACION

A la fecha, se desconoce como contribuye el transporte de PAs en la respuesta de
defensa de la planta, por lo que su estudio nos permitira entender:

e Si existen transportadores de PAs con roles especificos en estrés bidtico.

e Larelevancia del transporte de PAs en la movilizacion de estas moléculas a
sus sitios de catabolismo con la subsecuente produccion de especies
reactivas de oxigeno en plantas infectadas.

Finalmente, conjuntar este conocimiento con el reportado previamente nos
permitir tener una vision mas amplia de la participacion de las PAs en la defensa
vegetal y a partir de aqui se podrian generar estrategias para el control de

fitopatégenos.

IV. HIPOTESIS

La alteracion del transporte de PAs a través del silenciamiento de los genes
AtPUT compromete la respuesta de defensa de la planta ante el ataque de
patbgenos y altera marcadores moleculares de sefializacion hormonal

particularmente de los acidos salicilico y jasménico implicados en defensa.
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V. OBJETIVOS

V.l Objetivo general

Evaluar la participacion de los transportadores de PAs de Arabidopsis

thaliana en respuesta al estrés biético inducido por Pseudomonas syringae.

V.l  Objetivos especificos

1. Caracterizar fenotipicamente lineas mutantes insercionales de T-DNA de los
genes AtPUT1-5 en interaccién con Pseudomonas syringae (Pst).

2. Determinar los niveles de especies reactivas de oxigeno en las lineas
mutantes Atput en interaccion con Pst.

3. Evaluar genes marcadores de sefalizacion hormonal en las lineas mutantes

Atput en interaccion con Pst.
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VI. MATERIALES Y METODOS

VI.I  Material vegetal

En el presente trabajo se empled la planta modelo Arabidopsis thaliana del ecotipo
silvestre Columbia 0 (Col-0) como control de los experimentos realizados (indicada
en delante como WT). Ademas, se emplearon lineas mutantes insercionales de T-
DNA para genes que codifican transportadores de importe de PAs de la familia
AtPUT: Atputl-1  (GABi_890C10), Atput2-1 (SALK 119707C), Atput3-1
(SALK_206472C), Atput4-1 (SAIL_1275 CO06), Atput5-1 (SALK_122097) y Atputs-
2 (SALK_007135), las cuales fueron adquiridas a través del Salk Institute Genomic
Analysis Laboratory (www.signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress). Todas las lineas
presentan la insercion de T-DNA dentro de la regién codificante, exceptuando la
linea SAIL_1275 CO06 en la cual el T-DNA cae dentro de un intrén (Figura 18).

VLIl  Genotipificacion y analisis de expresion de las lineas mutantes

insercionales

La genotipificacion de las lineas insercionales, para obtener lineas homocigotas a
la insercion de T-DNA, se realizé por PCR de punto final en un termociclador modelo
2720 (Applied Biosystems, Singapur). Los cebadores que flanquean el T-DNA 'y los
especificos de la insercién se muestran en la Tabla suplementaria 1. Cada reaccion
de PCR se llevo a cabo en un volumen de 25 pL empleado 1 pg de gDNA como
templado, 2.5 pL de buffer de reaccién 10X, 1.5 yL de MgCl2 50 mM, 0.5 pL de
dNTP’'s 5 mM, 1 uL de la pareja de oligonucleétidos respectiva (ambos a una
concentracion de 10 pmol/uL), 0.5 pL de enzima Tag DNA polimerasa casera 'y 18
pL de agua destilada estéril. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes:
5 min a 95 °C (desnaturalizacion inicial) seguido de 35 ciclos de 95 °C por 30 s
(desnaturalizacion), 60 °C por 30 s (alineamiento) y 72 °C con un tiempo
determinado por el tamafio del amplicon y la velocidad de sintesis de DNA de la
enzima Taq DNA polimerasa utilizada (1 kb/minuto) (extension). Por ultimo, 7

minutos de extensidn final a 72 °C. Los productos de PCR fueron separados por
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electroforesis en un gel de agarosa 1.2 % a un voltaje de 70 mV durante 30 minutos.
Transcurrido este tiempo, el gel, se visualizé en un trasiluminador de luz UV y se
adquirié la imagen.

