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Resumen

El estrés bidtico modula la biosintesis, la conjugacion y el catabolismo de las
poliaminas, lo que puede inducir la acumulacion de especies reactivas de oxigeno
y la activacion de genes de defensa. A la fecha, la contribucién del transporte de
poliaminas a través de membranas en la respuesta al estrés ha sido poco estudiada.
En el presente trabajo se estudio la familia génica PUT/LAT, que codifica proteinas
de importe de poliaminas, con el objetivo de determinar su funcion en la defensa
vegetal. El estudio se llevo a cabo utilizando la planta modelo Arabidopsis thaliana,
ya que se cuenta con plantas mutantes de los genes PUT/LAT. Ademas, se utilizd
la cepa fungica de B. cinerea, debido a su importancia en el sector agronémico y
por ser considerado un hongo fitopatégeno. Se observdé que los cinco genes
PUT/LAT (PUT1 a PUT5) incrementan su expresion en respuesta a B. cinerea. El
analisis de mutantes insercionales de T-DNA de los cinco genes PUT de
Arabidopsis en interaccidén con B. cinerea reveld que put2-1 y put5-1, asi como la
doble mutante put2-1 put5-1, son mas susceptibles al hongo, lo que se refleja en un
incremento del tamafio de la lesion. Aunque la suplementacion con espermidina
incrementa la resistencia en plantas silvestres, este tratamiento tuvo poco o nulo
efecto en las mutantes put. En contraste, en lineas de sobreexpresion 35S::PUT2,
la suplementacion con espermidina increment6 significativamente la resistencia, lo
gue confirma que el transporte de esta poliamina contribuye a la defensa de la
planta. En plantas silvestres, el contenido endégeno de espermidina se incrementé
mediante la suplementacién con espermidina, mientras que en las mutantes put2-
1, put5-1y put2-1 put5-1, la suplementacion con espermidina tuvo poco impacto en
el contenido enddgeno de esta amina. Asimismo, la actividad de enzimas
antioxidantes y la de PAO se incrementaron en plantas silvestres infectadas con B.
cinerea, pero no se observaron cambios relevantes en las lineas mutantes put.
Ademas, algunos genes marcadores de las vias del acido salicilico y del etileno
mostraron alteraciones en sus perfiles de expresion en la linea put2-1 en interaccién
con B. cinerea, lo que podria contribuir a su mayor susceptibilidad. En conjunto,
estos resultados demuestran que el transporte de poliaminas mediado por PUT2 y

PUTS es clave en la respuesta de defensa de la planta frente a B. cinerea.



Palabras clave: patosistema Arabidopsis thaliana - Botrytis cinerea,
transportadores de aminoacidos tipo-L, “Polyamine Uptake transporters”, respuesta

de defensa de la planta, espermidina.



Abstract

Biotic stress modulates polyamine biosynthesis, conjugation, and catabolism, which
induces reactive oxygen species accumulation and the activation of defense genes.
Up to now, the contribution of polyamine transport across membranes in the biotic
stress response has been scarcely studied. In this work, we examined the PUT/LAT
gene family, which encodes polyamine import proteins, to determine its role in plant
defense using the Arabidopsis-Botrytis pathosystem. The study was conducted
using the model plant Arabidopsis thaliana, as mutant plants of the PUT/LAT genes
are available. Additionally, the fungal strain B. cinerea was used due to its
importance in the agricultural sector and its classification as a phytopathogenic
fungus. It was found that the expression of the five PUT/LAT genes (PUT1 to PUT5)
increased in response to B. cinerea. Analysis of T-DNA insertional mutants of the
five Arabidopsis PUT genes revealed increased susceptibility to B. cinerea in the
put2-1 and put5-1 mutants, as well as in the double mutant put2-1 put5-1, with
increased lesion size. Although spermidine supplementation increases resistance in
WT plants, this treatment had little or no effect on the put mutants. Conversely, in
35S::PUT2 overexpression lines, spermidine supplementation increased resistance,
confirming that the transport of this polyamine contributes to plant defense.
Spermidine supplementation increased endogenous spermidine levels in the WT;
however, the supplementation of spermidine in the put2-1, put5-1, and the double
mutant had less effect on the endogenous content of this amine. Similarly, the
activity of antioxidant enzymes and PAO activity augmented in WT plants infected
with B. cinerea, whereas in the put mutants, no relevant changes were detected.
Besides, in the put2-1 mutant line infected with B. cinerea, some marker genes of
the salicylic acid and ethylene pathways showed alterations in their expression
profiles, which could contribute to increased susceptibility to B. cinerea. In summary,
this research highlights the importance of polyamine transport mediated by PUT2
and PUTS5 in plant defense against B. cinerea.

Keywords: Arabidopsis thaliana - Botrytis cinerea pathosystem, L-type amino acid

transporters, polyamine uptake transporters, plant defense response, spermidine.
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1. INTRODUCCION

A lo largo de la historia, las plantas han sido blanco de diversas plagas y
enfermedades, generando una drastica disminucién de las cosechas y pérdidas
econOmicas consecuentes (FAO, 2024). Esta amenaza constante impulsa la
necesidad de investigar a fondo los mecanismos de defensa vegetal. El
establecimiento de la respuesta de defensa vegetal se lleva a cabo en diferentes
etapas. Para explicar estas etapas se ha propuesto el modelo Zig-Zag (Jones &
J.L., 2006), el cual comienza con el reconocimiento de patrones moleculares
asociadas a patdogenos PAMPs (“Pathogen Associated Molecular Patterns”, por sus
siglas en inglés) o patrones moleculares asociados a dafio DAMPs (“Damage
Associated Molecular Patterns”, por sus siglas en inglés) los cuales son
identificados por receptores vegetales especificos, llamados PRRs (“Pattern
Recognition Receptors”, por sus siglas en inglés) (Ngou et al., 2022). Después del
reconocimiento del patdgeno se activa la inmunidad desencadenada por patrones
o PTI (“Pattern Triggered Immunity”, por sus siglas en inglés) este reconocimiento
resulta en la liberacién de iones de calcio (Ca?*) en la célula, formacién de depdsitos
de callos y la produccién de especies reactivas del oxigeno (EROs) (Torres et al.,
2002) tales como el anion radical superoxido (O2 ) y el peroxido de hidrégeno
(H2032). Ademas, se produce la activacion de proteinas quinasas, como las MAPKs
(“Mitogen-Activated Protein Kinases”, por sus siglas en inglés) (Asai et al., 2002),
gue participan en diferentes eventos de sefializacion, asi como en la induccion de
genes de defensa y en la activacion de vias de sefalizacion hormonal (Pieterse et
al., 2012). Algunos patdgenos han desarrollado mecanismos para suprimir la
respuesta inmune PTI mediante la produccion de moleculas efectoras; sin embargo,
las plantas han evolucionado y desarrollado estrategias para su reconocimiento
(Jones & J.L., 2006); El reconocimiento de los efectores se lleva a cabo mediante
receptores intracelulares NLRs (“Nucleotide-Binding Leucine Rich receptors”, por
sus siglas en inglés), lo cual induce la inmunidad ETI (“Effector-Triggered Immunity”,

por sus siglas en inglés) (Jones & J.L., 2006).

El modelo Zig-Zag ha sido utilizado durante afios para explicar de manera

general los mecanismos de activacion de la respuesta de defensa vegetal (Jones &
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J.L., 2006); sin embargo, este modelo no permite diferenciar donde se desencadena
la respuesta inmunitaria. Recientemente se ha propuesto una adaptacion de este
gue permite diferenciar los distintos tipos de respuesta inmune en la planta, basada
en la ubicacion de los eventos de sefalizacion inmunitaria (Van der Burgh &
Joosten, 2019). De esta manera, se ha introducido el término “inmunidad espacial”,
el cual hace referencia a que la respuesta inmune se desencadena dependiendo de
la ubicacion en la quese reconocen los patrones inmunogénicos (Van der Burgh &
Joosten, 2019). Este modelo indica que la inmunidad puede establecerse ya sea
extracelularmente ExTi (“Extracellularly Triggered Immunity”, por sus siglas en
inglés) o intracelularmente InTi (“Intracellularly Triggered Immunity”, por sus siglas
en inglés) (Van der Burgh & Joosten, 2019).

Las principales fitohormonas que participan en el establecimiento de la
respuesta de defensa son el &cido salicilico (SA, por sus siglas en inglés), el &cido
jasmonico (JA) y el etileno (Et) (Pieterse et al., 2012). Generalmente, la via de
sefalizacion del SA es activada después del reconocimiento de patdégenos
biotréficos; por otro lado, la via de sefializacion del JA/Et esta mas asociada con la
respuesta de defensa contra patdgenos necrotréficos. Sin embargo, algunos
estudios sugieren que estas vias pueden activarse simultdneamente y actuar en

conjunto para detener el avance de los patdgenos (Pieterse et al., 2012).

Botrytis cinerea es un hongo fitopatégeno causante de la enfermedad del
moho gris en mas de 1000 especies de plantas (Veloso & van Kan, 2018). B. cinerea
es uno de los patdbgenos mas destructivos, caracterizado por su crecimiento
filamentoso, que conlleva al desarrollo de la enfermedad del moho gris en diferentes
cultivos, generando grandes pérdidas econdmicas (Veloso & van Kan, 2018).
Tradicionalmente, B. cinerea se describe como un patégeno necrotréfico; sin
embargo, recientemente se ha descrito que este hongo puede presentar una etapa
biotréfica (durante las primeras horas de la infeccién) (Veloso & van Kan, 2018).
Posteriormente, B. cinerea se comporta como necrotrofo provocando pudricion de
hojas, flores y frutos (Veloso & van Kan, 2018). B. cinerea secreta un tipo de
proteinas conocidas como CDIPs (“Cell Death Inducing Proteins”, por sus siglas en

inglés), las cuales son reconocidas por receptores RLKS (“Plant Receptors Like
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Kinases”, por sus siglas en inglés) o RLPs (por sus siglas en inglés “Receptor Like
Proteins”) (Bi et al., 2023) y son consideradas como PAMPs (Bi et al., 2023). Las
CDIPs permiten al hongo manipular la maquinaria RCD (“Regulated Cell Death”,
por sus siglas en inglés) de la planta e inducir la muerte celular localizada del
hospedero (Bi et al., 2023).

B. cinerea puede inducir un estallido oxidativo en las plantas, en consecuencia, el
hospedero promueve la acumulacion de EROs, tales como, Oz~ y H202, lo que
desencadena la activacion de otras respuestas de defensa como la respuesta
hipersensible (HR, “Hypersensitive Response”, por sus siglas en inglés) (Rossi et
al., 2020). Adicionalmente, B. cinerea secreta compuestos fitotoxicos, tales como
botrianos (Collado et al., 2000) y botcininas (Tani et al., 2006) los cuales pueden
inducir la activaciéon de la HR y el desarrollo de lesiones necréticas en el hospedero
(Rossi et al.,, 2020). La muerte celular que se presenta en la planta facilita la
colonizacion del hongo, que produce la podredumbre de las hojas, flores y frutos
(Govrin & Levine, 2000). El disefio de estrategias para combatir a los
microorganismos patégenos ha cobrado gran relevancia debido al interés en reducir
el impacto negativo que ejercen sobre cultivos de importancia agricola, asi como en
disminuir el impacto econémico que estos generan. Adicionalmente, el estudio de
la participacion de los metabolitos asociados a la respuesta de defensa vegetal
permite comprender que factores son criticos para el establecimiento 6ptimo de la
respuesta inmune de la planta. Dentro de estos metabolitos, se encuentran las
poliaminas, las cuales son moléculas policationicas de bajo peso molecular. Debido
a su naturaleza quimica, estas moléculas pueden unirse con macromoléculas con
carga negativa como el DNA ("Deoxyribonucleic acid” por sus siglas en inglés) y
RNA ("Ribonucleic acid” por sus siglas en inglés) y regular su expresién (lgarashi &
Kashiwagi, 2000). En plantas superiores, las mas abundantes son la diamina
putrescina (Put), la triamina espermidina (Spd), y la tetramina espermina (Spm)
(Blazquez, 2024). Las poliaminas estan asociadas con la regulacion de la division,
elongacion y diferenciacion celular, asi como diferentes procesos fisiologicos y de
desarrollo, tales como embriogénesis, desarrollo de érganos, maduracion de frutos,
senescencia y respuesta al estrés (Fortes & Agudelo-Romero, 2018; Miller-Fleming
et al., 2015; Sobieszczuk-Nowicka, 2017; Vondréakova et al., 2015; Tavladoraki et
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al., 2016; Jasso-Robles et al., 2020). Bajo condiciones de estrés biotico, se pueden
presentar cambios en el metabolismo de las poliaminas, en este sentido, durante el
ataque de patdgenos se produce un aumento en la concentracion de poliaminas
libres y conjugadas en las plantas y generalmente este aumento incrementa la
resistencia contra el patdbgeno (Gonzalez et al., 2021; Jasso-Robles et al., 2015;
Jiménez-Bremont et al., 2014; Walters, 2003). En la literatura se encuentran varios
trabajos que describen cambios en el metabolismo de las poliaminas en respuesta
a patogenos y resaltan su importancia en la defensa vegetal. Por ejemplo, plantas
de tabaco (Nicotiana tabacum) infectadas con el virus TMV (Tobacco Mosaic Virus)
incrementan el contenido de poliaminas libres y conjugadas en el sitio de la lesion
necrética (Torrigiani et al., 1997). De igual manera, en el aplopasto de hojas de N.
tabacum se report6 un incremento en los niveles de Put y Spm durante la infeccion
por el hongo Sclerotinia sclerotorium (Marina et al., 2008). En otro estudio, se
observd que plantas de maiz (Zea mays) resistentes al hongo Aspergillus flavus
acumulan Spd y Spm, en comparacién con plantas susceptibles al patégeno
(Majumdar et al., 2019). Por otro lado, en Arabidopsis thaliana la adicion exdgena
de Put incrementd la resistencia frente a Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst)
DC3000 (Kim et al., 2013). Ademas, la sobreexpresion del gen Arginasa 2 (ARGOE)
incrementd el contenido de Put, lo que generd una mayor resistencia a la infeccion
causada por B. cinerea (Brauc et al., 2012). También se observé que pre-
tratamientos foliares con Put (10 uM) promueven la resistencia de A. thaliana contra
B. cinerea (Chavez Martinez et al., 2020). En semillas de maiz, el pretratamiento
con Put (0.5 mM) mostré un efecto positivo contra el hongo Fusarium verticillioides
(Kovacs et al., 2023). En otro trabajo, la suplementacion con Spm (0.5 mM) en
plantas de Solanum lycopersicum y Phaseolus vulgaris redujo en un 75 % el
progreso de la enfermedad del moho gris causada por B. cinerea (Seifi et al., 2019).
Ademas, la aplicacion exégena de Spd y Spm (100 y 500 uyM) promovio la
resistencia de A. thaliana contra B. cinerea (van Rensburg & Van den Ende, 2021).
En otro estudio se reportd un incremento en la resistencia de plantas de la soja
(Glycine max) contra el oomiceto Phytophtora sojae, mediante la sobreexpresiéon de
su gen nativo PAO1 (Polyamine Oxidase 1). Adicionalmente, se observo que estas

lineas sobreexpresoras presentaron una mayor actividad PAO y un
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incremento en el contenido de H202 en comparacion con laWT tras la infeccion por

P. sojae (Yang et al., 2022). Los estudios mencionados previamente resaltan la
importancia del metabolismo de las poliaminas durante la respuesta de defensa
contra patégenos (Blazquez, 2024); sin embargo, aun se desconoce la contribucion
y el rol del transporte de las poliaminas en eventos de estrés bidtico en general, y

en particular durante la respuesta de defensa contra B. cinerea.

En A. thaliana se conocen cinco transportadores de poliaminas, que se
clasifican como “Polyamine Uptake Transporters” (PUTs) y pertenecen a la familia
de transportadores tipo-LAT (“transportadores de aminoacidos de tipo L") (Fujita &
Shinozaki, 2015; Mulangi et al., 2012). Se ha descrito que los transportadores PUT
también pueden movilizar aminoacidos, como la leucina, y otras moléculas, como
la vitamina B1, e incluso el herbicida paraquat (PQ) (Begam et al., 2020; Fuijita et
al., 2012a; Fujita & Shinozaki, 2014; Li et al., 2013). Estos transportadores se
localizan en diferentes compartimentos celulares; por ejemplo, PUT1 se localizan
en el reticulo endoplasmico, PUT2 en el aparato de Golgi y cloroplasto (Ahmed et
al., 2017), PUT3 en la membrana plasmatica y cloroplasto (Fujita & Shinozaki,
2015), PUT4 en membrana plasmatica (Méndez-lberri et al., 2017; Tesis de
Licenciatura) y PUT5 en reticulo endoplasmico (Begam & Good, 2017). Los
transportadores PUT son proteinas integrales de membrana con dominios carboxilo
(C-) y amino (N-) orientados hacia la region citoplasmica (Begam et al., 2020; Shen
et al., 2016). Estos transportadores se activan en respuesta al estrés abidtico.
Particularmente, SOS1, SOS2, y PUT3/LAT1 forman un complejo que participa en
la modulacién del transporte de sodio y de poliaminas en condiciones de estrés
salino (Chai et al., 2020). SOS1 es una proteina integral de membrana, mientras
gue SOS2 es una quinasa (Chai et al., 2020). Adicionalmente, se ha descrito que
PUT3/LAT1 participa en la absorcion de poliaminas extracelulares durante
condiciones de estrés por calor, mediante la estabilizacién de RNA mensajeros que

codifican genes de respuesta al estrés por calor (Shen et al., 2016).

El presente trabajo presenta informacién novedosa sobre la implicacién de
los transportadores de poliaminas PUT2/LAT4 y PUTS/LATS en el establecimiento

de la respuesta de defensa vegetal frente al hongo necrotréfico B. cinerea. El
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analisis de mutantes insercionales de T-DNA put, mostré mayor susceptibilidad a la
infeccion inducida por el hongo en las mutantes put2-1 y put5-1, asi como en la
linea doble mutante put2-1 put5-1. Ademas, la sobreexpresion del gen PUT2, en
las lineas 35S::PUT2, mostrdé una mayor resistencia al patdbgeno en comparacion
con el ecotipo silvestre (WT). Este resultado resalta la importancia del transporte de
poliaminas mediado por PUT2 en la respuesta de defensa vegetal. Por otro lado, el
contenido de poliaminas se vio afectado en las lineas mutantes put2-1 y put5-1
principalmente durante la interaccion con el hongo. Generalmente, tras la infeccion
por un patégeno, la actividad PAO puede incrementarse en las plantas (Hatmi et al.,
2015; Jasso-Robles et al., 2020). En este sentido, tras inocular con B. cinerea, se
observd un incremento de la actividad PAO en las plantas WT, principalmente 24
horas posteriores a la inoculacién (hpi). Sin embargo, este cambio no se observo en
las lineas mutantes put, lo que sugiere que la oxidacién de poliaminas esta
atenuada en estas mutantes, principalmente durante la respuesta de defensa contra

el patégeno.

Adicionalmente, los ensayos de actividad antioxidante (actividad catalasa y
ascorbato peroxidasa) y los niveles de H202 mostraron un perfil distinto en las lineas
mutantes put2-1y put5-1 en comparacion con la WT. Estos resultados sugieren una
posible alteracién en el metabolismo de las EROs y la respuesta redox en estas
lineas mutantes. Por otro lado, se realizaron analisis de expresién de algunos genes
marcadores de vias de sefializacion hormonal, tales como PDF1.2, PR1, PR3 y
ACS2. Resulto interesante encontrar que estos genes mostraron cambios en sus
niveles de expresion en las lineas mutantes put, lo cual, fue mas evidente en la linea
put2-1. En general, nuestro trabajo de investigacion resalta la importancia del
transporte de poliaminas durante la respuesta de defensa contra B. cinerea; en
especifico, se observo que los genes PUT2/LAT4 y PUTS5/LATS son requeridos para
restringir la infeccidon por B. cinerea, contribuyendo a la resistencia de la planta

contra el hongo.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Arabidopsis thaliana

A. thaliana pertenece a la familia de las cruciferas (Brassicaceae), a la que
pertenecen unas 4 mil especies de plantas, es una de las plantas mas estudiadas
globalmente a nivel genético y fisioldégico (Bergelson & Roux, 2010), consta de 5
caracteristicas principales por las cuales es ampliamente utilizada como organismo
modelo: su tamafio pequefio, su tiempo corto de generacion, autopolinizacion, alta
produccion de semillas y su niumero reducido de cromosomas (Bergelson & Roux,
2010). En el afio 2000 el genoma completo de A. thaliana fue secuenciado con un
namero estimado de 25,000 genes, codificando para mas de 11,000 familias de
proteinas (The Arabidopsis Genome Initiative, [AGI], 2000). También se describio
la dindmica y arquitectura de los cromosomas, la distribucion de elementos

transposables, asi como, la comparacion con otras especies de plantas (AGI, 2000).

Los estudios con lineas mutantes de A. thaliana han contribuido a la
comprension de las funciones de diversas proteinas y metabolitos presentes en las
plantas (AGI, 2000). Dentro de la diversidad de metabolitos que se han estudiado
se encuentran las poliaminas, compuestos de gran importancia para diferentes
procesos de desarrollo, crecimiento, maduracién y para la respuesta al estrés
bidtico y abidtico en plantas (Blazquez, 2024). Con el objetivo de comprender el rol
de las poliaminas en la interaccién patdgeno-planta, se han utilizado diferentes
lineas genéticamente modificadas de A. thaliana como lineas mutantes, de
sobreexpresion y reporteras. Por ejemplo, la sobreexpresion del gen SPMS
incrementd el contenido de Spm generando un fenotipo de resistencia frente a
Pseudomonas viridiflava (Gonzalez et al., 2011). En otro estudio se sobreexpreso
una PAO extracelular de maiz en plantas de tabaco y se observo un incremento en
la expresion de genes relacionados con la SAR (“Systemic Acquired Resistance”,
por sus siglas en inglés) (Moschou et al., 2009). Adicionalmente, se estudié la
implicacion de los genes PAO durante la respuesta de defensa vegetal contra Pst
DC3000; en este reporte se obtuvieron lineas mutantes de los genes paol y pao2
y se determind que estas lineas mutantes presentaron una respuesta de defensa

alterada (Jasso-Robles et al., 2020). También se han generado lineas reporteras
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de genes relacionados con el transporte de poliaminas para analizar su expresion
tejido-especifica (Begam & Good, 2017). Particularmente, haciendo uso de una
linea reportera en la que se fusiono el promotor del gen LAT5/PUTS5 con el ORF que
codifica a la enzima... (GUS), se verificO la expresion de LAT5/PUTS en el floema,

asi como en raices principales y laterales (Begam & Good, 2017).

En el presente trabajo de investigacion se utilizaron lineas mutantes,
reporteras y sobreexpresoras de genes relacionados con el transporte de
poliaminas para estudiar su participacion en la respuesta de defensa vegetal frente

a B. cinerea.

2.2 Botrytis cinerea

Clasificacion taxondémica: Pertenece al reino: Fungi, filo: Ascomycota,

subfilo: Pezizomycotina, clase: Leotiomycetes, orden: Helotiales, familia:
Sclerotiniaceae, género: Botrytis. La palabra Botrytits proviene del griego “botryose™
debido a los racimos caracteristicos que genera la enfermedad que produce este
hongo (Agrios, 1997). B. cinerea es un hongo necrotréfico causante de la
enfermedad del moho gris en mas de 1000 especies de plantas, incluidos cultivos
de importancia agrondmica. Este hongo puede atacar hortalizas, frutales y
ornamentales, por ejemplo, plantas de tomate, lechuga, pepino, fresa, uva,
manzana, rosa, clavel, begonia, dalia, entre otras (Agrios, 1997). Este patégeno es
el causante de la enfermedad del tizon de la flor, asi como, de la podredumbre en
bulbos y manzanas y de la enfermedad del moho gris en fresas (Fig. 1A).

B. cinerea se caracteriza por generar podredumbre en todas las partes
aéreas de la planta, asi como en flores, frutas y verduras; ademas, produce
conidiéforos grises prolificos y macroconidias tipicas (Veloso & van Kan, 2018).
Puede presentar conidioforos septados, grandes y gruesos (10 uM de diametro) con
apices hinchados y pequefios, esterigmas productores de conidios lisos,
unicelulares (Veloso & van Kan, 2018). Adicionalmente, se ha reportado que puede
producir enzimas y toxinas que degradan la pared celular (Veloso & van Kan, 2018).
Aunado a la liberacion de algunas enzimas, este hongo puede generar dos grupos

de compuestos, algunos provenientes de la familia de los sesquiterpenoides; por
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ejemplo, botrianos y otros derivados de la familia de policétidos, tales como
botcininas. La infeccién por B. cinerea puede inducir la HR en los tejidos, y como
consecuencia, se presenta la acumulacion de Oz~ y H202. B. cinerea promueve la
HR para su propio beneficio; esta respuesta se produce de forma temprana y
genera la acumulacion de EROs extracelulares, las cuales, son producidas
mediante la activacion de enzimas como RBOH y peroxidasas de la pared celular
(Marina et al., 2008; Moschou et al., 2012). La muerte celular programada o PCD
(“Programmed Cell Death”, por sus siglas en inglés) desencadenada como parte de
la HR facilita la colonizacion del hongo sobre el tejido (Govrin & Levine, 2000).

B. cinerea se reproduce mediante conidios (fase asexual) (Fig. 1A), pero
también presenta una fase sexual, conocida como Botryotinia fuckeliana. Durante
esta fase el hongo genera un ascocarpo del tipo apotecio (Fig. 1B), el cual contiene
ascosporas (esporas sexuales) que se liberan de estructuras en forma de sacos
llamadas ascos (Caiza, 2013). El ciclo de la enfermedad del moho gris inicia si las
esporas caen en las flores y germinan; el conidio germinado penetra e invade el
tejido; las células infectadas colapsan y se desintegran; el tejido se vuelve blando y
se pudre; la espora puede reproducirse en la fruta enferma y repetir el ciclo de
infeccion (Fig. 1B).
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Figura 1. Ciclo de vida del hongo B. cinerea causante de la enfermedad del moho
gris en plantas y frutos. A) La espora asexual (conidia) germina en plantas generando
podredumbre y enfermedad, los conidi6foros y los conidias forman el moho gris en el tejido
infectado, los conidios pueden diseminarse en el tejido y germinar nuevamente para repetir
el ciclo de vida. El hongo también puede producir estructuras de resistencia que se conocen
como esclerocios, las cuales, producen micelio cuando las condiciones medioambientales
son favorables. Imagen modificada de Agrios, 1997. B) Estructuras de la fase sexual
(Teleomorfo) de Botrytis cinerea (Botryotinia fuckeliana). Se observa la germinacion del
esclerocio (estructura de resistencia) para formar apotecios. El apotecio es la estructura en
forma de copa que contiene las ascas y produce las ascosporas (esporas sexuales).
Imagen tomada y modificada de Romanazzi y Feliziani, 2014.

2.3. Mecanismos de respuesta al estrés biético en plantas

El sistema inmune vegetal es un sistema inmune innato que implica varios
eventos de reconocimiento y respuesta, siendo el modelo Zig-Zag uno de los mas
estudiados (Fig. 2) (Jones & J.L., 2006). En este modelo, el reconocimiento de
moléculas presentes en los microorganismos conocidas como PAMPs o DAMPs,
se lleva a cabo mediante receptores PRRs en la superficie de la célula vegetal,
desencadenando la respuesta PTI (“pattern-triggered immunity”, por sus siglas en
inglés) (Fig. 2). Algunos patdégenos pueden secretar proteinas o moléculas

efectoras que interfieren en la activacion de la inmunidad PTI (Fig. 2); sin embargo,
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las plantas han desarrollado mecanismos para detectar estos efectores (Fig. 2).
Cuando estos efectores son reconocidos por el hospedero se inicia la suceptibilidad
desencadenada por efectores o ETS (“Effector Triggered Susceptibility”, por sus
siglas en inglés). La defensa desencadenada por el gen-R, consiste en la activacion
de genes de resistencia (R), en respuesta a diferentes efectores (Jones & J.L.,
2006). Estas proteinas R en general estan localizadas en la membrana plasméatica
0 en el citoplasma, los receptores localizados en el citoplasma se conocen como
proteinas NLR (Koureliss & Van der Hoorn, 2018). El reconocimiento de los
efectores desencadena la respuesta ETI (“Effector-Triggered Immunity”, por sus
siglas en inglés) (Fig. 2). Las respuestas PTly ETI pueden potenciarse mutuamente

para robustecer la respuesta inmune (Ngou et al., 2021).
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Figura 2. Modelo de defensa Zig-Zag en plantas. Amplitud de la respuesta en
diferentes etapas de la infeccion: 1) Los PAMPs (Pathogen Associated Molecular
Patterns) son reconocidos por receptores PRRs (Pattern Recognition Receptors) enseguida
se lleva a cabo la activacion de la inmunidad PTI (Pattern Triggered Immunity),
generalmente la amplitud de la respuesta no es tan alta. Sin embargo, los patégenos
pueden liberar efectores para evadir la respuesta PTI; 2) El reconocimiento de estos
efectores desencadena la ETS (Effector Triggered Susceptibility). Los efectores son
reconocidos por las proteinas NLR (nucleotide-binding leucine-rich repeat) y, en
consecuencia, se lleva a cabo la activaciéon de la inmunidad ETI (Effector Triggered
Immunity); la amplitud de esta respuesta es mas alta y promueve la resistencia contra la
enfermedad. La imagen fue tomada y modificada de Jones y Dangl (2006).

El proceso de reconocimiento de PAMPs mediante receptores PRRs en la

respuesta PTI induce la activacion de diferentes mecanismos de defensa, por
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ejemplo, influjo de iones de Ca?*, deposicion de callosa, producciéon de EROs; tales
como, Oz =y H202 (Naveed et al., 2020) (Fig. 3). Ademas, se lleva a cabo la
activacion de las proteinas quinasas (MAPKs) (Asai et al., 2002), las cuales
participan en diferentes eventos de sefializacién, asi como la induccién de
diferentes genes asociados a la respuesta de defensa (Pieterse et al., 2012) (Fig.
3).

El modelo clasico en el cual la planta reconoce PAMPs o0 DAMPs por medio
de receptores PRRs ha sido replanteado, debido a que, actualmente se ha
propuesto que la activacion de la respuesta inmune vegetal es un proceso que se
desencadena en distintos sitios. Este modelo indica que la inmunidad puede
establecerse ya sea extracelular o intracelularmente (Fig. 3). Cuando el
reconocimiento de los PAMPs o bien de los efectores se realiza mediante
receptores extracelulares conocidos como receptores RLKs o RLPs (Bi et al., 2023)
presentes en la membrana plasmatica (ExIP, “Extracellular Immunogenic Pattern”,
por sus siglas en inglés) se desencadena la respuesta ExTi (“Extracellularly
Triggered immunity”, por sus siglas en inglés). Por otro lado, cuando el
reconocimiento se realiza intracelularmente mediante receptores citoplasmaticos
(IniP, “Intracellular Immunogenic Pattern” por sus siglas en inglés) (Fig. 3) se
desencadena la respuesta InTi (“Intracellularly Triggered immunity”, por sus siglas
en inglés) (Van der Burgh & Joosten, 2019). Debido a esto, se introdujo el término
de “‘inmunidad espacial” el cual se centra en el sitio donde se lleva a cabo el
reconocimiento de estos patrones inmunogénicos (Van der Burgh & Joosten, 2019).
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Figura 3. Modelo de inmunidad espacial de la respuesta inmune vegetal. El
reconocimiento de ExIPs (Extracellular Inmunogenic Patterns) mediante receptores de la
superficie celular desencadena la respuesta ExTi (Extracellularly Triggered Immunity), por
otro lado, los IniPs (Intracellular Immunogenic Patterns) son detectados por receptores
citoplasmaticos como las proteinas NLR (Nucleotide-Binding Leucine-Rich Repeat) vy
desencadenan la respuesta InTi (Intracellularly Triggered Immunity). El reconocimiento de
ambos ExTi e InTi contribuye al establecimiento de la respuesta de defensa de la planta,
desencadenando diferentes eventos como la acumulacion de EROs, activacion de las
proteinas quinasas MAPK, el aumento del influjo de iones de Ca?*, asi como la induccion
de la expresion de genes de defensa y la produccion de fitohormonas. Created in
https://BioRender.com. Tomado y modificado de Van der Burgh & Joosten, 2019.

En nuestro estudio evaluamos la respuesta de defensa de A. thaliana contra
B. cinerea. Actualmente se conoce que los mecanismos por los cuales este
patdgeno desencadena la respuesta inmune de la planta no se alinean totalmente
con los modelos previamente mencionados, debido a que, este hongo puede
manipular los procesos de muerte celular del hospedero para su propio beneficio
(Govrin & Levine, 2000). El proceso de infeccién de B. cinerea comienza con la
penetracion de la cuticula mediante tubos conidiales germinativos (Dinh et al.,

2011), asi como, con la secrecion de enzimas PCWDEs (“Plant Cell Wall Degrading
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Enzymes”, por sus siglas en inglés) que pueden degradar la pared celular
(Williamson et al., 2007). Posteriormente, la infeccion se divide en dos fases:

a) Formacion de la infeccion local.
b) Infeccidn tardia: caracterizada por la formacién de una abundante

biomasa fungica.

B. cinerea manipula la maquinaria del hospedero mediante proteinas tipo
CDIPs las cuales pueden regular la maquinaria RCD de la planta, lo cual promueve
la muerte celular localizada (Bi et al., 2023). Al finalizar la etapa temprana, la
proliferacion de la muerte celular proporciona al hongo nutrientes suficientes para
colonizar los tejidos y asi propagar su biomasa. Se ha planteado que, después de
la propagacion de la muerte celular, continda la activacion de la HR y que el hongo
puede mantener la manipulacién de los sistemas regulatorios de la HR mediante la
secrecion de efectores fangicos (Torres et al., 2005).

Los CDIPs han sido clasificados como PAMPs que pueden ser reconocidos
por receptores RLKs y RLPs (por sus siglas en inglés “Receptor Like Proteins”) (Bi
et al.,, 2023). Este reconocimiento puede desencadenar una cascada de
sefalizacion que incluye la fosforilacion de RLCKs (“Receptor Like Cytoplasmic
Kinases”, por sus siglas en inglés), dentro de ellos se encuentra el gen BIK1
(“Botrytis induced kinase 1”, por sus siglas en inglés) (Veronese P. et al., 2006).
Posteriormente, rio abajo de la activacion de estas cascadas de sefializacion se
produce la acumulacion de las EROs, la deposicion de callosa y la produccién de

compuestos antimicrobianos (Veronese et al., 2006).

2.4. Participacion de las fitohormonas en la defensa vegetal

Las rutas de sefalizacion de las hormonas vegetales son complejas y, en
general, actian de forma interconectada; las sofisticadas redes de comunicacion
gue se presentan en las diferentes vias de sefalizacion hormonal promueven una
respuesta eficiente contra el ataque de microorganismos (Verma et al., 2016).
Generalmente, el contenido de estas hormonas incrementa en respuesta al ataque

por patdgenos, y pueden regular la expresion de genes relacionados con la
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respuesta al estrés biético (Verma et al., 2016). Dentro de las hormonas vegetales
gue participan en la defensa de las plantas se encuentran el SA, el JAy ET (Fig. 4)
(Vuorinen et al., 2021). De manera clasica, el SA se ha relacionado principalmente
con la respuesta de defensa contra patdogenos biotréficos y hemibiotroficos (Fig. 4)
(Pieterse et al., 2012) en contraste, el JAy ET han sido implicados en la regulacién
de la defensa contra patdgenos necrotréficos (Fig. 4) (Pieterse et al., 2012).

La activacion de la biosintesis del SA puede desencadenarse tras el
reconocimiento de PAMPs o efectores de patdgenos (Mishina & Zeier, 2007). La
produccién de SA induce la sintesis de proteinas relacionadas a la patogénesis (PR)
y la activacion de la SAR (Mur et al., 2006). En Arabidopsis, la biosintesis de SA
puede realizarse mediante dos vias principales: la via del isocorismato y la via de
la fenilalanina amonio liasa, principalmente se utiliza corismato como precursor, el
cual es obtenido mediante la ruta del shikimato (Ding & Ding, 2020). Las proteinas
tipo lipasa EDS1 (“Enhanced Disease Susceptibility”) y PAD4 (“Phytoalexyn
Deficient4”) pueden activar al gen ICS1 (“/sochorismate Synthase 17, por sus siglas
en inglés) el cual codifica para la enzima isocorismato sintasa (Ding & Ding, 2020).
La sefalizacion rio abajo de SA estad mayormente controlada por un grupo de genes
reguladores conocidos como “NON EXPRESSOR OF PATHOGENESIS RELATED
GENES 1”7 (NPR1). Esta familia de genes se compone de NPR1 y 5 genes
adicionales (Pajerowska-Mukhtar et al., 2013). Esta familia de genes codifica para
un conjunto de proteinas NPR1, estas proteinas contienen dominios conservados
clave, como el BTB/POZ, los dominios de repeticiébn de anquirina y residuos de
cisteina altamente conservados (Pajerowska-Mukhtar et al., 2013). Dentro de ellas,
NPR2, NPR3 y NPR4 participan en la cascada de sefalizacion del SA (Moore et al.,
2011). La deteccién de bajas concentraciones de SA activa a NPR1 el cual puede
inducir la expresion de genes de resistencia “R” (Fig. 4) (Moore et al., 2011). EI SA
es percibido por diferentes receptores, tales como, NPR3/NPR4 (Li et al., 2019).
Por otro lado, NPR1 actla como coactivador transcripcional de los genes que
responden a SA. En ausencia de SA los receptores NPR3/NPR4 se mantienen
unidos a NPR1 y lo etiquetan para su degradacion en proteasomas, regulando
negativamente la expresion de genes en respuesta a SA. El aumento de SA induce

la unién de esta molécula a NPR3/NPR4 generando la pérdida de afinidad de estas
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por NPR1, y desencadenando la expresion de genes asociados a SA (Li et al.,
2019).

La unioén del receptor NPR1 con el SA modifica su conformacion, generando
dimeros. Esta union es mediada por un metal de transicién de cobre utilizando un
complejo de coordinacion (Wu et al., 2012). La activacion de NPR1 puede inducir
la expresion de genes de defensa: PR1, PR2 y PR5 (Ding & Ding, 2020). La
acumulacion de SA resulta en la activacion localizada de la HR en el sitio de
infeccion, un tipo de PCD inducida también por la ETI (Radoji€i¢ et al. 2018). La
activacion de la HR desencadena la produccion y eliminacion de EROs las cuales
son moléculas que juegan un rol crucial en la respuesta de defensa contra
patdgenos (Mishra et al., 2024). Ademas, la acumulacion de SA puede inducir
cambios epigenéticos, tales como, la metilacion del DNA y la modificacion de
histonas, lo cual afecta directamente el perfil de expresiébn génica durante la
respuesta de defensa (Aftab and Yusuf 2021).