Los niveles de expresion de cada uno de los genes AtPUT se evalud en las
lineas mutantes de T-DNA respectivas, mediante qPCR (ver seccion VIL.VIII Andlisis

de expresion génica). El gen AtEF1a (At5g60390) se utilizé como gen de referencia.

VI.III Condiciones de crecimiento

En lo que respecta a las semillas, se contaron en cantidad suficiente para el
experimento respectivo y se colocaron en un tubo tipo Eppendorf de 1.5 mL donde
se desinfectaron superficialmente con 1 mL de etanol al 96 % y agitacion a 1800
rom por 2 minutos en un equipo MixMate (Eppendorf Hauppauge, USA),
posteriormente se retird el etanol y se sustituyd por una solucion de hipoclorito de
sodio al 30% (v/v) durante 7 minutos bajo las mismas condiciones de agitacion.
Finalmente, se lavo seis veces con agua destilada estéril. El proceso anteriormente
descrito se llevo a cabo en una campana de flujo laminar modelo CFLH-120E
(Novatech, México) a temperatura ambiente.

Las semillas se vernalizaron en oscuridad durante 48 h a 4°C; transcurrido
este tiempo se sembraron en placas con medio Murashige y Skoog (MS) 0.5X, pH
57 o0 en maceta con un sustrato comercial estérii compuesto por
sunshine#3:vermiculita:perlita, en proporcion 3:1:1 respectivamente. Para ambos
casos el cultivo se realizé bajo condiciones controladas en cuarto de crecimiento
con fotoperiodo de dia largo (16 h luz/8 h oscuridad) y una temperatura de 21 + 2°
C.

VI.IV Cepa bacteriana, inoculacion de plantas y estimacion de titulos

bacterianos en planta
La cepa de Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (Pst) se cultivd en medio

King B liquido suplementado con rifampicina (50 pg/mL) a 28 °C con agitacion

constante en una incubadora modelo MaxQ4000 (Thermo Scientific, Alemania).
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Para la inoculaciéon de la planta, el cultivo bacteriano se centrifugé a 7 000 xg por
dos minutos en microcentrifuga MiniSpin modelo 5452 (Eppendorf AG, Alemania),
se elimin6é el sobrenadante y se adicion6 MgClz 10 mM pH 7.0, en cantidad
suficiente para obtener una suspension bacteriana a una ODsoo de 0.05, que se
determind en un espectrofotometro UV-Vis modelo 6135 (Eppendorf AG,
Alemania). Las plantas de A. thaliana WT y mutantes (Atputl-1 a Atput5-2) de
cuatro semanas de edad fueron inoculadas mediante infiltracion con jeringa (sin
aguja, 1 mL de capacidad) en el envés de la hoja (tres hojas por planta) y se colectd
muestra a 72 horas posteriores a la inoculacion (hpi). Como controles se utilizaron
plantas infiltradas con MgCl2 10 mM pH 7.0.

Para estimar los titulos bacterianos en la planta, se obtuvo un bocado de 0.5
cm de didmetro de cada una de las hojas inoculadas. Se colocaron los tres bocados
de una misma planta (una réplica biolégica) en un tubo tipo Eppendorf junto con
200 pL de MgCl2 10 mM pH 7.0 para posteriormente homogenizar el tejido con
ayuda de un pistilo. De cada uno de los extractos, se hicieron diluciones seriadas
desde 1:10 hasta 1:1x10°, posteriormente se sembraron 10 L de cada dilucién en
medio agar King B sdlido, suplementado con rifampicina (50 ug/mL). Finalmente,
tras 24 h de incubacion a 28 °C en una incubadora (Novatech, México), se
estimaron el niumero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC). Para cada linea

se analizaron seis réplicas bioldgicas.