La sintesis de JA y el ET confiere resistencia a la planta en respuesta al
ataque de diferentes patdégenos necrotroéficos, tales como, B. cinerea (Mur et al.,
2006). Después del reconocimiento de algun patégeno o insecto se inicia la
biosintesis de JA mediante la ruta de la oxilipina (Gfeller et al., 2010), generalmente
estos compuestos derivan de los lipidos y su biosintesis inicia con la liberacién de
acido a-linoleico (a-LA) (Gfeller et al., 2010). Posteriormente, con una serie de
reacciones mediadas por las enzimas 13-lipoxigenasa, aleno Oxido sintasa y
ciclasa, se obtiene el acido 12-oxofitodienoico (OPDA) (Li et al., 2019). El OPDA es
producido en cloroplastos y posteriormente transportado a peroxisomas donde es
reducido por medio de la enzima OPDA reductasa 3 y luego oxidado mediante la
enzima Acil-CoA oxidasa produciendo JA (Li et al., 2019). Interesantemente, se ha
observado que la activacion de la via de sefializacién del JA puede ser inducida por
el receptor NPR3, el cual, ha sido asociado con la degradacion del factor
transcripcional JAZ (Fig. 4) (Li et al., 2019). Las proteinas JAZ son supresoras de
la respuesta transcripcional inducida por JA. Cuando la planta se ve expuesta a
algun tipo de estrés, se acumula el conjugado JA-isoleucina, el cual se une a la
proteina COI1 para facilitar la formacion del complejo COI1-JAZ, resultando en la
degradacion de los represores JAZ (Fig. 4) (Li et al.,, 2019). Rio abajo de la
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percepcion del complejo COI1-JAZ, se conocen dos vias principales de sefializacion
de JA, la via MYC y la ERF (Fig. 4), la primera es regulada por los genes VSP2
(“VEGETATIVE STORAGE PROTEIN 2”) y la segunda por los miembros de
AP2/ERF (“APETALA2/ETHYLENE RESPONSE FACTOR”) (Pieterse et al., 2012).
La via MYC se activa principalmente por el ataque de insectos y es regulada por los
factores de transcripcion MYC2, MYC3 y MYC4 (Pieterse et al., 2012). En cambio,
la via ERF es inducida principalmente por el ataque de patdgenos necrotroficos y
controlada principalmente por los factores de transcripcion ORA59 y ERF1, que
pueden activar la expresion de genes marcadores, tales como PDF1.2, ORA59 y
ERF1 (Fig. 4) (Pré et al., 2008).

Existen mecanismos de regulacion que conectan las vias de sefalizacion
mediadas por SA, JAy ET. Concentraciones elevadas de SA inhiben la expresion
de genes relacionados con la sintesis de JA (Fig. 4). Si bien el efecto del SA sobre
la regulacion de la via de sintesis de JA puede ser antagodnico, sinérgico o neutral,
en la mayoria de los casos el SA participa en la supresion de la via del JA a nivel
transcripcional (Proietti et al., 2018). Por ejemplo, algunos factores de transcripcion,
tales como, NPR1, WRKY y TGA, pueden regular negativamente la expresion de
genes relacionados con la via del JA (Proietti et al., 2018). El factor de transcripcién
WRKY70 esta relacionado con la supresion de la expresion de genes que inducen
la via del JA/ET (Li et al.,, 2019). NPR1 juega un rol importante en el papel
antagonico del SA sobre el JA, debido a que, ha sido asociado con la regulacién
antagonica de genes en respuesta a JA, tales como, LIPOXYGENASE 2 (LOX2),
VSP2 y PLANT DEFENSIN 1.2 (PDF1.2) (Spoel et al., 2003).
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Figura 4. Rutas de sefializacion hormonal durante la respuesta de defensa contra
patégenos: A) SA, B) JA y C) ET. Cada ruta de sefializacion es activada bajo diferentes
condiciones; en general, las rutas de sefializacion hormonal pueden actuar de forma
antagonica, interconectada o sinérgica. A) La percepcion de SA genera un cambio en el
estado redox, lo cual, induce la produccibn de monomeros de NPR1 (NON
PATHOGENESIS RELATED GENES 1), traslocandosé hacia el nicleo donde interactta
con la familia de factores de transcripcion TGAs y funciona como un coactivador
transcripcional de los genes que responden a SA (Tomado y modificado de Pieterse et al.,
2012). B) Después del aumento de los niveles de JA la proteina COI1 (CORONATIVE
INSESITIVE 1) interactta con los represores JAZ para inducir la liberacion de MYC2, el
cual interactua con el mediador transcripcional MED, induciendo la expresién de genes
asociados con la sefalizacion de la via del JA, tales como, PDF1.2 y ORA59 (Tomada y
modificada de Li et al.,, 2019). C) El aumento de los niveles de ET es percibida por el
receptor ETR1 (ETHYLENE RESISTANT 1), la actividad quinasa de CTR1
(CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE) es inactivada y el CEND (C-terminal END de EIN2)
(ETHYLENE INSENSITIVE 2) se desfosforila y se escinde. Posteriormente, el CEND se
transloca al nacleo para atenuar la funcién de la ligasa E3 de EBF. La proteina EIN3
estabilizada activa entonces los factores de transcripcion ERF (ETHYLENE RESPONSE
FACTOR) y se induce se la activacion de los factores de transcripcion ERFs, son clave para
la induccion de la via de sefalizacion del ET. (Tomada y modificada de Li et al., 2019).
Created in https://BioRender.com.

En este trabajo, el estudio de la expresion de genes marcadores asociados
a las vias de sefializacion hormonal (SA, JA/ET) durante la interaccion Arabidopsis-
Botrytis en lineas mutantes del transporte de poliaminas tuvo como finalidad
esclarecer si existen alteraciones en la expresion de los marcadores debido a la

disrupcién del transporte de poliaminas, lo cual podria deberse a interconexiones
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entre el metabolismo de poliaminas y las respuestas de defensa mediadas por las

hormonas en cuestion.

2.5. Generalidades de las poliaminas.

Las poliaminas mas importantes desde el punto de vista biolégico son la Put,
Spd y Spm (Blazquez et al., 2014), y se encuentran presentes en todos los seres
vivos (Abdulhussein & Wallace, 2014). Inicialmente, las poliaminas se estudiaron
por su capacidad de unirse con macromoléculas aniénicas y debido a esto se les
consideraba unicamente como policationes con roles estructurales. Sin embargo,
estudios posteriores demostraron que funcionan como moléculas reguladoras de
procesos celulares fundamentales (Igarashi & Kashiwagi, 2010; Tiburcio et al.,
2014). Las poliaminas son aminas de bajo peso molecular con funciones esenciales
y versatiles durante el ciclo de vida de los organismos, por ejemplo, participan en la
proliferacion celular, diferenciaciéon y muerte celular programada (Kusano et al.,
2007). Dentro de las principales poliaminas se encuentran la diamina Put, la
triamina Spd, y la tetramina Spm (Fig. 5). La Spm y algunos compuestos cationicos
similares han sido estudiados debido a su participacién en procesos tales como la
organizacion de la cromatina, la traduccion del mMRNA vy la biogénesis del ribosoma
(lgarashi & Kashiwagi, 2000; Thomas & Thomas, 2001). A nivel fisiolégico, las
poliaminas pueden funcionar como reguladores de crecimiento en diversas etapas
del desarrollo vegetal, tales como, embriogénesis, rizogénesis, senescencia,
desarrollo y maduracién del fruto (Jiménez-Bremont et al., 2014). La Put es la
poliamina mas abundante encontrada en las plantas, y es utilizada como precursor
para la biosintesis de la triamina Spd y la tetramina Spm (Fig. 5) mediante la accién
de aminopropil transferasas (Moallem et al., 2017). Ademas, funciona como
precursor para la sintesis de alcaloides pirrolinidicos (Moallem et al., 2017). Se ha
identificado también un isémero de la Spm conocida como tSpm, la cual es
sintetizada por una aminopropil transferasa codificada por el gen ACAULIS5 (ACL5)
(Yoshimoto et al., 2012). Adicionalmente, se ha descrito un grupo de poliaminas
conjugadas, unidas covalentemente a acidos hidroxicinamicos (como los acidos
cumarico, cafeico y ferulico). Estas moléculas, se encuentran en la mayoria de las

especies vegetales y desempeiian un papel crucial en los mecanismos de defensa
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y desarrollo (Tiburcio et al., 2014).
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Figura 5. Estructura quimica de las poliaminas mas abundantes en plantas. Put, Spd,
Spm y tSpm. Los grupos aminopropilo (en rojo) se afiaden al esqueleto lineal de cuatro
carbonos de la Put (en azul) para producir Spd, Spm y tSpm. Imagen modificada de Bitrian
et al., 2012.

2.6. Metabolismo de las poliaminas.

La sintesis de las poliaminas puede realizarse por diferentes vias (directa e
indirecta) (Fig. 6). En la ruta de sintesis directa, la Put es obtenida mediante la
descarboxilacion de la ornitina, ruta que ocurre en la mayoria de las plantas excepto
en Arabidopsis (debido a la ausencia del gen ODC), por accion de la enzima ornitina
descarboxilasa (ODC; EC 4.1.1.17) (Hanfrey et al., 2001). Por otro lado, la Put
también puede ser sintetizada de forma indirecta, esta via consiste en la
descarboxilacion de arginina a agmatina a travées de la enzima arginina
descarboxilasa (ADC, EC 4.1.1.19) (Fig. 6). En A. thaliana se han identificado dos
genes paralogos que codifican para la enzima ADC, estos son ADC1 y ADC2, los
cuales probablemente se hayan generado durante la evolucion como parte de un
mecanismo compensatorio resultante de la ausencia del gen ODC (Hanfrey et al.,

2001). Inicialmente, se produce la hidrélisis de agmatina a N-carbamoil-putrescina
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por la enzima agmatina iminohidrolasa (AIH, EC 3.5.3.12), después la N-carbamoil-
putrescina es transformada a Put por la accidn de la enzima N-carbamoil-putrescina
amidohidrolasa (NCPAH, EC 3.5.1.53) (Bagni & Tassoni, 2001) (Fig. 6).
Posteriormente, la Put es convertida en Spd, mediante la enzima espermidina
sintasa (SPDS; EC 2.5.1.16) y sucesivamente, se produce la adicion de otro grupo
amino por la acciéon de la enzima espermina sintasa (SPMS; EC 2.5.1.22) o
termoespermina sintasa (TSPMS; EC 2.5.1.79) para obtener Spm o tSpm (Fig. 6),
respectivamente (Tiburcio et al., 2014).
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Figura 6. Ruta directa e indirecta de biosintesis de poliaminas en plantas. La
biosintesis de poliaminas implica varios pasos para generar a las poliaminas principales:
Put, Spd, Spm y tSpm. La Put es sintetizada de forma directa e indirecta. La via indirecta
consiste en la descarboxilacion de arginina a agmatina a través de la enzima arginina
descarboxilasa (ADC, EC 4.1.1.19), posteriormente la agmatima es hidrolizada por la
enzima agmatina iminohidrolasa (AIH, EC 3.5.3.12), después la N-carbamoil-putrescina es
transformada a Put por la accion de la enzima N-carbamoil-putrescina amidohidrolasa
(NCPAH, EC 3.5.1.53). La biosintesis de Spm y Spd es mediada por las enzimas espermina
sintasa (SPMS) y espermidina sintasa (SPDS), respectivamente. El S-adenosil metionina
(SAM) es descarboxilado por la accién de la enzima S-adenosil metionina descarboxilasa
(SAMDC), liberando S-adenosil metionina descarboxilado (dcSAM), el cual sirve de
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donador de grupos aminopropil para llevar a cabo estas reacciones. Posteriormente, la Spm
y Spd pueden ser oxidadas por enzimas PAOs, mediante el catabolismo terminal y obtener
1,3-diaminopropano (1,3-DAP), 4-aminobutanal (4-AB) y H.O,. Ademas, las enzimas PAQOs
pueden presentar actividad de retroconversion de poliaminas para obtener Spd y Put,
liberando 3-aminopropanal (3-AP) y H.0O, (Gonzalez et al., 2021). Created in
https://BioRender.com.

2.7. Catabolismo de las poliaminas

El catabolismo de las poliaminas es mediado por las enzimas diamina
oxidasa (DAO, E.C. 1.4.3.6) y poliamina oxidasa (PAO E.C. 1.4.3.3) (Fig. 6)
(Moschou et al., 2012). Las DAOs son enzimas homodiméricas, cada subunidad
consta de 70 a 90 kDa (Angelini et al., 2010) y se localizan mayormente en el
citoplasma y en el peroxisoma (Takahashi et al., 2010). Las enzimas DAOs actuan
principalmente sobre Put, cadaverina (Cad) y algunas monoaminas aromaticas y
alifaticas, y son dependientes de cobre. Las DAOs acttan sobre los grupos amino
primarios (Luna-Esquivel et al., 2014), de forma que su accion libera H202, 4-
aminobutanal (4-AB) y amoniaco (NHs) (Moschou et al., 2012; Sequera-Mutiozabal
et al., 2016).

Las enzimas PAOs generalmente catabolizan la oxidacién de Spd, Spm y
tSpm en sus grupos amino secundarios (Fig. 6) (Tavladoraki et al., 2012), y son
dependientes de flavina (FAD) (Takahashi et al., 2010). Estas enzimas participan
en dos tipos de catabolismo: estan involucradas en el catabolismo terminal (Fig. 6),
el cual consiste en la desaminacion de Spm y Spd para obtener 1,3-diaminopropano
(1,3-DAP), 4-aminobutanal (4-AB) y H202 (Moschou et al., 2012;) y también pueden
realizar reacciones de retroconversion, oxidando Spm y Spd para obtener Spd y
Put, respectivamente, y liberando H202 y 3-aminopropanal (3-AP) (Sequera-
Mutiozabal et al., 2016). Las PAOs se han descrito como enzimas monomeéricas con
subunidades de 53-60 kDa (Tavladoraki et al., 2012). Diferentes estudios han
reportado que las PAOs actian y se localizan en diferentes compartimentos
intracelulares. Asi, las PAO2, PAO3 y PAO4, que comparten una similitud del 60-
84 %, se ubican en el peroxisoma. Debido a esto, se ha atribuido que mayormente
en Arabidopsis el catabolismo de las poliaminas es peroxisomal (Kamada-
Nobusada et al., 2008; Moschou et al., 2008). En cambio, las enzimas PAOLl y
PAO5 se encuentran en el citoplasma (Takahashi et al., 2010). Entre las PAOs,

PAO2, PAO3 y PAO4 utilizan como sustrato tanto Spd como Spm, mientras que
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PAO3 y PAO1 presentan mayor afinidad por Spm (Fincato et al., 2011). Por su
parte, PAO5 presenta una mayor afinidad por la tSpm que por Spd o Spm
(Takahashi et al., 2010). También se ha reportado que las enzimas PAO3 y PAO4
participan principalmente en la ruta de retroconversion de Spm a Spd (Moschou et
al., 2008). PAO3 cataliza la oxidacién de Spm a Spd y, finalmente, a Put (Kamada-
Nobusada et al., 2008; Moschou et al., 2008). Takahashi et al. 2010 reportaron que
PAO4 patrticipa en la retroconversion de tSpm a Spd y finalmente hasta Put, lo que
indica que, en forma similar a la Spm, la tSpm también puede ser retroconvertida.
Adicionalmente, se reporté que la enzima PAOL presenta afinidad por tSpm y
NorEspermina (NorSpm) (Takahashi et al., 2010). Respecto al catabolismo terminal
se hareportado que las enzimas PAO catalizan la oxidacion de la Spd, Spm y tSpm,
produciendo diferentes aminoaldehidos, 4-AB y N-(3-aminopropil)-4-aminobutanal),
asi como, H202 y 1,3-diamino propano (1,3-DAP) (Fig. 6) (Moschou et al., 2012;
Wang et al., 2019). Generalmente, las enzimas PAOs que se localizan en el
peroxisoma tienen actividad de catabolismo por retroconversién, mientras que las
gue se localizan en el citoplasma presentan actividad de catabolismo terminal
(Moschou et al., 2008).

2.8. Clasificacion de los transportadores de aminoacidos

Actualmente se han identificado al menos 5 familias diferentes de proteinas
gue transportan aminoacidos, con afinidades y selectividades distintas (Rentsch et
al., 2007). Dentro de las cinco familias de proteinas transportadoras de aminoacidos

se encuentran las siguientes:

A) ATF (Amino acid Transporter Family, por sus siglas en inglés)

B) APC (Amino acid-Polyamine-Choline, por sus siglas en inglés)

C) MCF (Mitocondrial Carrier Family, por sus siglas en inglés)

D) OEP16 (Plastid Outer Envelope Porin of 16kDa, por sus siglas en inglés)

E) DASS (Divalent Anion: Na+ Symporter, por sus siglas en inglés)

En A. thaliana se han identificado diferentes transportadores de aminoacidos

gue pertenecen a la familia APC y, en general, estos transportadores presentan

42



actividad de simporte y antiporte (Rentsch et al., 2007). La actividad de simporte
funciona como un transporte acoplado, donde la transferencia del soluto depende
del co-transporte de otro soluto (Fig. 7a); en cambio, en la actividad de antiporte la

transferencia de los solutos ocurre en sentido inverso (Fig. 7b) (Alberts et al., 2008).

a) simporte b) antiporte

Figura 7. Mecanismo de transporte de diferentes tipos de proteinas acarreadoras. a)
Actividad de simporte, b) actividad de antiporte. Created in https://BioRender.com.

2.9. Transporte de poliaminas

Al presente, se han identificado en mamiferos dos familias principales de
proteinas integrales de membrana con funcion de transporte de diferentes
moléculas como aminoacidos, azlcares y vitaminas, los cuales se clasifican como:
“ATP-Binding Cassette” (ABC) y transportadores acarreadores de soluto (SLC)
(Ahmed et al., 2014). Dentro de ellos se han descrito seis transportadores tipo SLC
gue pueden mediar el transporte de poliaminas en células humanas; estos
transportadores son SLC22A1, SLC22A2, SLC22A3, SLC47A1, SLC7AL, SLC3A2,
SLC12A8A, y SLC22A16 (Ahmed et al., 2014). Asimismo, se han caracterizado
algunos transportadores de poliaminas en bacterias y levaduras (Kashiwagi y
Igarashi, 2011). Sin embargo, se tiene poca informacién acerca del transporte de
poliaminas en plantas. En Arabidopsis se ha identificado una familia de
transportadores denominada tipo-LAT, la cual, segun un andlisis filogenético,

comparte una alta similitud con las subunidades de la cadena ligera del sistema de
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transporte de aminodacidos tipo-LAT en humanos (Rentsch et al., 2007).

Los primeros estudios sobre el transporte de poliaminas en plantas se
realizaron en protoplastos de zanahoria, observandose una absorcion eficiente de
Spd y Put y sugiriéndose la existencia de un mecanismo de tipo antiporte, el cual
facilita el importe de las poliaminas (Pistocchi et al., 1988). Otro estudio realizado
en protoplastos de zanahoria indicé que la adicién de Ca?* incrementa la rapidez
de la absorcién de Puty Spd (Pistocchi et al., 1990). Por otro lado, se describi6 que
los transportadores de poliaminas estan presentes en el sistema vascular de la
planta y pueden transportar poliaminas a través del xilema y del floema (Pistocchi
et al., 1990). El primer transportador caracterizado fue encontrado en plantas de
arroz (OsPUT1) y forma parte de la subfamilia de transportadores L-tipo (LAT). Este
transportador presenta mayor afinidad por el importe de Spd que por Put (Mulangi
et al., 2012), y se localiza en la mayoria de los tejidos y érganos vegetales, excepto
en semillas y raices (Mulangi et al., 2012). A nivel subcelular, en plantas se ha
reportado la presencia de poliaminas en el nudcleo, vacuolas, mitocondrias,
cloroplastos y membranas celulares (Fujita & Shinozaki, 2015). Mas alla de la
contribucion de los procesos de sintesis y catabolismo a la presencia de poliaminas
en distintas localizaciones subcelulares, estas moléculas pueden ser translocadas
entre diferentes compartimentos celulares mediante la accion de transportadores
especificos (Wuddineh et al., 2018). Su entrada a la célula o a los compartimentos
esta regulada por un gradiente eléctrico transmembranal, y la absorcion y transporte
juegan un papel clave en la homeostasis del contenido de poliaminas en la célula
vegetal (Fujita & Shinozaki, 2015).

En A. thaliana se han identificado cinco transportadores de poliaminas (los
cuales pertenecen a la subfamilia tipo LAT) y se han clasificado como LAT1-5 o
PUT1-5 ("Polyamine Uptake Transporter” por sus siglas en inglés) (Wipf et al.,
2002). La subfamilia de transportadores de aminoacidos L-tipo (LAT) pertenece a
la familia de transportadores APC (Aminoacid-Polyamine-Choline) (Rentsch et al.,
2007). Generalmente, se ha descrito que la subfamilia de transportadores LAT
posee 12 dominios transmembranales, asi como una region amino y carboxilo

terminal orientada hacia el citoplasma y tienen capacidad para transportar
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poliaminas (Rentsch et al., 2007). Diferentes estudios han sefialado que estos se
localizan en distintos compartimentos celulares (Fig. 8); por ejemplo, PUT3 se
localiza mayormente en la membrana plasmatica (Shen et al.,, 2016) y en el
cloroplasto (Ahmed et al., 2017) (Fig. 8), y es responsable del influjo de poliaminas
hacia el interior de la célula (Shen et al., 2016). PUT5 se localiza en el reticulo
endoplasmico (Wuddineh et al., 2018) y PUT4 en la membrana plasmatica
(Méndez-lberri et al., 2017; Tesis de Licenciatura) (Fig. 8). Los transportadores
PUT2 y PUT1 se ubican principalmente en el aparato de Golgi y reticulo
endoplasmico; respectivamente, y comparten alrededor de 68-76 % de similitud
(Miller-Fleming et al., 2015) (Fig. 8) mientras que PUT5 y PUT4 comparten un
porcentaje de similitud de alrededor de 40-50 % (Martinis et al., 2016).

i Putt

L
PUT2

PUT3

H

PUT4

PUT5

I

Figura 8. Representacion gréafica de la localizacién intracelular de los
transportadores PUT en Arabidopsis thaliana. PUT1 y PUT5 (Wuddineh et al., 2018) se
localizan en el reticulo endopldsmico, PUT2 (Miller-Fleming et al., 2015) en el aparato de
Golgi y en el cloroplasto, PUT3 en la membrana plasmética y el cloroplasto (Shen et al.,
2016; Ahmed et al., 2017) y PUT4 en la membrana plasmatica (Méndez-lberri et al., 2017,
Tesis de Licenciatura). Created in https://BioRender.com.

Inicialmente, el transportador de poliaminas PUT3/RMV1 (RESISTANT TO
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METHIL VIOLOGEN1, “por sus siglas en inglés”) fue identificado como un
transportador de la familia de transportadores de aminoacidos tipo L (LAT).
PUT3/RMV1 mostré capacidad para importar poliaminas y paraquat (PQ) (Fujita et
al., 2012). Adicionalmente, se observo que la linea mutante rmv1 de A. thaliana fue
altamente resistente al PQ debido a la reduccion de la actividad de transporte de
este herbicida (Fujita et al., 2012). Martinis et al. (2016), reportaron que el
transportador PUT3/RMV1 participaba en el transporte a larga distancia de
poliaminas y vitamina Bl a través del floema, desde hojas hasta raices. Para
analizar la expresion tejido-especifica del transportador PUT3 se generd una linea
reportera pPUT3:GUS, los analisis mostraron mayor expresion del gen PUT3 en el
floema, asi como, en la roseta y en el 4pice radicular (Martinis et al., 2016).

Se ha demostrado que la activacion de estos transportadores es mediada por
diferentes eventos de fosforilacion e interacciones proteina-proteina en respuesta a
condiciones de estrés (Chai et al., 2020). Se realiz6 un estudio en células de
levaduras y se observé que la fosforilacion de PUT3 realizada por la proteina cinasa
SOS2 puede activar la funcion de transporte de PUT3. Asimismo, las proteinas
SOS1 y SOS2 pueden formar un complejo y regular la actividad del transportador
PUT3 (Chai et al., 2020). En este sentido, la sobreexpresion del gen PUT3
(PUT3OE) generd hipersensibilidad a la adicion de poliaminas y PQ; sin embargo,
la hipersensibilidad de PUT3OE fue inhibida por la mutacion de sosl y sos2 (Chai
et al., 2020).

Adicionalmente, se reporté que el estrés por calor induce la expresion del
gen LHR1/PUT3 (LOWER EXPRESSION OF HEAT RESPONSIVE GENE) en
Arabidopsis (Shen et al., 2016). A través de un estudio dirigido por mapeo genético
se identifico que el gen LHR1 codifica el transportador PUT3, el cual se localiza
principalmente en la membrana plasmatica (Shen et al., 2016). Actualmente hay
evidencia de la participacion del transportador LHR1/PUT3 en el mantenimiento de
la estabilidad de los mMRNAs en respuesta al estrés por calor y también se ha
descrito que tiene capacidad para importar Spd (Shen et al., 2016). Adicionalmente,
se estudid el indice de absorcion de Spd en plantas mutantes Ihrl y el ecotipo
silvestre WT y se observo un rendimiento menor de absorcion de Spd en plantas

mutantes |hrl en comparacién con la WT (Shen et al., 2016).
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Ademas, se ha descrito la participacion del transportador de aminoacidos
tipo-L de Arabidopsis LAT5/PUT5S en etapas de desarrollo de la planta tales como
la floracion y la senescencia. Adicionalmente, se estudio la especificidad de tejido
de la expresion del gen LAT5/PUT5 y su rol en la mediacién del transporte de
aminoacidos (Begam et al., 2020). Interesantemente, se comprobd la presencia de
actividad GUS en el floema, cuando el gen reportero quie codifica esa enzima fue
fusionado al promotor de LAT5/PUT5. Ademas, se detecto la actividad del producto
del gen reportero en raices principales y laterales en plantas maduras, asi como en
las raices y el apice de plantulas (Begam et al., 2020).

Evidencia reciente, vincula al transporte de poliaminas con la respuesta de
defensa de la planta, en un estudio realizado en plantas de A. thaliana infectadas
con Pst DC3000 se report6é que el transportador PUT2 contribuye al transporte de
Put hacia tejidos distales durante la SAR, participa en la modulacion de EROs, SA
y algunos compuestos fenolicos (Flores-Hernandez et al., 2025).

Aungue en nuestro estudio no se abord6 el transporte de aminoacidos
mediado por los transportadores PUT/LAT, hay algunos reportes que vinculan al
transportador LAT5/PUT5 con la captacion de aminoé&cidos, en este sentido se
reportd que la linea mutante lat-5 result6 hipersensible a la adicion de leucina 1 mM,
generando una disminucion del crecimiento del 62 % comparada con la WT, lo cual,
fue asociado principalmente con la disrrupcién de la distribucion adecuada de
leucina en la planta (Begam et al., 2020).

2.10. Importancia del metabolismo de poliaminas frente al atague de
patégenos

Diversos trabajos han mostrado que la biosintesis de poliaminas se
incrementa en respuesta al ataque de patégenos (Pal & Janda, 2017). Asi, un
estudio realizado en plantas de N. tabacum infectadas con el virus del mosaico del
tabaco (TMV) reporté un aumento de las actividades enzimaticas ODC y ADC
(Torrigiani et al., 1997). Se estudi6 el efecto de la adicion de difluorometilornitina
(un inhibidor de la enzima ODC) en plantas de tomate y se observé una disminucién
de la podredumbre gris causada por B. cinerea. Por consiguiente, se concluyo que

el mecanismo de control de la enfermedad causada por el hongo esta asociado con
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la inhibicion de la biosintesis de poliaminas (Elad, 1991). Por otra parte, se analizé
la respuesta de lineas mutantes del gen ADC a la infeccion por B. cinerea,
verificandose que las mismas fueron mas susceptibles al ataque por el patégeno,
desarrollando una lesién de mayor tamafo y mostrando mayor incidencia de la
enfermedad que en el ecotipo silvestre. Sin embargo, después de realizar un pre-
tratamiento con Put se observé el restablecimiento del fenotipo, resultando similar
al del ecotipo silvestre (Chavez Martinez et al., 2018).

La acumulacion de poliaminas puede generar mayor resistencia de las
plantas contra los patégenos (Gonzalez et al., 2021; Walters, 2003). El aumento de
la concentracion de poliaminas se presenta como respuesta al estrés bidtico,
produciéndose cambios en su nivel y localizacion (Walters, 2003). En un estudio
realizado en plantas de maiz infectadas con el patégeno Ustilago maydis se detect6
un incremento en el contenido de Put libre y conjugada (Rodriguez-Kessler et al.,
2008). Por otra parte, se estudiaron dos variedades de plantas de Vitis vinifera, una
resistente y otra sensible a la sequia (Hatmi et al., 2015). La planta resistente a la
sequia mostré un mayor contenido de poliaminas libres, asi como algunos
aminoacidos, tales como arginina, glutamato y prolina (Hatmi et al., 2015). También
se observd una regulacion positiva de genes asociados con la biosintesis y
catabolismo de poliaminas, tales como, ADC, CuAO y PAO (Hatmi et al., 2015).
Ademas, se observo que la planta tolerante a la sequia se volvié mas resistente al
ataque del patégeno B. cinerea (Hatmi et al., 2015).

También se ha reportado que plantas transgénicas de tomate que
sobreexpresan un gen de Spd sintasa (35S::SpdSyn) presentaron un aumento de
susceptibilidad a B. cinerea (Nambeesan et al., 2012). Dado que las poliaminas y el
Et derivan de un mismo precursor (S-adenosilmetionina) (Martin-Tanguy, 1997,
Bouchereau et al., 1999; Flur and Matthoo, 1996) y que las plantas transgénicas
antes mencionadas acumularon altos niveles de Spd, se concluy6 que el incremento
de la susceptibilidad a B. cinerea mostrado por estas lineas sobreexpresoras podria
relacionarse en parte con la inhibicion de la sintesis de Et (Nambeesan et al., 2012).
Interesantemente, el fenotipo de susceptibilidad fue restablecido después de
realizar un pre-tratamiento con precursores del Et (Nambeesan et al., 2012). Otro

estudio indicd que el tratamiento con Spm y Spd
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(100 y 500 puM) incremento la resistencia frente a B. cinerea (van Rensburg & Van
den Ende, 2021). El aumento en la concentracion de estas poliaminas en la planta
promovié la actividad de enzimas antioxidantes, tales como, catalasa, ascorbato
peroxidasa y guaiacol peroxidasa, generando una reduccion del contenido de H20:2
(van Rensburg & Van den Ende, 2021).

Sobre la base de los antecedentes mencionados, queda claro que es
necesario profundizar en el conocimiento de los mecanismos especificos de
regulacion del transporte de poliaminas durante los eventos de estrés bibtico en

plantas.
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3. JUSTIFICACION

A lo largo de la historia, las plantas han sido afectadas por diversas
enfermedades, lo que ha provocado una pérdida dramética de cultivos, asi como
pérdidas econdémicas devastadoras (FAO, 2024). B. cinerea es un patdgeno
necrotrofico que causa enfermedades en mas de 1000 especies de plantas (Veloso
& van Kan, 2018), el cual induce la respuesta hipersensible, desencadenando la
acumulacion de EROs y la muerte celular (Rossi et al., 2017). El reconocimiento del
patdgeno por receptores especificos activa la respuesta de defensa vegetal, que
implica un aumento en la expresion de genes y la sintesis de metabolitos de
defensa, asi como la sintesis de hormonas vegetales, tales como, SA, JA y ET.
Dentro de los metabolitos se encuentran las poliaminas, las cuales se definen como
compuestos policatiénicos de bajo peso molecular (Kusano et al., 2007). Por su
naturaleza, las PAs pueden unirse a macromoléculas como el DNA y regular su
expresion (Blazquez, 2024). El rol de las poliaminas en la defensa contra patdgenos
se ha estudiado en diferentes modelos de interaccion planta-microorganismo y se
ha descrito que el catabolismo de las poliaminas esté interconectado con la sintesis
de moléculas de sefalizacion como el H202, el cual, participa en la regulacion de la
muerte celular y el fortalecimiento de la pared celular (Moschou et al., 2012).
Aunque el estudio del impacto de las poliaminas ha avanzado, ain no se conocen
en detalle todas las facetas de su mecanismo de accidn. Poco se conoce sobre la
dinAmica de su transporte en células vegetales y los actores moleculares
implicados. A la fecha, se han identificado cinco transportadores con funciones de
importe de poliaminas en Arabidopsis thaliana, conocidos como “Polyamine Uptake
Transporter” (PUT1-5) (Wipf et al., 2002). De estos, PUT3 es el mejor caracterizado,
y participa en la regulacién del crecimiento de la raiz, la floracion y la respuesta al
estrés salino (Chai et al., 2020). Sin embargo, la funcion de otros miembros de la
familia PUT aun es desconocida (Wuddineh et al., 2018). Dada la importancia de
las poliaminas en la respuesta de defensa y los antecedentes especificos que
muestran que la suplementacién con poliaminas imprime resistencia contra B.
cinerea, en este trabajo se plante6 evaluar la contribucion del transporte de
poliaminas a la defensa vegetal, empleando el patosistema Arabidopsis-Botrytis

como modelo de estudio.
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4. HIPOTESIS

El transporte de poliaminas, mediado por miembros de la familia PUT, contribuye a

la defensa vegetal en la interaccion Arabidopsis-Botrytis.
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5. OBJETIVOS
GENERAL

Caracterizar funcionalmente la familia de transportadores de poliaminas PUT en la

interaccion Arabidopsis-Botrytis.

ESPECIFICOS

1.- Analizar la expresion de los genes PUT en hojas de plantas de A. thaliana
inoculadas con B. cinerea para determinar si son regulados durante la respuesta de

defensa de la planta.

2.- Determinar el fenotipo de resistencia/susceptibilidad de lineas mutantes y de
sobreexpresion de los genes PUT de A. thaliana en interaccion con B. cinerea, para
conocer si el transporte de poliaminas desempefia un papel en la respuesta de
defensa de la planta.

3.- Realizar ensayos de suplementacion de poliaminas en plantas WT y mutantes
put para determinar si la suplementacién de poliaminas influye en la resistencia de

plantas WT y mutantes put contra la infeccidén por B. cinerea.

3.- Analizar los niveles de poliaminas en plantas WT y las lineas mutantes put en
interaccidn con B. cinerea para establecer si existe una alteracion en la homeostasis

de poliaminas.

4.- Medir la actividad de enzimas antioxidantes y los niveles de EROs en plantas
WT vy las lineas mutantes de los genes PUT de Arabidopsis en interaccion con B.
cinerea para determinar si las lineas mutantes presentan cambios en el estatus

redox.

5.- Evaluar la expresion de genes marcadores de la via del &cido salicilico, metil
jasmonato y etileno en las lineas mutantes de los genes PUT de Arabidopsis en
interaccidén con B. cinerea para elucidar si existen alteraciones en la expresion de

los marcadores debido a la disrupcién del transporte de poliaminas
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6. METODOLOGIA

6.1 Material biolégico
6.1.1 Plantas

Se utilizaron plantas de A. thaliana del ecotipo silvestre (WT) y lineas
insercionales de T-DNA para los genes PUT: putl-1 (GABI_890C10), put2-1
(SALK_119707C), put3-1 (SALK_206472C), put4-1 (SAIL_1275 _CO06), y put5-1
(SALK_007135), las cuales fueron obtenidas del Instituto de Andlisis Gendmicos

“SALK” (www.signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress). La linea doble mutante put2-1

put5-1 se obtuvo por cruzas genéticas tradicionales, y las lineas homocigotas fueron
identificadas por PCR empleando oligonucleétidos especificos (Tabla
suplementaria 1). Ademas, la ausencia de la expresion de los genes PUT2 y PUT5
en la linea doble mutante put2-1 put5-1 se confirmé mediante qPCR (Fig.

suplementaria 1).

6.1.2. Generacion de las lineas 35S::PUT2y pPUT2::GUS

Las secuencias del marco de lectura abierto (1485 pb) y de la region
promotora (1821 pb) del gen PUT2 fueron amplificadas por PCR y clonadas en el
vector de entrada pENTER-D-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Para obtener
la linea de sobreexpresion 35S::PUT2, el vector de entrada pENTER-PUT2 se
recombind con en el vector destino pEarley103 (Earley et al., 2006) utilizando el mix
enzimatico LR clonase (Invitrogen). Por otro lado, para obtener la linea reportera
del promotor del gen PUT2 (pPUT2::GUS) se realizé la recombinacion del vector de
entrada pENTER-pPUT2 al vector destino pKGWFS7 (Karimi et al., 2002),
utilizando el mix para clonacion Gateway LR.

Ambos vectores pEarley-35S::PUT2 pKGWFS7-pPUT2::GUS fueron
transformados en la cepa Rhizobium radiobacter GV3101 (anteriormente conocida
como Agrobacterium tumefaciens) mediante choque térmico y posteriormente
introducidos en A. thaliana mediante la técnica de floral dip. Para el ensayo de floral
dip se utilizaron botones florales inmaduros. Se eligieron plantas con botones

florales sin abrir y solo unas pocas flores abiertas o fertilizadas. Posteriormente, los
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botones florales inmaduros se sumergieron en la solucion bacteriana que contiene
sacarosa como estimulante de R. radiobacter y Silwett L77 como tensoactivo para
favorecer la entrada de las bacterias a las células vegetales. La solucién se coloco
en un vaso de precipitado grande y las inflorescencias se sumergieron suavemente
en el liquido durante 1 o 2 s. Posteriormente, las plantas se cubrieron con una
pelicula de plastico para mantener la humedad y se colocaron en la oscuridad
durante 24 h. Enseguida, se colocaron en una camara de crecimiento en
condiciones controladas. Posteriormente, se obtuvieron semillas, que fueron
sembradas y seleccionadas en medio MS con glufosinato de amonio (BASTA®) a
10 mg/mL. Se extrajo DNA de las plantas resistentes a BASTA y se confirmé la
presencia del casete de sobreexpresion mediante PCR. Se obtuvieron plantas de
la generacion T1, T2 y T3; se seleccionaron Unicamente las lineas generadas que
mantenian la segregacion mendeliana. Se eligieron tres lineas sobreexpresoras
independientes para los analisis posteriores: 35S::PUT2-2, -18, y -27. La linea
reportera pPUT2::GUS fue generada previamente (Méndez-lberri et al., 2017; Tesis de
Licenciatura). Se seleccionaron cuatro lineas reporteras del promotor (pPUT2::GUS)
que exhibieron patrones de expresion similares, de las cuales se eligidé la

pPUT2::GUS-2 para los analisis histoquimicos posteriores (Jefferson et al., 1987).

6.1.3 Cepa fungica

Se utilizé la cepa de B. cinerea B05.10 obtenida del Instituto Tecnoldgico de
Chascomus, Buenos Aires, Argentina. La cepa fue sembrada en placas Petri con
agar papa dextrosa (PDA) a una temperatura de 22 °C por dos semanas. Después
de este tiempo se colectaron las esporas de las placas y se pasaron a tubos falcon
con una soluciéon de Tween 20 al 0,02 % (v/v). Posteriormente, la solucién fue
filtrada y centrifugada a 2, 500 g por 15 min, se realizd un lavado con agua destilada
y se suspendié en caldo papa dextrosa (PDB) suplementado con sacarosa 10 mM
y fosfato de potasio 10 mM. De la solucion resultante se tomé una alicuota y se hizo
una dilucion 1:10 para realizar el conteo de esporas. Finalmente, se realizo la
dilucion dependiendo de la concentracion requerida para cada ensayo de acuerdo

con protocolos ya estandarizados (Govrin & Levine, 2002). Para los ensayos en
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hoja cortada en placa se utilizé una concentraciéon de 1x10° esporas mL™%, mientras
gue para los ensayos de planta en maceta se utilizé una concentracién de 5x10°
esporas mL™.. Las esporas se incubaron por 3 h a temperatura ambiente previo a

la inoculacion de la planta.

6.2 Condiciones de crecimiento de la planta e inoculacion fungica

Las semillas fueron desinfectadas superficialmente con etanol al 96 % y
después con hipoclorito de sodio al 30 % (se dejé en agitacién por 8 min) y
posteriormente se lavaron con agua destilada (6 veces). Enseguida, las semillas
fueron estratificadas en la oscuridad (3 dias a 4° C). Las semillas fueron sembradas
en macetas o placas Petri. Para maceta se utilizé un sustrato comercial compuesto
por vermiculita:perlita:tierra (en una proporcion 3:1:1, respectivamente) y para las
placas de Petri se utilizo medio MS sdlido 0,5x con sacarosa (1,5 % p/v),
suplementado con MES (0,05 %). Se ajustd el pH a 5,7. Las plantas que fueron
sembradas en maceta se mantuvieron en camaras de crecimiento por 4 semanas
bajo condiciones controladas de fotoperiodo 16/8 h luz/oscuridad (150 pmol-m-*.s-

1) a una temperatura de 22 + 2 °C.