VI.V Evaluacién de larespuesta sistémica adquirida (SAR)

Para inducir SAR, se infiltraron con jeringa tres hojas inferiores (hojas 8-10) de
plantas WT o mutantes Atputl-1 a Atput5-2 (de 6 semanas, crecidas bajo
condiciones de dia corto: 8 h luz / 16 h oscuridad en camara de crecimiento modelo
800D RTOP) con una suspension de Pst a una ODsoo de 0.02 o con MgCl2 10 mM,
pH 7.0 como control. Transcurridas 48 hpi, se inocularon tres hojas superiores
(hojas 12-14) de todas las plantas con una suspension de Pst a una ODsoo de 0.05.
Finalmente, tras 72 h posteriores a la segunda inoculacion, se determinaron los
titulos bacterianos en las hojas superiores infiltradas, de acuerdo con la

metodologia descrita anteriormente. Es importante mencionar que para ambas
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inoculaciones se utilizé la cepa virulenta Pst, ya que se ha demostrado que también
puede inducir SAR (Macho y et al., 2010). Se realizaron seis replicas biologicas por
tratamiento (Chen y et al., 2018; Rufidn y et al., 2019).

VI.VI Extraccion de RNA

Para analizar los niveles de expresion de los genes de interés, se colecto y congeld
(en nitrégeno liquido) tejido de plantas de 4 semanas de edad (aprox. 50 mg), con
y sin interaccion con Pst, a 24 hpi en tubos tipo Eppendorf de 1.5 mL previamente
rotulados. Posteriormente, el tejido, se macerd con ayuda de un pistilo. Para la
extraccion de RNA total se hizo uso del método de TRI Reagent (Sigma-Aldrich).
Para lo cual se adicionaron 500 pL del reactivo al tejido homogenizado, se mezclé
por vortex modelo G560 (Scientific Industries, USA) durante 15 segundos y se dejé
actuar por 5 min, posteriormente se adicionaron 100 uL de cloroformo y se incubd
por 7 min a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se centrifug6 por 15
min a 9 000 xg a 4°C en una centrifuga refrigerada modelo MicroCL 21R (Thermo
Fisher, Alemania). El sobrenadante obtenido se transfirio a un tubo estéril nuevo
junto con 500 uL de isopropanol absoluto para precipitar el RNA, se mezclé por
inversion y se dejo reposar 10 min en hielo. Enseguida se centrifugd a 10 000 xg
por 10 min a 4°C, tras lo cual se descarto el sobrenadante y se lavé la pastilla con
1 mL de etanol al 75 %. A continuacion, se centrifugd por 10 minutos a 10 000 xg,
tras lo cual se elimino el sobrenadante y se invirtié el tubo en papel absorbente por
8 minutos para secar la pastilla. Finalmente, el RNA total se resuspendié en 30 L
de agua DEPC al 0.1 %. El RNA obtenido se almacend a una temperatura de -80°C
en un ultracongelador modelo U410 -86 (New Brunswick Scientific, USA).

Para verificar la integridad del RNA, la muestra (2 uL de RNA total) fue
desnaturalizada por calor (5 minutos a 95 °C) empleando 6 pL buffer de
desnaturalizacion (formamida 50%); y separada en un gel de agarosa al 1% con un
potencial de 70 mV durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo se visualizo la
integridad del RNA en un transiluminador de luz UV. La cuantificacion del RNA total
obtenido fue determinada en un Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA),
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VI.VIlI Sintesis de DNA complementario (CDNA)

Para la sintesis de cDNA, se partido de 1 pg del RNA total extraido previamente.
Inicialmente se eliminé el DNA gendmico de la muestra, mediante tratamiento con
la enzima DNase | (Thermo Scientific) durante 40 minutos a 37 °C, posteriormente
se adicion6 1 uL de EDTA 50 mM y se dej6 reaccionar durante 10 minutos a 65 °C
para detener la actividad de la enzima. Tras la eliminacion del DNA, se procedi6 a
la sintesis de cDNA mediante el kit RevertAid Reverse Transcriptase (Thermo
Fisher Scientific). La mezcla de reaccion contenia 1 pug de RNA tratado, 1 L de
oligo-dT (50 mM), 2 uL de dNTP’s (10 mM), 4 uL de buffer de reaccion 5X, 1 uL de
inhibidor de RNasa Ribolock (20 U/uL), 1 pL de transcriptasa reversa (200 U/uL) y
1 yL de agua DEPC al 0.1 %. La reaccion se incubé 60 minutos a 42 °C. El cDNA
se cuantifico6 en Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific) y se diluyé en una
relacion 1:5 con agua destilada estéril, para emplearlo como molde en los analisis
de expresion por gPCR.

VI.VIII Andlisis de expresion génica

Los niveles de expresion génica de cada uno de los genes AtPUT y los genes de la
Tabla suplementaria 1 se estimaron mediante gPCR utilizando el protocolo Sso
Advanced TM Universal SYBR Green Supermix (BioRad) en un termociclador
CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (BioRad). Las condiciones del
ciclo térmico de gPCR consistieron en 30 s a 95 °C (desnaturalizacion inicial) y 40
ciclos de PCR de 10 s a 95 °C (desnaturalizacion) y 30 s a 61 °C (extension). Las
curvas de fusion (melting curve) se realizaron a partir de 65 °C aumentando
gradualmente la temperatura cada 0.5 °C hasta 95 °C. El cambio en la expresién
génica en relacion con las muestras control se calculé utilizando el método 2-24¢t
(Livak y Schmittgen, 2001). Para cada muestra, se analizé una réplica biologica con
sus réplicas técnicas respectivas. Se utilizé el gen AtEF1a (At5g60390) como gen

de referencia.
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VI.IX Anélisis histoquimico de ROS

La deteccion histoquimica de las especies H202 y O2" se realiz6 en hojas de plantas
de 15 dias infiltradas con Pst o MgCl 10 mM pH 7.0 y que fueron colectadas 24 hpi.
Para H202, las hojas colectadas se infiltraron al vacio durante 1 minuto con 0.1
mg/mL de solucién de 3,3-diaminobenzidina (DAB). Después de la infiltracion, las
plantas se incubaron en oscuridad 24 h a 25 ° C. Transcurrido ese tiempo, se
sustituyd la solucion de DAB por una solucion etanol-glicerol (90 % - 10 %,
respectivamente) y se calenté a 70 ° C en una placa de calentamiento modelo 1100
(Labnet International, USA) durante 10 minutos o hasta que la clorofila ya no fue
visible (Hernandez y et al., 2001; Jasso-Robles y et al., 2016).

Para la deteccion de Oz, el material vegetal se sumergié en una solucion
NBT 122 uyM vy se infiltré6 durante 1 min en una camara de vacio. Después de la
infiltracion, las plantas se incubaron 2 h a 30°C en la oscuridad en un horno de
hibridacion modelo PRO1001204 (BOEKEL Scientific). Finalmente, la clorofila se
elimin6 del material vegetal como se describié anteriormente.

Para las observaciones microscopicas de la tincion de H202 y O2", el material
vegetal se montdé en un portaobjeto de vidrio en una solucibn de acido
lactico:fenol:agua 1:1:1 (v/v/v) con ayuda de un estereoscopio modelo GmbH 37081
(Carl Zeiss, Alemania). Finalmente, se tomaron fotografias con un celular y se
seleccionar imagenes representativas de cada linea y tratamiento (Rodriguez y
Taleisnik, 2012; Jasso-Robles y et al., 2016; 2020).