Para los ensayos de inoculacion con B. cinerea, se utilizaron plantas de
treinta dias de edad. El ensayo de medicion del tamafio de lesion consistié en
seleccionar y cortar hojas de las plantas y transferirlas a placas de agar:agua (0,8
% plv). Posteriormente, se inocularon con una gota de suspension de B. cinerea
gue contenia 1x10° esporas mL™1. La gota de la suspension fangica (5 pL) se coloco
al lado izquierdo o derecho de la nervadura central (Govrin & Levine, 2002).
Finalmente, las placas fueron transferidas a camaras de crecimiento bajo
condiciones controladas de luz y temperatura. Se tomaron fotografias con una
camara de teléfono a las 24, 48 y 72 horas posteriores a la inoculacion. El tamafio
de la lesién se determiné con el software Image-Pro Plus (v 4.5) expresando el area

de la lesion en mm?.

En otro experimento diferente se inocularon tres hojas por planta con una
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gota de 5 puL de suspension flngica de B. cinerea bajo una concentracion 5x10°
esporas/mL. Como controles se utilizaron hojas inoculadas con 5 pL de soluciéon
mock (medio PDB con sacarosa y fosfato de potasio). Después de inocular con el
patdgeno se colectd el material vegetal cada 24 h hasta completar 72 h post-
inoculacién, durante este tiempo, las plantas inoculadas se mantuvieron en camaras
de crecimiento a una temperatura de 22 + 2 °C bajo ciclos de luz/oscuridad (16/8 h).
Estas muestras se procesaron para el andlisis de expresion génica, la actividad
enzimética (actividad catalasa, poliamina oxidasa, ascorbato peroxidasa), la
estimacion del contenido de ROS y poliaminas, asi como la deteccién histoquimica

de peroxido de hidrégeno, superdxido y determinacion de muerte celular.

6.3 Ensayo de suplementacion con poliaminas

Se seleccionaron y cortaron hojas de plantas de treinta dias de edad y se
transfirieron a placas de agar:agua (0,8 % p/v) suplementadas con 50 o 200 uM de
poliaminas (Put, Spd y Spm) y en seguida fueron inoculadas con una gota de 5 pL
de suspension fungica de B. cinerea que contenia 1x107° esporas mL™. Las hojas
control se inocularon con 5 L de solucion mock (medio PDB). Las hojas inoculadas
se colocaron en camaras de crecimiento a 22 °C con ciclos de luz/oscuridad de 16/8
h. Estas muestras se utilizaron para registrar el tamafo de las lesiones y cuantificar
los niveles de algunas poliaminas, tales como, Put, Spd y Spm.

Adicionalmente, se determinaron los niveles de poliaminas en plantulas de
15 dias de edad, para lo cual se suplementan placas con medio MS con diferentes
poliaminas Spd y Spm y transcurrido este tiempo se colect6 el material vegetal (20
mg) y se determiné el contenido de poliaminas segun el protocolo de Marcé et al.,
(1995).

6.3. Extraccion de acidos nucleicos
6.3.1- Aislamiento de DNA
El DNA fue extraido de plantas de 30 dias de edad utilizando el método de

bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) (Wagner et al., 1987). El tejido vegetal fue

56



congelado y homogeneizado en nitrégeno liquido. Se afiadieron 300 pL de CTAB,
se mezclé e incubd por 45 min a 65 °C. Después se agregaron 300 pL de
cloroformo, se centrifug6 a 12,000 g por 5 min, se afiadieron 300 pL de isopropanol
y 30 uL de acetato de sodio 3 M pH 5,2 y se dej6 reposar durante 15 min.
Posteriormente, se centrifugdé a 12, 000 g por 5 min para obtener el pellet con el
DNA precipitado, y se decantd el sobrenadante. Finalmente, el pellet con el DNA
fue lavado con 500 pL de etanol al 70 % y se centrifug6 a 12, 000 g por 3 min. El
DNA fue resuspendido en H2O destilada y se almacend a 4 °C. El DNA fue
empleado para la tipificacion de las lineas insercionales de T-DNA, siguiendo

protocolos estandares.

6.3.2- Aislamiento de RNA

Se colectd6 material vegetal de plantas de 30 dias de edad inoculadas y
plantas control y fue macerado en nitrégeno liquido con pistilo. Para la extraccion
de RNA, el tejido vegetal se homogeneizé con 500 pL del reactivo TRl Reagent
(Sigma-Aldrich), se mezclé en el vortex por 30 seg y se incubd durante 5 min a
temperatura ambiente. Después se agregaron 100 pL de cloroformo y se mezclaron
con ayuda del vortex, en seguida se incubd 7 min a temperatura ambiente, se
centrifugd a 12,000 g por 10 min a 4 °C, se obtuvo el sobrenadante y se agregaron
500 pL de isopropanol frio. Posteriormente, se mezcld por inversiéon y se dejo
reposar en hielo por 10 min, luego de lo cual se centrifugd a 12, 000 g por 10 min a
4 °C. El sobrenadante obtenido fue descartado y se obtuvo el RNA precipitado en
forma de gel. La pastilla fue lavada con 1 mL de etanol frio al 75 % y centrifugada
a 7,500 g por 5 min a 4 °C, finalmente se decant6 el sobrenadante. Se dejé secar
la pastilla y el RNA total se suspendio en 30 yL de agua destilada estéril tratado con
DEPC (0,01 %) y se almacen6 a -80 °C. Posteriormente, se llevé a cabo una
electroforesis para verificar la integridad del RNA. Se colocaron 2 uL de RNA total
y 6 pL de buffer formamida al 50 % y se calenté a 95 °C por 5 min para su
desnaturalizacion. EI RNA fue separado electroforéticamente en un gel de agarosa
al 1,2 % a 70 mV por 30 min; la integridad del RNA se visualizé6 en un

fotodocumentador.
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6.4 Sintesis de DNA complementario (cDNA) y andlisis de la expresion génica

Se determind la concentracion del RNA ("Ribonucleic acid” por sus siglas en
inglés) utilizando un Nanodrop. Se ajustd la concentracion a 1 pg/uL. Por
consiguiente, se realizé un tratamiento empleando el kit TURBO DNA-free™. Para
cada muestra se utilizaron 2,2 uL de 10X TURBO DNAse™ - Buffer, RNA (ug/uL),
1 L TURBO DNAse y nuclease-free water (incluida en el kit) hasta alcanzar un
volumen total de 22 uL, con el objetivo de eliminar el DNA ("Deoxyribonucleic acid”
por sus siglas en inglés) presente en la muestra. Después, las muestras fueron
colocadas a 37 °C por 40 min. Se agregaron 2 uL de “DNAse inactivation reagent”
para detener la reaccion y se dejo incubando a temperatura ambiente durante 5
min. Las muestras fueron centrifugadas a 10, 000 g durante 90 s, se tomé el
sobrenadante y se colocé en un tubo de PCR nuevo y estéril para finalmente

almacenarlo a -80 °C.

La sintesis DNA complementario (cDNA) se realiz6 utilizando el kit RevertAid
Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific). Para lo cual, se colocaron 10 yL
de RNA (1 ug RNA total tratado con DNAsa), 1 uL de Oligo dT (stock 50 ug) y 1 uL
de H202 DEPC (0,1 %), para obtener un volumen total de 12 pL. Se incubo a 65 °C
por 5 miny se pasé a hielo. Luego se agregaron 4 uL de 5X reaction Buffer for DNA,
2 uL de dNTPs 10 mM, 1 pL de Ribolock y 1 uL de la enzima RevertAid para obtener
un volumen final de 20 L. La reaccion de sintesis de cDNA se llevé a cabo a 42 °C
por 60 min, seguido de la inactivacion de la enzima a 70 °C por 5 min. El cDNA se
cuantific6 en un Nanodrop y fue diluido en una relacién 1:5 con agua destilada
estéril, para emplearlo en el andlisis de expresion génica por gPCR.

Los niveles de expresion génica fueron cuantificados por gPCR usando el
Maxima SYBR Green gqPCR Master Mix (2x) (Thermo Fisher Scientific). Los
oligonucleadtidos utilizados se enlistan en la tabla suplementaria 1. A continuacion
se describen las condiciones de reaccion de la gPCR: 30 s a 95 °C
(desnaturalizacion inicial), 40 ciclos de PCR de 10 seg a 95 °C (desnaturalizacion)
y 30 seg a 60 °C (hibridacion/extension). Las curvas de fusion comenzaron a 65 °C
y la temperatura se incremento gradualmente cada 0,5 °C hasta alcanzar los 95 °C.

El grado de cambio en la expresion génica relativa se determind mediante el método
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2-AACt (Livak y Schmittgen, 2001). El gen de referencia fue EF1a de Arabidopsis.

6.5. Determinacién de los niveles de poliaminas libres

El contenido de poliaminas libres (Put, Spd y Spm) fue determinado de
acuerdo con la metodologia reportada por Marcé et al. (1995) con algunas
modificaciones. El ensayo se llevo a cabo utilizando 200 mg de material vegetal
aplicando un pre-tratamiento a la muestra, para lo cual se agregaron 0,6 mL de
acido perclérico al 5 % (v/v) y se dej6 durante 18 h a 4°C. Posteriormente el material
fue centrifugado y se obtuvo el sobrenadante. Para la reaccién de derivatizacién se
mezclaron 60 pL del extracto con 60 uL de carbonato de sodio saturado (Na2COs),
75 uL de cloruro de dansilo (10 mg mLt acetona), y 6 uL de 1,7-diaminoheptano
(HTD; 100 puM) como estandar interno. Se utilizé un volumen final de reaccion de
200 pL. La mezcla de reaccion fue incubada durante toda la noche en la oscuridad
a temperatura ambiente. Finalmente, la reaccion fue detenida adicionando 25 pL de
prolina (100 mg mL?) y las poliaminas dansiladas fueron extraidas con 200 pL de
tolueno. La fase organica se evaporé al vacio y las poliaminas dansiladas se
disolvieron en 40 pL de acetonitrilo. La deteccion del contenido de poliaminas se
realiz6 mediante HPLC de fase inversa utilizando un sistema Waters (bomba HPLC
binaria Waters 1525 y detector de fluorescencia Multi A Waters 2475) y una columna
Phenomenex C18 [Phenomenex 00G-4252-E0, Luna 5 um C18(2) 100 A, columna
LC 250 x 4,6 mm]. Para el analisis se inyectaron en el equipo muestras de 10 pL de
las poliaminas dansiladas. Se utilizaron las condiciones de corrida descritas por
Marce et al., 1995.

6.5. Actividad poliamina oxidasa

El primer paso fue la extraccion de proteinas del tejido vegetal, para lo cual
el tejido fue macerado con un pistilo en nitrégeno liquido y se afiadié un buffer de
extraccién que contenia buffer de fosfatos 200 mM (pH 7,0) suplementado con el
inhibidor de proteasas PMSF (100 mM). Cada muestra fue homogenizada en 800
ML del buffer de extraccidn e incubada en hielo durante 7 min. Posteriormente, se

centrifugdé a 5, 000 g durante 5 min a 4°C y se recuperé el sobrenadante. El
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contenido de proteina total fue cuantificado por el método de Bradford a una longitud
de onda de 595 nm (Bradford, 1976).

La actividad PAO se determind espectrofotométricamente por la formacion
de un aducto rosado (€515 = 2.6 x 104 M~* cm™), segln la metodologia reportada
por Jasso Robles et al. (2016). La mezcla de reaccion contenia 50 yL de buffer de
fosfato de potasio 200 mM (pH 7,0), 1 uL de peroxidasa (HRP) (0.06 mg/mL) (250
U/mg), 1 uL 4-aminoantipirina (100 uM), 1 uyL acido-3,5-dicloro-2-
hidroxibencenosulfonico (1 mM) y 45 uL de extracto de proteina y se utiliz6 como
sustrato Spm o Spd 2 mM, afadiendo 2 pL de cada poliamina. La reaccion se llevé
a cabo a 30 °C en un volumen final de 0.1 mL. La actividad PAO se determino
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 515 nm. La actividad PAO fue

expresada como nKat/mg proteina.

6.6. Determinacién de los niveles de H20:2

El contenido de H202 fue determinado a partir de muestras de 50 mg de tejido
vegetal. Las muestras fueron homogeneizadas en bafio de hielo con 0.5 mL de
acido tricloroacético al 0.1% (p/v) y, posteriormente, centrifugadas a 12,000 g
durante 15 min a 4°C. El sobrenadante obtenido se utilizé para la cuantificacion. La
mezcla de reaccion consistié en 0.5 mL de buffer fosfato de potasio 10 mM (pH 7.0),
1 mL de yoduro de potasio (KI) 1 M y 0.5 mL del extracto vegetal. Tras una
incubacion de 2 min a temperatura ambiente, se midié la absorbancia del yodo
liberado a 390 nm en un espectrofotometro. El contenido de H20:2 fue estimado

utilizando una curva de calibracion de H202. Los resultados fueron expresados

como pmol de H202 g~ ' de peso fresco (Hassan & Mohamed, 2019).

6.7. Actividad catalasa

La actividad catalasa fue determinada de acuerdo con la metodologia
reportada por Sahebani y Hadavi (2009) con algunas modificaciones. Se midi6 la

tasa de descomposicion de H202 a una absorbancia de 240 nm. La mezcla de
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reaccion (500 L) contenia 50 pL de extracto proteico, buffer de fosfatos 10 mM (pH
7,0) y H202 al 3 % (v/v). El decrecimiento de los niveles de H202 se confirmo
monitoreando la caida de la densidad Optica (Amax) a una longitud de onda de 240
nm. La actividad catalasa se determind utilizando el coeficiente de extincion molar
43,6 Mt cm para H202. Una unidad de catalasa fue definida como la cantidad de
enzima necesaria para oxidar de 1 umol de H202 por minuto por mg de proteina
(Sahebani & Hadavi, 2009).

6.8. Actividad Ascorbato peroxidasa

La actividad ascorbato peroxidasa (APX; EC 1.11.1.11) fue determinada de
acuerdo con el protocolo de Zavaleta-Mancera et al. (2007) con algunas
modificaciones. La mezcla de reaccidn contenia, en un volumen total de 1 mL, 0,95
mL de buffer de fosfato de potasio (pH 7,0) (10 mM) con acido ascérbico 0,5 mM,
30 pL de extracto de proteina y 20 pL de H202 al 3 % (v/v) (Zavaleta-Mancera et
al., 2007).

6.9. Andlisis histoquimico

Se realizaron diferentes pruebas histoquimicas, para la deteccion de H202y
02", muerte celular y actividad de GUS. Todos los ensayos se realizaron en plantas
de 30 dias de edad. A continuacion, se describe el procedimiento para realizar cada

técnica.

6.9.1 Deteccion histoquimica de H202

La determinacion histoquimica se realiz6 utilizando el reactivo 3,3-
diaminobenzidina (DAB), para lo cual se prepar6 una soluciéon TRIS-acetato 50 mM
y se ajustd a pH 5,0 con acido acético glacial. E| DAB se prepar0 a una
concentracion de 10 mM. El material vegetal fue infiltrado por 1 minuto con la
solucion de DAB e incubado en la oscuridad por 24 h a 25 °C (Rodriguez &

Taleisnik, 2012). Posteriormente, se decantd la solucion que contenia el DAB y se
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sustituy6 por una solucién de etanol-glicerol (90:10, v/v), dejandolo durante 10 min
a 70°C o hasta perder completamente la clorofila del tejido vegetal. Finalmente, el
tejido vegetal se montd en un portaobjetos colocando una solucion de acido lactico:
fenol: agua (1:1:1). El tejido fue observado con un estereoscopio marca ZEISS
modelo StemiDV4 bajo un objetivo 10x y se tomaron fotografias de cada una de las
lineas bajo los diferentes tratamientos con una camara de un dispositivo movil

acoplada al ocular del estereoscopio.

6.9.2 Deteccion histoquimica de Oz2*

Para la deteccion del anion radical Oz~ se colocé el tejido vegetal en un tubo
apropiado y se cubri6 completamente con una solucion de nitroazul de tetrazolio
(NBT). El tejido fue infiltrado aplicando 8 a 10 pulsaciones de vacio por 10 s e
incubando posteriormente durante 2 h a 20 °C en la oscuridad. Luego, la solucién
de NBT fue decantada y se reemplaz6 por una solucion de etanol: glicerina (90:10,
v/v). Para eliminar la clorofila de las hojas se colocaron los tubos en bafio de agua
caliente y se dejaron hasta que el color verde desapareci6 completamente.
Finalmente, el tejido vegetal se montd en un portaobjetos colocando una solucion
de &cido lactico: fenol: agua (1:1:1). El tejido fue observado con un estereoscopio
marca ZEISS modelo StemiDV4 bajo un objetivo 10x y se tomaron fotografias de
cada una de las lineas bajo los diferentes tratamientos con una camara de un
dispositivo movil acoplada al ocular del estereoscopio (Rodriguez & Taleisnik,
2012).

6.9.3 Deteccion histoquimica de muerte celular

Se colectaron hojas de plantas inoculadas con el hongo B. cinerea y de
plantas control (mock) a las 24, 48 y 72 h. Las hojas se colocaron en tubos Falcon
con5 mL de una solucion acuosa de Azul de Evans (0,25 g en 100 mL de CaCl2 0,1
M pH 6,0), cubriendo el tejido completamente. Luego de agitar durante 20 min a 125
rpm se decantd la solucién de Azul de Evans y se realizaron 5 lavados con agua

destilada. Finalmente, el tejido se mont6 en un portaobjetos, colocando una
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solucion de acido lactico: fenol: agua 1:1:1 y se lo analizé por microscopia optica.
El tejido fue observado con un estereoscopio marca ZEISS modelo StemiDV4 bajo
un objetivo 10x y se tomaron fotografias con una camara de un dispositivo movil

acoplada al ocular del estereoscopio.

6.9.4 Tincién histoquimica de GUS

La deteccion histoquimica de la actividad B-glucuronidasa (GUS) se llevo a
cabo empleando la linea reportera promPUT2::GUS, que contiene una region de
1821 pares de bases del promotor del gen PUT2 (Atlg31830) fusionada al gen
reportero GUS. El ensayo de actividad enzimatica se realiz6 de acuerdo con
protocolos estandarizados con algunas modificaciones (Jefferson et al., 1987). El
material vegetal recolectado fue incubado durante 16 horas a 37 °C en la solucion
de revelado GUS. Finalizada la incubacién, dicha solucién fue retirada y las hojas
se sometieron a un proceso de aclarado mediante inmersibn en una mezcla
etanol:glicerol (90:10, v/v), la cual se calentd a 70 °C durante 10 min con agitacion
constante, o hasta eliminar completamente la clorofila. Posteriormente, las
muestras fueron montadas en portaobjetos utilizando una solucién compuesta por
acido lactico, fenol y agua en proporcion 1:1:1 (v/vlv), y observadas bajo un
estereoscopio marca ZEISS modelo StemiDV4 bajo un objetivo 10x. Para cada
tratamiento se emplearon tres réplicas biolégicas. Se capturaron imagenes de las
hojas tefiidas con una camara de un dispositivo movil acoplada al ocular del
estereoscopio, seleccionando aquellas que fueran representativas de cada

tratamiento y linea.

6.10. Anédlisis estadistico

Los resultados de los diferentes experimentos fueron analizados
estadisticamente utilizando la prueba t de Student o ANOVA de una o dos vias y
comparaciones de Fisher LSD dependiendo del experimento usando el software
GraphPad Prism version 10.0.0. Para el ajuste de los analisis se utilizaron modelos
lineales mixtos generalizados (LMM) con una distribucion binomial negativa,

mediante un paquete estadistico Infostat v2020e. Las graficas fueron creadas
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utilizando el software GraphPad version 10.0.0.

7. RESULTADOS

7.1 Participacion de la familia de genes PUT/LAT durante la respuesta de

defensa vegetal de A. thaliana contra B. cinerea

Con el objetivo de conocer la participacion de los genes PUT en la respuesta
de defensa vegetal contra B. cinerea se determinaron los perfiles de expresion de
los genes PUT/LAT durante la interaccién Arabidopsis-Botrytis desde las 24 hasta
las 72 hpi (Fig. 9). Se observo que los genes PUT1, PUT2, PUT3, y PUT4 fueron
regulados positivamente respecto al genotipo WT (alrededor de 1,5- 2 veces) (24
hpi) (Fig. 9); sin embargo, la expresion del gen PUT5 fue reprimida (24 hpi) (Fig. 9).
A las 48 hpi, se observé que la expresion de los genes PUTL1, PUT2 y PUT3 fue
regulada negativamente y en el caso de PUT4 no presenté cambios en comparacion
con WT, mientras que la expresion del gen PUT5 incremento (alrededor de 2 veces)
(Fig. 9). Posteriormente, se observo que los genes PUT1, PUT2 y PUT3 se
indujeron (alrededor de 2 veces) (72 hpi) (Fig. 9). Por otro lado, la expresion del gen

PUT4 no present6 ningun cambio y la expresiéon del gen PUTS5 se reprimio (Fig. 9).

Los cambios en los niveles de expresion detectados mediante este analisis
indican que los genes PUT/LAT participan en la respuesta de defensa de A. thaliana
contra B. cinerea, sugiriendo que los cambios que ocurren en el metabolismo de
poliaminas de la planta en respuesta a la infeccibn no solo incluyen los bien
conocidos efectos sobre la sintesis y el catabolismo, sino que también implican una

modulacién del transporte de tales compuestos.
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Figura. 9. Analisis de la expresion de los genes PUT en plantas de A. thaliana WT
inoculadas con B. cinerea. Se inocularon hojas de la roseta de plantas de 30 dias de edad
con 5 pL de una suspension conidial de B. cinerea (5x10° esporas/mL), las muestras se
colectaron a las 24, 48, y 72 horas post-inoculacion. Los valores de expresion génica se
normalizaron con respecto al gen de referencia AtEF71a mediante el método 224C, Los
controles utilizados fueron normalizados con respecto a uno y son representados con una
linea negra. Los valores son medias de tres réplicas biolégicas + SE. Los asteriscos indican
diferencias significativas en la expresiéon de cada gen entre plantas infectadas por B.
cinerea y plantas control (*, p < 0,1, **, p < 0,01; ***, p < 0,001; ***, p < 0,0001), segun la
prueba t de Student. Los experimentos fueron repetidos tres veces, obteniendo resultados
similares. Imagen tomada y modificada de Pefia-Lucio et al., 2025.

7.2. Las lineas mutantes put2-1y put5-1 son mas susceptibles a la infeccién
por B. cinerea

Se evalu6 el tamafio de lesion provocado por B. cinerea en plantas WT y las
diferentes lineas mutantes put (putl-put5). De acuerdo con el analisis se observo
gue las lineas mutantes put2-1 y put5-1 presentaron un incremento en el tamafio
de lesion con respecto a la WT en todos los tiempos analizados (Fig. 10). Las lineas
mutantes putl-1 y put3-1 mostraron lesiones similares a la WT mientras que put4-
1 presento lesiones de menor tamafio a las 24 y 72 hpi (Fig. 10). El aumento del
tamanfo de lesion en las mutantes put2-1 y put5-1 indica que estos genes participan
en la respuesta de defensa de A. thaliana contra dicho patégeno. Con el objetivo de
analizar si la ausencia simultanea del transporte de PUT2 y PUT5 exacerbaria el

fenotipo de susceptibilidad observado en las mutantes simples, se gener6 una
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linea doble mutante de los genes PUT2 y PUT5. Los resultados mostraron que esta
linea desarrollo tamafios de lesion mayores que el ecotipo WT y que las lineas
mutantes simples a las 24 y 48 hpi (Fig. 11). A las 72 hpi, put2-1 put5-1, aln
presenté un tamafio mayor de lesion respecto a la WT y la put2-1 (Fig. 11). El
aumento de la susceptibilidad a B. cinerea en las mutantes simples put2-1 y put5-1
y la mutante doble put2-1 put5-1 sugiere que los transportadores PUT2 y PUT5 son
necesarios para la defensa vegetal y que su actividad contribuye a limitar la

progresion de la infeccion causada por B. cinerea.
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Figura 10. Severidad de la infeccion por B. cinerea en hojas de plantas de A. thaliana
WT vy lineas mutantes put. A) Determinacién del tamafio de lesiébn (mm?) en hojas de
plantas del ecotipo silvestre y lineas mutantes put (putl-1 a put5-1) infectadas por B.
cinerea. Las hojas de plantas de 30 dias de edad se colocaron en placas con agar agua y
fueron inoculadas con 5 pL de una suspension conidial de B. cinerea (1x10° esporas/mL).
El tamafio de la lesion fue determinado a las 24, 48 y 72 hpi. La significancia estadistica
entre los genotipos en el mismo punto de tiempo se denot6 por diferentes letras (p < 0.05)
de acuerdo con el analisis estadistico de una via ANOVA y la prueba de comparacion
multiple de Fisher LSD. Las barras representan el promedio + SE de 30 réplicas bioldgicas.
B) Imagenes representativas de hojas infectadas de plantas WT y lineas mutantes put
mostrando lesiones necréticas. Barra de escala = 1 cm. La imagen del panel a) fue tomada
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y modificada de Pefia-Lucio et al., 2025.
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Figura 11. Severidad de la infeccion por B. cinerea en hojas de plantas de A. thaliana
WT y de lineas mutantes put2-1, put5-1y put2-1 put5-1. A) Tamaifio de lesién (mm?) en
hojas de plantas del ecotipo silvestre y lineas mutantes put2-1, put5-1 y put2-1, put5-1
infectadas por B. cinerea. Las hojas de plantas de 30 dias de edad se colocaron en placas
con agar/aguay fueron inoculadas con 5 pL de una suspension conidial de B. cinerea (1x10°
esporas/mL). El tamafio de la lesion se determiné a las 24, 48 y 72 hpi. La significancia
estadistica de las diferencias entre los genotipos a un mismo tiempo (p < 0.05) se sefiala con
diferentes letras de acuerdo con el analisis estadistico de una via ANOVA y la prueba de
comparacion multiple de Fisher LSD. Las barras representan el promedio + SE de 30
réplicas bioldgicas. Imagen tomada y modificada de Pefa-Lucio et al. 2025.

7.3. La presencia de muerte celular se detecta de forma localizada en el sitio
de infeccion, siendo mas intensa la sefial en las lineas mutantes put2-1y put5-

l1queenlaWT

Con el objetivo de determinar si el aumento del tamafio de lesiones mostrado
por las mutantes put2-1 y put5-1 se correlacionaba con los niveles de muerte
celular, se realizaron tinciones con Azul de Evans en hojas infectadas. La tincion
azul de Evans se manifiesta como una coloracion azul intensa en células o tejidos
dafados, con pérdida de la integridad de la membrana plasmatica, lo que permite
identificar células muertas. En plantas WT y de las lineas mutantes put2-1, put5-1
y put2-1 put5-1 esta sefial azul intensa fue evidente en el sitio de inoculacion a las
24y 48 hpi (Fig. 12). El area correspondiente a tejido muerto fue mayor en las lineas
mutantes put2-1 y put5-1 en comparacion con la WT a las 24 hpi; mientras que, en
la doble mutante put2-1 put5-1 se observé menor presencia de muerte celular (Fig.
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12). Posteriormente, a las 48 hpi, la linea mutante put2-1 mantuvo una mayor area
de tejido muerto, comparado con laWT (Fig. 12). Estas diferencias en el area de la
hoja afectada por la presencia de tejido muerto entre las mutantes puty la WT son
consistentes con los resultados de la seccién previa, en la que se analiz6 el tamafio
de lesiones, mostrando ademas que estas ultimas involucran mayoritariamente

tejido muerto (Fig. 12).
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Figura 12. Deteccién histoquimica de muerte celular mediante la tincién de Azul de
Evans en plantas de A. thaliana del ecotipo WT y las lineas mutantes put2-1, put5-1y
put2-1 put5-1 durante la inoculacion con B. cinerea. El experimento se realiz6 con
plantas de 30 dias de edad. Se presentan imagenes representativas de un total de 6
réplicas biolégicas por linea por cada tratamiento. La tincion de las muestras se realiz6 a
24 y 48 hpi. Tamafio de escala= 1 cm.
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7.4. Lasobreexpresion del gen PUT2 generaresistencia a B. cinerea

Debido a que la pérdida de funcion del gen PUT2 incrementa la
susceptibilidad de A. thaliana contra B. cinerea, se decidié generar y evaluar el
fenotipo de tres lineas de sobreexpresion (35S::PUT2) de dicho gen. Los andlisis
demostraron que las lineas de sobreexpresion 35S::PUT2-2, 35S::PUT2-18 y
35S::PUT2-27 presentaron menores tamafios de lesion que laWT a las 48y 72 hpi
(Fig. 13). Este resultado resalta la contribucion del gen PUT2 a la respuesta de

defensa, al limitar el desarrollo de la lesion.
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Figura 13. Severidad de la infeccién causada por B. cinerea en hojas de plantas de
A. thaliana WT y de las lineas de sobreexpresion 35S::PUT2. Tamario de lesién (mm?)
en hojas de plantas del ecotipo silvestre y lineas de sobreexpresion 35S::PUT2-2,
35S::PUT2-18, 35S::PUT2-27, infectadas por B. cinerea. Las hojas de plantas de 30 dias
de edad se colocaron en placas con agar:agua y fueron inoculadas con 5 pL de una
suspension conidial de B. cinerea (1x10° esporas/mL). El tamafio de la lesion fue
determinado a las 24, 48 y 72 hpi. La significancia estadistica de las diferencias en los
tamafios de lesion entre los genotipos en el mismo punto de tiempo se denoto por diferentes
letras (p < 0,05) de acuerdo con el ANOVA de una via y la prueba de comparacion multiple
Fisher LSD. Las barras representan el promedio + SE de 30 réplicas biol6gicas.
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7.5. El efecto de proteccién contra B. cinerea conferido por la suplementacion
con poliaminas se ve atenuado en las mutantes put2-1y put5-1

Como se menciond previamente, las mutantes simples put2-1, put5-1 y la
doble mutante put2-1 put5-1 son mas susceptibles a la infeccion por B. cinerea.
Dado que la suplementacion de poliaminas (principalmente Spd y Spm) confiere
resistencia a B. cinerea (van Rensburg et al., 2021), se decidio evaluar el efecto de
la suplementacion de poliaminas en las mutantes put para determinar la

contribucion del transporte de estas aminas a la respuesta de defensa.

7.5.1- Efecto de la suplementacion con Spd en el desarrollo de

lesiones en plantas de A. thaliana infectadas con B. cinerea.

Hojas de las lineas mutantes put 'y la WT fueron colocadas en placas de agar-
agua suplementadas con Spd a concentraciones de 0, 50 y 200 pM vy
posteriormente fueron inoculadas con el hongo. En los tres tiempos evaluados, 24,
48y 72 hpi, se observé que los tratamientos con Spd fueron efectivos, disminuyendo
el tamafo de la lesion causada por B. cinerea en plantas WT comparado con el
control sin tratamiento (Fig. 14). Este efecto benéfico no fue observado en la misma
magnitud en las lineas mutantes, si bien en la doble mutante put2-1 put5-1 el
tratamiento con Spd 50 uM generd una reduccion en el tamafio de la lesion en los
tres tiempos evaluados, y en las mutantes simples put2-1 y put5-1 se observo a las
48 y 72 hpi, esta reducciéon fue mucho menor que en la WT. (Fig. 14).

Por otro lado, put2-1, put5-1 y la linea doble mutante put2-1 put5-1 no
mostraron cambios en el tamafio de la lesion tras la suplementaciéon con Spd 200
UM a las 24 hpi (Fig. 14). Ademas, a las 48 hpi, put2-1 tampoco mostro un efecto
en el tamafo de la lesion con el tratamiento de Spd 200 uM (Fig. 14). Finalmente,
ninguna de las lineas mutantes put2-1, put5-1 y put2-1 put5-1 mostraron reduccién
en el tamafio de lesion 72 hpi después de suplementar con 200 uM de Spd (Fig.
14).

Los resultados anteriores muestran que la suplementacion con Spd confiere

resistencia a B. cinerea en plantas WT mientras que en las lineas mutantes put no
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genera el mismo nivel de proteccion, lo cual indica que los transportadores PUT2 y
PUT5 desempefian un rol importante en el transporte y relocalizacién de Spd en
condiciones de estrés biotico. Estos hallazgos sugieren que el desequilibrio en el
transporte de poliaminas puede afectar su homeostasis y favorecer la propagacion

del patdgeno.
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Figura. 14. Efecto de la suplementaciéon con Spd en el desarrollo de lesiones en
plantas de A. thaliana WT y de las lineas mutantes put2-1, put5-1 y put2-1 put5-1
infectadas con B. cinerea. Se colocaron hojas de plantas del ecotipo WT vy las lineas
mutantes put2-1, put5-1y put2-1 put5-1 en placas con agar agua (0,8 % p/v) suplementadas
con Spd (50 y 200 uM) y posteriormente se inocularon con B. cinerea (1x10° esporas/mL).

Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05) entre los distintos tratamientos

para un tiempo determinado, de acuerdo con un ANOVA de dos vias y una prueba de
comparaciones multiples LSD Fisher. Las barras representan el promedio
+ SE de 20 réplicas bioldgicas. Imagen tomada y modificada de Pefia-Lucio et al., 2025.

7.5.2- Efecto de la suplementacion con Spm en el desarrollo de

lesiones en plantas de A. thaliana infectadas con B. cinerea

Ademas de la Spd, se evaluo6 el efecto de la suplementacién con Spm en la
resistencia a B. cinerea. En las primeras 24 hpi no se observé ningun efecto de la
suplementacién con Spm sobre el tamafio de la lesién en plantas WT ni en mutantes
put (Fig. 15). En la WT, tratamientos con 50 y 200 uM de Spm redujeron
notablemente el tamafio de la lesion a las 48y 72 hpi (Fig. 15). Con un efecto mucho
menor, se observo que ambas concentraciones de Spm (50 y 200 uM) redujeron el
tamanfo de la lesion en put2-1y la doble mutante put2-1 put5-1 a las 48 hpi, mientras
gue no se detecto dicho efecto en puts5-1 (Fig. 15). En relacién con lo observado en

las lineas mutantes a las 72 hpi, Unicamente la linea put2-1 presentd una ligera
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disminucién en el tamafio de lesién después de suplementar con 50 y 200 uM de
Spm, en put5-1 ninguna de las concentraciones tuvo efecto, y en la doble mutante
Unicamente 200 uM redujo el tamafio de las lesiones (Fig. 15).

El hecho de que el efecto protector de la Spm contra B. cinerea fue menor
en las mutantes put que en la WT sugiere que los transportadores PUT movilizan y
redistribuyen Spm durante la respuesta de defensa contra B. cinerea, de forma

similar a lo observado con la suplementacion de Spd.
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Figura. 15. Efecto de la suplementacién con Spm en el desarrollo de lesiones en
plantas de A. thaliana WT y las lineas mutantes put2-1, put5-1, y put2-1 put5-1
infectadas con B. cinerea. Se colocaron hojas de plantas del ecotipo WT vy las lineas
mutantes put2-1, put5-1y put2-1 put5-1 en placas con agar agua (0,8 % p/v) suplementadas
con Spd (50 y 200 uM) y posteriormente se inocularon con B. cinerea (1x10° esporas/mL).
Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05) entre los distintos tratamientos
para un tiempo determinado, de acuerdo con un ANOVA de dos vias y una prueba de
comparaciones multiples LSD Fisher. Las barras representan el promedio

+ SE de 20 réplicas bioldgicas. Imagen tomada y modificada de Pefia-Lucio et al., 2025.

7.5.3- Efecto de la suplementacion con Put en el desarrollo de

lesiones en plantas de A. thaliana infectadas con B. cinerea

Adicionalmente, se evaluo el efecto de la suplementacion con Put en la
resistencia de la planta contra B. cinerea. En lineas generales, la Put fue menos
efectiva que la Spd y la Spm en conferir resistencia contra el hongo. A las 24 hpi, la
suplementacién con dicha diamina no impacté sobre el tamafio de la lesion de
ninguna de las plantas tratadas, a excepciéon de la mutante put5-1, donde
tratamientos con 50 y 200 uM de Put disminuyeron ligeramente el tamafo de la
lesion (Fig. 16). Posteriormente se observé que la suplementaciéon con Put redujo

el tamafio de lesién a las 48 hpi en la WT (Fig. 16). Las lineas mutantes, simples
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como la doble, no presentaron una disminucion del tamafio de lesién después de
suplementar con 50 uM de Put (Fig. 16), y Unicamente, 200 uM de Put tuvieron un
efecto en put5-1 y en la linea doble mutante put2-1 put5-1(Fig. 16). Finalmente, a
las 72 hpi, se observé que la Put disminuyo el tamafio de la lesidbn solamente en
put2-1 (Fig. 16). Estos resultados indican una baja efectividad en la Put para inducir
resistencia contra B. cinerea tanto en la WT como en las mutantes put (Fig. 16). Sin
embargo, en forma similar a lo descrito para Spd y Spm, el efecto de la

suplementacion con Put fue en general menor en las mutantes put que en la WT.
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Figura. 16. Efecto de la suplementacion con Put en el desarrollo de lesiones en
plantas de A. thaliana WT y las lineas mutantes put2-1, put5-1, y put2-1 put5-1
infectadas con B. cinerea. Se colocaron hojas de plantas del ecotipo WT vy las lineas
mutantes put2-1, put5-1y put2-1 put5-1 en placas con agar agua (0.8 % p/v) suplementadas
con Spd (50 y 200 uM) y posteriormente se inocularon con B. cinerea (1x10° esporas/mL).
Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05) entre los distintos tratamientos
para un tiempo determinado, de acuerdo con un ANOVA de dos vias y una prueba de
comparaciones multiples LSD Fisher. Las barras representan el promedio
+ SE de 20 réplicas bioldgicas. Imagen tomada y modificada de Pefia-Lucio et al. 2025.
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7.6. La suplementaciéon con Spd en las lineas de sobreexpresion 35S::PUT2
confiere mayor resistencia contra B. cinerea comparado con plantas

silvestres

Se realizaron experimentos similares a los descritos en secciones
precedentes, en este caso, suplementando con Spd la linea sobreexpresora del gen
PUT2 y analizando su efecto protector contra la infeccion por B. cinerea. Al evaluar
el tamafio de la lesion, se observo que la suplementacion con Spd redujo el tamafio
de la lesion en plantas WT, asi como en las lineas de sobreexpresion 35S::PUT2-2
y 35S::PUT2-18 (Fig. 17).
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Figura 17. Severidad de la infeccion causada por B. cinerea en hojas de plantas de
A. thaliana WT y las lineas de sobreexpresion 35S::PUT2 suplementadas con Spd
(200 puM). Se colocaron hojas de plantas del ecotipo WT y las lineas de sobreexpresion
35S::PUT2-2, 35S:PUT2-18, 35S:PUT2-27, en placas con agar.agua (0,8 % p/v)
suplementadas con Spd (200 uM), e inoculadas con 5 pL de una suspension conidial de B.
cinerea (1x10° esporas/mL). El tamafio de lesion fue determinado a las 24 hpi. La
significancia estadistica de las diferencias en los tamafios de lesion entre los genotipos en
el mismo punto de tiempo se denotd por diferentes letras (p < 0,05) de acuerdo con el
ANOVA de unaviay la prueba de comparacién multiple Fisher LSD. Las barras representan
el promedio = SE de 20 réplicas biolégicas. Imagen tomada y modificada de Pefia-Lucio et
al., 2025.
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7.7- Analisis de los perfiles de poliaminas en plantas WT y en las lineas
mutantes put

Teniendo en cuenta que las lineas mutantes put mostraron mayor
susceptibilidad a B. cinerea que la WT, asi como también que tales mutantes
respondieron de manera diferente a las WT ante la suplementacién con poliaminas,
se decidio analizar el contenido de poliaminas en estas plantas con el objetivo de
determinar si existen diferencias en su perfil y correlacionarlas con el fenotipo de
mayor susceptibilidad. Inicialmente se determind el contenido de poliaminas en
plantas WT suplementadas con Spd y, posteriormente, en plantas WT y las lineas

mutantes put suplementadas con Spd y Spm sin inocular e inoculadas con B.

cinerea.