VI.X Andlisis estadistico
Los resultados experimentales mostrados son producto del resultado de tres
replicas biolégicas representativas y, se muestran como medias + SE. Las

diferencias estadisticas (p < 0.05) se determinaron mediante T de Student o ANOVA
de una via utilizando PRISM 5.0b (software GraphPad).
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VII.

RESULTADOS
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VIII. CONCLUSION

La alteracion del transporte de PAs a través del silenciamiento de los genes AtPUT,

perturba la respuesta de defensa de Arabidopsis ante el ataque de Pst.
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X.

ANEXOS

Tabla S1. Oligonucledétidos utilizados para genotipificado y analisis de expresion

Propésito Nombre AGI codigo Secuencia del cebador Referencia
o JMLB1 5-GGC AAT CAG CTG TTG CCC GTC TCA CTG Laringuet et al.,
Genotipificar  T-DNA (Salk) GTG-3 2003.
T-DNA Kleinboelting et
i 8474: 5'-ATAATAACGCTGCGGACATCTACATTTT-3'
(GABI) al., 2012
LB3 5-TAG CAT CTG AAT TTC ATA ACC AAT CTC GAT-  Sessions et al.,
T-DNA il
(Sail) ACA C-3' 2002
FW 5’- TAATCA CTG CGG AGA TGA GTA CAA -3 Este trabai
- i- ste trabajo
Atputl-1 GABI-890C10 RV 5- ATA ACC AAA CAT ATC AGT ACA ATC GG -3’ :
Atput2-1 FW 5'- TCA GCA AGG TTG GAT GAA ATG GC -3’ Este trabaio
SALK_119707C RV 5- GAG TCT GCT GTT GAA GGT CCG -3’ :
Atput3-1 FW 5- ATC TGC GAT TGT TTC TGG GTATTC -3 Este trabai
ste trabajo
SALK_206472C RV 5’- AGC CAT TCC AAG TAG CTG AAA AGA -3 :
Atput4-1 FW5- TCT GTT CTG ATACGA CCAACCC -3 Este trabaio
SAIL_1275_C06 RV 5-CGT TTT CCC ATC TGC TCT GAT C -3 :
FW 5- ATT TGA TTC CCC TCA TGG CAG G -3 )
Atput5-1 SALK_007135 Este trabajo

RV 5- GAA GCA GAG AAG ATG TCG AAG C -3’



SALK_122097

FW5-GGATCT CTT CAGCTTTTG GTC C -3

Este trabajo
RV 5- CCA AGA ACT ATG ATC ACACCG C -¥

AtPUT1

AtPUT2

AtPUTS3

AtPUT4

AtPUTS

AtPR1

At5g60390

At1g31820

At1g31830

At5g05630

At3g13620

At3g19553

At2G14610

FW 5- TCC AGC TAA GGG TGC CGC -3’ Jasso-Robles et
RV 5- AAC GCC TGT CAATCTTGG TCAA -3 al., 2020

FW &- ATG GGT CAAATT CTC AGT CTGTTC T -3

Este trabajo
RV 5'- GTA AAA AAC GAG CAG AAA GAT ATA CAG -3’

FW 5’- AGC TGC AGT GAG CAT TGT GAT GA -3’

Este trabajo
RV 5’- TAC AGA CTA TGA GAAATT AAG CTT TTT TG -3’

FW 5'- GGA TGG CTC AAG TTC TCA ACA AG -3

Este trabajo
RV 5’- TCT GAT CCA AAA TCC AGA AGC AAT GA -3’

FW &’- GTC AAC GGA GAA CAT CCC AAAG -3

Este trabajo
RV 5°- GTT ACA GAA GCA AGG AAC TTACAT TG -&

FW 5'- ACC AGT TTC AGG AGT TTC ATC AGA -3’

Este trabajo
RV 5’- TGT ACATGA CTT ACC ATG CGC TTT -3

FW 5°- TAT GCT CGG AGC TAC GCAGAA -3 Este trabajo
FW5- TCG CTA ACC CACATG TTC ACG -3
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