7.7.1- Determinacién de los niveles de poliaminas en plantas WT

Primero, se realizé un ensayo para determinar, en un sistema de hoja
cortada, las condiciones experimentales adecuadas para analizar los efectos de la
suplementacién sobre los niveles de poliaminas. Esta informacion resulta util para
analizar posteriormente la participacion de los transportadores PUT en la
homeostasis de poliaminas y, ademas, correlacionar los niveles de susceptibilidad
con los cambios en los niveles de dichos metabolitos provocados por la
disfuncionalidad de tales transportadores en las mutantes. Para ello se emplearon
hojas de plantas WT de 30 dias de edad, se tomaron de la roseta y se colocaron en
placas de agar-aguasuplementadas con diferentes concentraciones de Spd. Se
selecciond esta poliamina con base en reportes previos que indican que los
transportadores PUT tienen mayor afinidad por ella en comparacion con otras
poliaminas (Mulangi et al., 2012). Se detectd que el tratamiento con Spd a 200 uM
indujo cambios significativos en las concentraciones de Puty Spd a las 24y 48 h
tras la suplementaciéon (Fig. 18a y b). Respecto al contenido de Spm, la
suplementacién con 200 uM de Spd no tuvo efecto (Fig. 18c). A diferencia de lo
observado al suplementar con Spd 200 pM, la suplementacion con Spd 50 UM en
lineas generales no provocé cambios en los niveles de las poliaminas analizadas
con la excepcion de un aumento leve y transitorio de los niveles de Spd (Fig. 18).

Con base en estos resultados se selecciond la concentracién de 200 uM para los
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siguientes experimentos.

a)
40 40
Hm Control
a
< 30 HE Spd 50 M o S 304
z T 2 I
o 1 Spd 200 uM o
S 204 b 2 201
E b E— b b
" a 10—4“
0_
b) 200 = 100
T - _‘|’=‘_
S 150 S
= be z
2 a D 60 R
z =
g 100- 2 b
E £ 40+
k=] i)
Q. Q.
o 50—
9 20
0- 0-
C) 25 15
— 20 a a o
z a & 10 @ a 2
2 15 — 2 ===
° )
€ €
£ 10 =
£ £ 5
Q. Q.
0 g )
0- 0-
24 h 48 h

Figura 18. Determinacion del contenido de poliaminas libres en hojas de plantas WT.
El ensayo se realiz6 en placas de agar.agua suplementadas con 50 y 200 uM de Spd
durante 24 y 48 horas. El contenido de poliaminas libres: a) Put, b) Spd y ¢) Spm, se expreso
en nmol/g de peso fresco (FW). La significancia estadistica de las diferencias en el
contenido de poliaminas entre los diferentes tratamientos en el mismo punto de tiempo se
denotd por diferentes letras (p < 0,05) de acuerdo con el ANOVA de una via y la prueba de
comparacion mdultiple Fisher LSD. Las barras representan las medias de 6 muestras
bioldgicas + SE (n = 6).

7.7.2- Determinacion de los niveles de poliaminas en plantas WT
y las lineas mutantes put2-1, put5-1y put2-1 put5-1 suplementadas

con Spmy Spd
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Se determiné el contenido de poliaminas (Put, Spd, y Spm) en hojas de
plantas WT y de las lineas mutantes put2-1, put5-1, y put2-1 put5-1 a las 24 y 48
horas posteriores a la suplementacion con Spd y Spm (200 puM). Se observo que
las hojas control (sin suplementar) de plantas WT y las mutantes presentaron
diferencias menores en el contenido de poliaminas a las 24 y 48 h (Fig. 19 y 20).
Por ejemplo, la linea mutante put5-1 presentd un mayor contenido de Put en
comparaciéon con WT (24 h) (Fig. 19a). La linea mutante put2-1 mostré un
incremento en el contenido de Spm en comparacién con WT (24 h) (Fig. 19¢). Los
niveles de Spd y Spm de la linea doble mutante put2-1 put5-1 fueron superiores a
los de plantas WT tanto a las 24 como a las 48 h (Fig. 19b, ¢ y 20b, c), mientras
que los de Put solo fueron mas altos a las 48 h (Fig. 20a).

Posteriormente, se detect6 que la suplementacion con Spd (200 uM) generdé
diferencias en el contenido de poliaminas respecto a los controles sin suplementar
(24 h). A modo de ejemplo, este tratamiento incremento los niveles de Puty Spd en
WT (Fig. 19a y b), mas no los de Spm (Fig. 19c). Por otro lado, no se observo
ningan cambio en el nivel de poliaminas enddgenas en la put5-1 (Fig. 19) (24 h),
mientras que se incrementd el contenido de Put en la put2-1 put5-1 (Fig. 19a) y de
Spd en la put2-1 (Fig. 19b) (24 h). Respecto a las 48 h se observé un patron similar
a excepcion que el contenido de Put permanecié sin aumentar tanto en WT como
en las lineas mutantes (Fig. 20a). Adicionalmente, no se observé algun cambio en

el contenido de Spd en las mutantes put (Fig. 20c).

Por otro lado, la suplementacion con Spm incrementé notablemente el
contenido de Spm en plantas WT vy las lineas mutantes a las 24 h (Fig, 19c). Un
comportamiento similar se presento a las 48 h a excepcion de la linea doble mutante
put2-1 put5-1, la cual no presentdé cambios en el contenido de Spm (Fig. 20c). La
suplementacion con Spm indujo un pequefio incremento en el contenido de Spd en
la linea mutante put2-1 a las 24 h, en cambio en la linea mutante put5-1 present6
una disminucion (Fig. 19b). A las 48 h la suplementacion con Spm no tuvo ninguin
efecto en los niveles de Spd tanto en WT como en las lineas mutantes put (Fig.
20Db).
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Figura 19. Contenido de poliaminas libres en hojas de plantas WT y lineas mutantes
put en respuesta a la suplementacion con poliaminas y a la infeccion por B. cinerea
a las 24 hpi. Se utilizaron hojas de plantas de treinta dias de plantas WT vy las lineas
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mutantes put2-1, put5-1 y put2-1 put5-1 y se colocaron en placas con agar:agua
suplementadas con 200 uM de Spd o Spm, posteriormente, fueron inoculadas con 5 L de
una suspensién de B. cinerea (1 x 10° esporas/mL). El contenido de poliaminas libres se
estimo a las 24 hpi. a) Put, b) Spd y ¢) Spm. La significancia estadistica fue determinada
utilizando modelos mixtos linearizados (GLMMs) con una distribucion binomial negativa
seguido de una prueba de comparaciones multiples de Fisher con LSD, las letras diferentes
denotan significancia estadistica (p < 0,05). Las barras representan medias + SE (n = 6).
Imagen tomada y modificada de Pefia-Lucio et al., 2025.

7.7.3- Determinacion de los niveles de poliaminas en plantas WT
y las lineas mutantes put después de lainfeccidén y suplementacion

con poliaminas

Cuando las plantas experimentan eventos de estrés bibtico, se pueden
presentar cambios en la biosintesis de las poliaminas y, en consecuencia,
incrementos en su concentracion (Gonzalez et al., 2021; Jasso-Robles et al., 2015;
Jiménez-Bremont et al., 2014). Tal como se describid en otras secciones, existe
infomacién sobre el papel de los procesos biosintéticos y catabdlicos en las
modificaciones de los niveles de poliaminas desencadenadas por el estrés biético,
pero el papel del transporte de tales compuestos es practicamente desconocido.
Por tal motivo, se analizé el contenido de poliaminas en las lineas mutantes puty la
WT después de inocular con B. cinerea, asi como, en tratamientos combinados de
inoculacién y suplementacion. Por un lado, se evalu6 el efecto de la inoculacion con
B. cinerea sobre el incremento de los niveles de poliaminas a las 24 y 48 hpi. En
plantas WT, los niveles de poliaminas no cambiaron a las 24 hpi (Fig. 19); sin
embargo, posteriormente los niveles de Put incrementaron notablemente a las 48
hpi (Fig. 20a). De manera similar a la WT, el contenido de Put aumento en las lineas
mutantes put2-1y put5-1 a las 48 hpi (Fig. 20a). En cuanto al resto de las poliaminas
analizadas, el unico cambio detectado fue un aumento del nivel de Spm en la put5-
1 alas 24 hpi (Fig. 19C). La linea doble mutante put2-1 put5-1 no mostro cambios
en los niveles de poliaminas en respuesta a la infeccion con B. cinerea en ninguno

de los tiempos analizados (Fig. 19 y Fig. 20).

En plantas WT y la mutante put5-1, la suplementacién con Spd combinada
con la inoculacién con B. cinerea gener6 un incremento en los niveles de Spm (24

hpi) (Fig. 19¢c) en comparacion con el tratamiento de suplementacion de Spd sin
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inoculacién. Posteriormente, a las 48 hpi la WT presentdé cambios en los niveles de
Put (48 hpi) (Fig. 20a), y Spd (48 hpi) (Fig. 20b), bajo las mismas condiciones del
tratamiento previamente mencionado. Adicionalmente, la linea doble mutante put2-
1 put5-1 también presentd un aumento en los niveles de Put a las 48 hpi tras aplicar
el tratamiento combinado de inoculacién y suplementacién con Spd y Spm (Fig.
20a). Respecto a la linea mutante put2-1, se observé que el tratamiento combinado
aumento significativamente el contenido de Put y Spd a las 24 hpi (Fig. 19a y 19b).
Asimismo, se observé un incrementé en el contenido de Spd en las lineas put5-1y

put2-1 put5-1 expuestas al tratamiento mencionado (24 hpi) (Fig. 19b).

Con respecto al efecto de la suplementacion con Spm combinado con la
inoculacién con B. cinerea, se detecté un aumento en los niveles de Put en plantas
WT, en comparacion con las plantas solo suplementadas con Spm (24 y 48 hpi)
(Fig. 19c y 20c). Sin embargo, los niveles de Spd y Spm disminuyeron o
permanecieron sin cambios (Fig. 19b y 19c). Por otro lado, en la linea doble
mutante put2-1 put5-1 se observo que la inoculacion con B. cinerea en combinacion
con la suplementacién con Spm (24 hpi) aumenté significativamente todos los
niveles de poliaminas en comparacion con la suplementacion con Spm sin
inoculacion (Fig. 19), a las 48 hpi se observé un comportamiento similar detectando
un incremento de Put'y Spm (Fig. 20a y 20c). El tratamiento combinado también
indujo la acumulacion de Spd en la linea mutante put5-1 (24 hpi) (Fig. 19b).
Adicionalmente, se detectd un incremento en los niveles de Put en las mutantes
put2-1y put5-1 (48 hpi) (Fig. 20c).

En general, se puede observar que el aumento de la concentracién de
poliaminas estd mas asociado a la suma del tratamiento combinado de la infeccion
mas la suplementacién que al tratamiento individual de la aplicacién exégena de

Spdy Spm.

81



mm \WT
. put2-1 ab a
2004 == put5-1
g = put2-1 puts-1 I ab
g 150_ I abc
T abc
E 1004 efgh abede
\: bcde fghi bedef bcde balsf
T f h?efg defgh e
50 9 fghi bed
i i hi P

Mock Spd Spm Bc Bc + Spd Bc + Spm
b 800 —
. put2-1
= puts-1
g 600 put2-1 puts-1
2
-_— a
g 400
c a
\g ab ab abc abced
(?)_ 200 o dsty  def - bcde bedef cdef of
- efgh b I efgh efgh gh efgh
0_.4
Mock Spd Spm Bc Bc + Spd Bc + Spm
¢ 250 mm WT
. put2-1
g 200 == put5-1 .
Tl mm put2-1 puts-1 bo i
2 150
£
b
£ 1004 bed i be
g- g bed cde
e de
gh h gh h gh gh

Mock Spd Spm Bc Bc + Spd Bc + Spm

Figura 20. Contenido de poliaminas libres en hojas de plantas WT y lineas mutantes
put en respuesta a la suplementacion con poliaminas y a la infeccion por B. cinerea
a las 48 hpi. Se utilizaron hojas de plantas de treinta dias de plantas WT y las lineas
mutantes put2-1, put5-1 y put2-1 put5-1 y se colocaron en placas con agar:agua
suplementadas con 200 uM de Spd o Spm, posteriormente fueron inoculadas con 5 uL de
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una suspensién de B. cinerea (1 x 10° esporas/mL). El contenido de poliaminas libres se
estimo a las 24 hpi. a) Put, b) Spd y ¢) Spm. La significancia estadistica fue determinada
utilizando modelos mixtos linearizados (GLMMs) con una distribucién binomial negativa
seguido de una prueba de comparaciones multiple de Fisher con LSD, las letras diferentes
denotan significancia estadistica (p < 0,05). Las barras representan medias + SE (n = 6).
Imagen tomada y modificada de Pefa-Lucio et al. 2025.

7.8- La actividad poliamina oxidasa permanece atenuada en las lineas
mutantes put infectadas con B. cinerea

Las enzimas PAOs catabolizan la oxidacion de Spd, Spm y se puede llevar
a cabo mediante dos vias: el catabolismo terminal y la ruta de retroconversion
(Moschou et al., 2012). La oxidacion de estas poliaminas genera como producto
H202 (Sequera-Mutiozabal et al., 2016). El H202 puede fungir como una molécula
de sefializacion y activar la respuesta de defensa de la planta (Tavladoraki et al.,
2012). Para determinar si las lineas mutantes de transportadores PUT presentan
alteraciones en la oxidacion de poliaminas en respuesta a la infeccion, se evaluoé la
actividad PAO en plantas inoculadas con B. cinerea. Inicialmente se observo un
aumento en la actividad de oxidacion de Spd y Spm en plantas WT (24 hpi) después
de inocular con B. cinerea en comparacion con plantas control (Fig. 21).
Posteriormente, la actividad PAO no presentd cambios en la actividad de oxidacion
de Spm (48 y 72 hpi) comparada con los controles (Fig. 21b). Respecto a la
actividad de oxidacién de Spd se observo que a las 48 hpi (Fig. 21a) se presentd
una disminucién en comparacion con los controles sin inocular y a las 72 hpi (Fig.

21a) no se detectaron cambios.

Por otro lado, en las lineas mutantes put no se observé un incremento en la
actividad PAO después de inocular con el patdogeno (24 hpi) (Fig. 21), resultando
esto una diferencia importante con respecto a lo detectado en las plantas WT.
Ademas, se detecto una disminucion de la oxidacion de Spm en las mutantes put2-
1 y put5-1 inoculadas con B. cinerea en comparacion con controles inoculados con
mock (24 hpi) (Fig. 21b). A las 48 y 72 hpi no se evidenciaron cambios en la
actividad de oxidacion de Spd y Spm en respuesta a la inoculacion en las lineas
mutantes put (Fig. 21a y b), a excepcion del pequefio incremento de la oxidacion

de ambas poliaminas mostrado por la linea mutante put5-1 (48 hpi) (Fig. 21ay b),
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y el aumento de oxidacion de Spm detectado en la linea doble mutante put2-1 put5-
1 (48 hpi) (Fig. 21b). Estos resultados muestran que los cambios en las actividades
de oxidacion de Spd y Spm inducidos por la infeccién con B. cinerea se encuentran
alterados en las mutantes put, sugiriendo la participacion de los transportadores
PUT en procesos que contribuyen al catabolismo de poliaminas durante la
respuesta de defensa.

I Mock Be

0.04 .
24 hpi 48 hpi 72 hpi
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Figura. 21. Estimacion de la actividad PAO en hojas de plantas WT y lineas mutantes
put infectadas por B. cinerea. La actividad PAO se determiné en plantas WT, put2-1,
put5-1 y put2-1 put5-1 de 30 dias de edad, 24, 48 y 72 horas después de la inoculacion
(hpi). Se utiliz6 (a) Spd y (b) Spm como sustratos para la oxidacién de aminas. La actividad
PAO se midi6 por la produccién de un aducto de color rosa a 515 nm. Las barras
representan la media * del error estandar (n = 3). La significancia estadistica de las
diferencias en la actividad PAO entre los diferentes tratamientos en el mismo punto de
tiempo se denoto por diferentes letras (p < 0,05) de acuerdo con el ANOVA de unaviay la
prueba de comparacion multiple Fisher LSD. Imagen tomada y modificada de Pefa-Lucio
et al. 2025.

84



7.9. Las lineas mutantes put presentan alteraciones en el contenido de H202y
en los patrones de acumulacion de H202y O2*~ en respuesta a lainfeccion por
B. cinerea

La inoculacion con B. cinerea induce el estallido respiratorio y el
establecimiento de la HR en A. thaliana, esta respuesta de la planta genera la
acumulacion de EROs, por ejemplo, H202 y Oz *~ (Govrin & Levine, 2000). El
aumento de susceptibilidad observado en las lineas mutantes put podria asociarse
en parte con la desregulacion en el contenido de estas EROs. Por otra parte, las
alteraciones en la actividad de enzimas PAO mostradas por dichas mutantes,
tambien podria generar perturbaciones en el estatus redox, teniendo en cuenta la
contribucion de tales enzimas a la produccion de H202. Por lo tanto, con el objetivo
de determinar si las mutantes put presentan alteraciones en el estatus redox, se
realizo la cuantificacion del contenido de H202, asimismo, se hizo una tincién

histoquimica para detectar la presencia de H202 y O2"".

7.9.1- Determinacién de los niveles de H20x2.

De manera general se observé que bajo condiciones control (sin inocular) el
ecotipo WT presentd mayores niveles de H202 que las lineas mutantes put, a
excepcion de la put2-1, la cual presenta niveles similares que la WT (24 y 48 hpi)
(Fig. 22). Posteriormente, se analizaron estos niveles después de la inoculacion
con B. cinerea, observandose inicialmente que los niveles de H202disminuyeron en
la WT vy la linea mutante put2-1 en comparacion con los controles sin inocular (24
h) (Fig. 22). La linea doble mutante no present6 cambios (24 h) (Fig. 22). Por otro
lado, la mutante put5-1 si mostré un incremento en los niveles de H202 (24 h) (Fig.
22). A diferencia de lo observado previamente, a las 48 hpi si se detectdé un
incremento significativo en los niveles de H202 en plantas WT y las lineas mutantes
put infectadas con B. cinerea (Fig. 22), siendo la linea mutante put2-1 la que

presenté una mayor acumulacion (Fig. 22).
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Figura 22. Contenido de H2O, en hojas de plantas WT y las lineas mutantes put2-1,
put5-1y put2-1 put5-1 infectadas por B. cinerea. Se utilizaron hojas de plantas de treinta
dias las cuales fueron inoculadas con 5 pyL de B. cinerea (5 x 10° esporas/mL). Se
colectaron muestras a las 24 y 48 hpi. El contenido de H:0, fue determinado
espectrofotométricamente a 515 nm de acuerdo con el coeficiente de extincién molar (2,6
x 10* Mt cm™). Las barras representan la media + DE (n = 3). La significancia estadistica
se indica con letras diferentes dentro del mismo punto de tiempo (p < 0,05), con base en
un ANOVA de dos vias y la prueba de comparacion mdultiple de LSD Fisher. Imagen tomada
y modificada de Pefia-Lucio et al. 2025.

7.9.2- Deteccion histoquimica de H202 mediante tincion de 3,3-
diaminobenzidina (DAB)

Se analizo la produccioén in situ de H202 mediante la deteccion histoquimica
de diaminobencidina (DAB) en plantas WT y las lineas mutantes put2-1, put5-1y la
linea doble mutante put2-1 put5-1 inoculadas con el patégeno B. cinerea. Los
analisis evidenciaron que la WT presentd una tincidon localizada en el sitio de la
inoculacién con el patégeno (24 y 48 hpi) (Fig. 23), sin embargo, esta sefial fue mas
intensa en las lineas mutantes put2-1 y put5-1 (Fig. 23). En la doble mutante put2-
1 put5-1 también se observo sefial de DAB en el sitio de infeccion, pero ésta no fue
tan intensa como en las mutantes simples (Fig. 23). Adicionalmente, se observo
qgue la WT mostro sefial de DAB a lo largo de la nervadura central a las 24 hpi (Fig.
23). Las lineas mutantes put2-1 y put5-1 también presentaron una tincién
pronunciada en el apice y base de la hoja y alrededor del sitio de la inoculacién a
las 24 y 48 hpi (Fig. 23).
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Figura 23. Deteccion histoquimica de H,O, mediante tincién de 3,3-diaminobenzidina
(DAB) en plantas de A. thaliana del ecotipo WT y las lineas mutantes put2-1, put5-1y
put2-1 put5-1 inoculadas con B. cinerea a las 24, 48 y 72 hpi. Se utilizaron plantas de 30
dias de edad. Se empled un total de 20 réplicas biolégicas por tratamiento. Se mostraron
imagenes representativas de cada tratamiento.

7.9.3- Deteccion histoquimica de Oz2*-mediante tincion de NBT

Se analizé la produccién in situ de Oz~ mediante la deteccion histoquimica
NBT en plantas WT y las lineas mutantes put2-1 y put5-1 inoculadas con el
patdgeno B. cinerea. Los analisis evidenciaron que el ecotipo WT presenté una
tincion localizada en el sitio de la inoculacién con el patégeno (24 hpi) (Fig. 24), sin
embargo, esta sefal fue mas intensa en la linea mutante put5-1 (24 hpi). En la linea
mutante put2-1 se observo una tincién localizada en el sitio de infeccion (24 y 48
hpi); sin embargo, alrededor del sitio de infecciébn no se detect6 tincion (Fig. 24).
Adicionalmente, se observo que el ecotipo WT mostrd una tincion pronunciada del
lado contrario al sitio de inoculacion; sin embargo, esto no se observo a las 48 hpi
(Fig. 24). La linea mutante put2-1 también presentd una tincién pronunciada en el
apice y base de la hoja y del lado izquierdo a las 24 y 48 hpi (Fig. 24). Respecto a
la linea mutante put5-1 soélo se observo la tincion en toda la hoja y alrededor de la
lesion a las 24 hpi (Fig. 24).
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Figura. 24. Deteccién histoquimica de O2*~ mediante tincién de NBT en plantas de A.
thaliana del ecotipo WT y las lineas mutantes put2-1 y put5-1 inoculadas con B.
cinerea a las 24, 48 hpi. Se utilizaron plantas de 30 dias de edad. Se utilizaron un total de
20 replicas biologicas por tratamiento. Barra de escala = 1 cm. Se mostraron imagenes
representativas de cada tratamiento.
7.10. Determinacién de la actividad catalasa y ascorbato peroxidasa

La detoxificacion de los niveles de EROs durante eventos de estrés bidtico
en las plantas esta regulada en parte por la actividad de enzimas antioxidantes
(Sahebani & Hadavi, 2009). Dado que las lineas mutantes put presentaban
alteraciones en el contenido de EROs respecto a la WT, se decididé cuantificar la
actividad de algunas enzimas antioxidantes, tales como, CAT y APX con el objetivo

de determinar si existian cambios en su actividad.

7.10.1 Determinacion de la actividad catalasa
Se determind la actividad de la enzima catalasa (CAT), implicada en la
detoxificacion de H202 (Anjum et al., 2016) en plantas WT y las lineas mutantes
put2-1, put5-1y la put2-1 put5-1 sin inocular e inoculadas con B. cinerea. La WT y
la linea mutante put2-1 mostraron niveles similares de actividad CAT cuando se

inocularon con mock (Fig. 25a), mientras que la mutante put5-1 y la doble mutante
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put2-1 put5-1 evidenciaron una mayor actividad en comparacion con la WT (Fig.
25a). Posteriormente, a las 48 h bajo condiciones control no se detectaron

diferencias entre la WT y las mutantes put (Fig. 25a).

Después de inocular con B. cinerea, se observaron diferencias importantes
entre la WT y las mutantes put. Por ejemplo, a las 24 hpi las plantas WT
incrementan la actividad enzimatica CAT (Fig. 25a), sin embargo, la mutante put2-
1y lalinea doble mutante put2-1 put5-1 no mostraron este aumento y en el caso de
la put5-1 se observé una reduccion en comparacion con el mock (Fig. 25a).
Posteriormente, no se detectaron diferencias en la actividad CAT en la WT y las
lineas mutantes put5-1y la put2-1 put5-1 después de inocular con B. cinerea (Fig.
25a). Sin embargo, la linea mutante put2-1 si presentd una reduccion en la actividad
CAT (Fig. 25a). Esta menor actividad CAT en put2-1 podria estar relacionada con
la mayor acumulacién de H202 que presenta dicha mutante después de inocular
con B. cinerea (Fig. 25a).

7.10.2 Determinacién de la actividad ascorbato peroxidasa

Otra de las enzimas implicadas en la detoxificacion del H202 es la APX. A
diferencia de la CAT, su actividad puede ser inducida a concentraciones muy bajas
de H20: y utiliza ascorbato como donador de electrones especifico (Yoshimura &
Ishikawa, 2024). Inicialmente, se observd que a las 24 h en condiciones mock las
lineas mutantes put tienen mayor actividad APX que laWT (Fig. 25b), sin embargo,
posteriormente ya no se detect6 alguna diferencia bajo condiciones control (Mock)
(48 hpi) (Fig. 25b). Después de la inoculacion con B. cinerea se observd un
incremento en la actividad APX en plantas WT (24 hpi) (Fig. 25b), mas no en las
mutantes put (Fig. 25b). A las 48 hpi no se detectaron incrementos en la actividad
APX en la WT ni en las mutantes put inoculadas con B. cinerea (Fig. 25b).
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Figura 25. Actividad enzimética catalasa (CAT) y ascorbato peroxidasa (APX) en
hojas de plantas WT y las lineas mutantes put2-1, put5-1 y put2-1 put5-1 infectadas
por B. cinerea. Se utilizaron hojas de plantas de treinta dias, las cuales fueron inoculadas
con 5 pL de una suspensién de esporas de B. cinerea (5 x 10° esporas/mL). Se colectaron
muestras a las 24 y 48 hpi. A) La actividad de CAT se estim6 con base en la tasa de

descomposicion de H,O, a 240 nm (¢ = 43,6 M~ ' cm— ). B) La actividad de APX se

determind con base en la disminucion de la absorbancia a 290 nm debida a la oxidacion
del ascorbato. Las barras representan la media + DE (n = 3). La significancia estadistica de
las diferencias en la actividad CAT y APX entre los diferentes tratamientos en el mismo
punto de tiempo se denotd por diferentes letras (p < 0,05) de acuerdo con el ANOVA de
una via y la prueba de comparacién mdaltiple Fisher LSD. Imagen tomada y modificada de
Pefa-Lucio et al. 2025.

7.11. El perfil de expresion de los genes marcadores de ET/JA y SA
muestra variaciones en las lineas mutantes put infectadas con B.
cinerea
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La regulacion de la respuesta de defensa de las plantas es compleja, e
involucra a diversas vias metabdlicas conectadas entre si. Algunas de tales vias
son las implicadas en la produccion de hormonas tales como el SA, el ET y el JA
(Pieterse et al., 2012). Por otra parte, la acumulacién de EROs y cambios en el
estado REDOX también desempefian funciones regulatorias clave, y ambas vias a
su vez interactian con el metabolismo de poliaminas. Por lo tanto, se considero
pertinente evaluar si las mutantes put presentaban alteraciones en vias de
sefalizacion hormonal implicadas en la defensa. Para ello se analiz6 la expresion
de algunos genes marcadores de las vias de sefializacion del SA (PR1) y ET/JA.
(PDF1.2, PR3, ACS2), después de inocular plantas con B. cinerea. La expresion del
gen PR1 fue mayor en las lineas mutantes put2-1 y put5-1 en comparacion con la
WT en condiciones control (mock) (Fig. 26d). En la WT al igual que en put5-1, la
expresion de PR1 incremento en respuesta a B. cinerea (Fig. 26d) mientras que en
la mutante put2-1, disminuyd en forma pronunciada. Posteriormente, se analizo la
expresion del gen PDF1.2 y se determinG que presentd mayores niveles de
expresion en las mutantes put2-1 y put5-1 que la WT en el mock (Fig. 26b), sin
embargo, posterior a la inoculacion con B. cinerea se observo que su expresion
incremento tanto en la WT como en las mutantes put (Fig. 26b). Adicionalmente, se
observo que la linea mutante put2-1 presentd mayores niveles de expresion que la
WT vy la put5-1 (Fig. 26b). También se evaluaron los niveles de expresion del gen
PR3 (Pathogenesis Related Protein 3), los resultados indicaron que su expresion
fue mayor en la linea mutante put2-1 en comparacién con la WT en los controles
inoculados con mock (Fig. 26¢), mientras que en put5-1 la expresiéon fue menor que
la WT (Fig. 26¢). Posteriormente se observo que la infeccion con B. cinerea indujo
un incremento significativo en la expresiéon de PR3 tanto en la WT como en los
mutantes put (Fig. 26¢). Finalmente, se detectd que bajo condiciones control (mock)
la expresion del gen ACS2 en la linea mutante put2-1 fue superior a la de la linea
WT, mientras que ocurrio lo contrario en la linea put5-1 (Fig. 26a). Después de la
inoculacién con B. cinerea tanto las plantas WT como la linea mutante put5-1
mostraron un aumento en la expresion de ACS2, mientras que la put2-1 exhibié una

disminucion significativa en su expresion (Fig. 26a).
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Figura. 26. Expresion de genes marcadores de las vias de sefializacion mediadas por
ET/JA y SA en plantas de A. thaliana WT y las lineas mutantes put2-1, put5-1
inoculadas con B. cinerea. a) ACS2, b) PDF1.2, ¢) PR3, y d) PR1. Se inocularon hojas
de la roseta de plantas de 30 dias de edad con 5 pyL de una suspensién conidial de B.
cinerea (5x10° esporas/mL), las muestras se colectaron a las 24 horas post-inoculacion.
Los valores de expresion génica fueron normalizados con respecto al gen de referencia
EF1a mediante el método 222€t, |os controles utilizados fueron normalizados con respecto
a uno. Los valores son medias de tres réplicas bioldgicas + SE. La significancia estadistica
de las diferencias en la expresion génica entre los diferentes genotipos en el mismo punto
de tiempo se denoto por diferentes letras (p < 0,05) de acuerdo con el ANOVA de una via
y la prueba de comparacion multiple Fisher LSD. Los experimentos fueron repetidos tres
veces, obteniendo resultados similares. Imagen tomada y modificada de Pefia-Lucio et al.
2025.

7.12. Laexpresiéon del gen PUT2 se observa predominantemente alrededor del

sitio de infeccion del hongo B. cinerea
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Tomando como referencia que el gen PUT2 responde transcripcionalmente
a la inoculacién con el patdogeno B. cinerea (Fig. 9), ademas que la linea
sobreexpresora 35S::PUT2 presento mayor resistencia contra la infeccion por B.
cinerea (Fig. 16) se decidio explorar la expresion del gen PUT2 de forma tejido-
especifica para determinar si presenta algun patrén caracteristico en respuesta a la
infeccion causada por B. cinerea. Las hojas inoculadas con mock presentaron una
sefial homogénea de GUS desde la zona de la base hasta el apice de la hoja en
todos los tiempos analizados (Fig. 27), siendo mas intensa esta sefial a las 48 h
(Fig. 27). En hojas inoculadas con B. cinerea se observé que la sefial de GUS es
intensa y se localizé principalmente alrededor del sitio de infeccion a las 24 y 48 hpi
(Fig. 27), limitando claramente la lesion causada por el hongo, mientras que, a las
72 hpi la sefial de GUS fue débil alrededor del sitio de infeccion debido a que las
hojas presentaban una necrosis extendida a causa del progreso de la infeccion (Fig.
27).
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Figura 27- Expresién de la linea reportera pPUT2::GUS-2 en hojas infectadas por B.
cinerea. Imagenes representativas de hojas infectadas de la linea reportera pPUT2::GUS-
2 en plantas de control e infectadas por B. cinerea. Se utilizaron plantas de 30 dias de edad
y un total de 20 réplicas biolégicas por tratamiento. El color azul revela la tincion
histoquimica de GUS. La flecha negra indica la lesion fungica. Barra de escala = 0,5 cm.
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Imagen tomada y modificada de Pefia-Lucio et al. 2025.

8. DISCUSION

Actualmente se conocen cinco transportadores de poliaminas en A. thaliana
los cuales pertenecen a la familia de transportadores PUT (“Polyamine Uptake
Transporters”) (Fujita & Shinozaki, 2015). Estos transportadores participan en la
movilizacion de poliaminas (Begam & Good, 2017) y son cruciales para la
homeostasis de dichos metabolitos en las plantas (Ahmed et al., 2017). Nuestro
grupo de investigacion ha estudiado la participacion del transporte de poliaminas
bajo estrés bidtico, utilizando dos patégenos: en respuesta a la infeccion por B.
cinerea (Pefa et al.,, 2025) y a Pst DC3000 (Flores-Hernandez et al., 2025).
Adicionalmente, otros grupos de investigacibn han generado informacion que
asocia al transporte de poliaminas con la respuesta al estrés abidtico (Chai et al.,
2020; Shen et al., 2016). Se ha reportado que las proteinas integrales de membrana
plasmatica PUT3 y SOS1 forman un complejo con la proteina quinasa SOS2 en
respuesta a condiciones de estrés salino para modular la actividad de transporte de
PUT3 mediante interacciones proteina-proteina y fosforilacion (Chai et al., 2020).
Ademas, se ha descrito que el transportador PUT3 juega un rol importante en la
estabilizacion de mRNA de genes de respuesta al estrés por calor (Shen et al.,
2016).

En el presente estudio, se encontrd que los genes PUT1-PUT5 se inducen
en respuesta a la infeccion por B. cinerea (Fig. 9). El perfil de expresion de los
genes PUT presento variaciones dependiendo de la progresiéon de la enfermedad,
por ejemplo, los genes PUT1, PUT2, PUT3 y PUT4 se indujeron en las horas
tempranas de la infeccion (Fig. 9), sin embargo, el gen PUT5 se indujo
principalmente cuando la enfermedad habia avanzado (Fig. 9). Similarmente, se ha
reportado que la expresion del gen PUT2 se indujo en plantas de Arabidopsis
inoculadas con Pst DC3000 (Flores-Hernandez et al., 2025). Adicionalmente, otros
estudios han indicado que los genes PUT responden transcripcionalmente a

condiciones de estrés abidtico (Chai et al., 2020; Shen et al., 2016; Sagor et al.,
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2016; Zhong et al., 2023). El gen LHR1/PUTS3 esta asociado con la regulacion de la
respuesta al estrés salino (Chai et al., 2020). Ademas, se ha reportado que el gen
PUT3 es regulado negativamente en condiciones de estrés por calor (Sagor et al.,
2016). En otro estudio, se analizd la expresion de miembros de la familia génica
PUT en plantas de S. lycopersicum (Zhong et al., 2023) y se observé que el
transcrito del mMRNA de los genes PUT1-PUT5 se indujo rapidamente después de
Su exposicion al estrés por sequia (Zhong et al., 2023). Adicionalmente, en ese
mismo estudio se reportd que la expresion de los genes PUT1, PUT2 y PUT5 fue
regulada positivamente bajo condiciones de estrés salino (Zhong et al., 2023);
ademas, la expresion del gen PUT4 fue inducida después de someter a las plantas
a estrés por frio (Zhong et al., 2023). En conjunto, el presente trabajo de tesis y los
antecedentes mostrados demuestran la participaciéon de los genes PUT en la
respuesta de defensa de la planta durante eventos de estrés biético y abidtico.

En el presente estudio se observéd que la pérdida de funcion de los genes
PUT2 y PUTS afecta la respuesta de defensa de la planta frente a B. cinerea (Fig.
10 y Fig. 11, respectivamente), mientras que la sobreexpresion del gen PUT2
genero resistencia de la planta Arabidopsis al ataque del hongo (Fig. 13). Otro
estudio realizado recientemente en nuestro laboratorio report6é que el transportador
de poliaminas PUT2 es esencial para el establecimiento de la SAR en Arabidopsis
(Flores-Hernandez et al., 2025). Result6 interesante que en dicho estudio se reportd
gue la linea mutante put2-1 mostré deficiencia para establecer la SAR, debido a
gue, mostro titulos bacterianos mas altos en hojas sistémicas en comparacion con
plantas WT (Flores-Hernandez et al., 2025). Por otro lado, en ese mismo estudio se
verificd que la linea sobreexpresora del gen PUT2 (35S::PUT2) mostré resistencia
contra la infeccién por Pst DC3000, debido a que mostré titulos bacterianos
similares a los de las plantas WT en hojas distales (Flores-Hernandez et al., 2025).
La disrrupcion del transporte de poliaminas en las lineas mutantes put2-1 y put5-1
afecto la respuesta de defensa de la planta contra diferentes patdégenos, ademas la
sobreexpresion del gen PUT2 indujé mayor resistencia contra la infeccion de B.
cinerea y Pst DC3000 indicando que el transporte de poliaminas influye en los
mecdanismo para el establecimiento de la respuesta de defensa de Arabidopsis.

De manera general la suplementacion con poliaminas disminuy6 el tamafio
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de lesion generado por B. cinerea en plantas WT (Fig. 14, 15 y 16), lo cual es
consistente con lo previamente reportado (van Rensburg et al., 2021). Sin embargo,
en las lineas mutantes este resultado tuvo variaciones, debido a que, en algunos
casos la suplementacién no genero ningun efecto benéfico, detectandose tamafios
de lesidén similares a los controles sin suplementar (Fig. 14, 15 y 16). Se ha
reportado que la suplementacion con Spd y Spm (1, 2 y 5 mM) imprime resistencia
contra B. cinerea en A. thaliana, S. lycopersicum y Phaseolus vulgaris mediante la
regulacion de la respuesta oxidativa/antioxidante y la modulacion de las vias de
sefalizacion hormonal (Seifi et al., 2019). Asimismo, la suplementacion con Spd y
Spm puede promover la actividad antioxidante de algunas enzimas como catalasa,
peroxidasa y superoxido dismutasa (van Rensburg et al., 2021). Posiblemente, la
disrupcion del transporte de poliaminas en las lineas mutantes put afecta su importe
y redistribucion generando una reduccion del efecto benéfico que provee el
tratamiento con poliaminas; sin embargo, seria importante cuantificar los niveles de
poliaminas en cada compartimento celular para determinar de forma mas especifica
donde se presenta esta acumulacién y correlacionarla con la ubicacion espacial de
estos transportadores.

Dado que la suplementacién con poliaminas no generd el mismo efecto
benéfico en las lineas mutantes put que en la WT, se hipotetizé que la disrupcion
del transporte de poliaminas podria afectar la homeostasis de poliaminas y, en
consecuencia, afectar los niveles de poliaminas en estas lineas. Se determind el
contenido de poliaminas (Put, Spd y Spm) en condiciones control y suplementadas
con Spd y Spm, asi como, después de inocular con B. cinerea y en ensayos
combinados de suplementacién e inoculacion con B. cinerea (Fig. 19 y 20).
Inicialmente, se analizaron los controles sin la adicion de poliaminas y se observé
gue las lineas mutantes put mostraron niveles mayores de algunas poliaminas, tales
como, Spm (Fig. 19c). En otro estudio se reporté que la linea mutante put2-1
presenté mayor contenido de Spm bajo condiciones basales (Flores-Hernandez et
al., 2025). Adicionalmente, Kim et al., 2019 reportaron que semillas de plantas de
la linea mutante put2-1 presentaban mayores niveles de Spd y Spm. El aumento en
el contenido de poliaminas en plantas deficientes del transporte de estas moléculas

podria asociarse con una deficiencia en la redistribucion a nivel celular, asimismo,
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con fallas en su metabolismo como consecuencia de las alteraciones en su
mobilizacion.

Los ensayos de suplementacion evidenciaron que los transportadores PUT
mobilizan preferencialmente Spd, dado que la suplementacion con Spm incrementé
los niveles de Spm tanto en WT como en las mutantes put (Fig. 19¢); sin embargo,
la suplementacion con Spd no afecto los niveles enddégenos de Spd en mutantes
put, en comparacion con plantas WT (Fig. 19b y 20b). Interesantemente, se ha
reportado que los transportadores de poliaminas PUT transportan
preferencialmente Spd (Mulangi et al., 2012). Otro estudio report6 que la linea
mutante put2-1 presentaba deficiencias en el transporte de Put, debido a que
posterior a la infiltracion con Put no se observé un aumento en la concentracion de
Put en hojas sistémicas en comparacion con plantas WT (Flores-Hernandez et al.,
2025). Estos resultados indican que los transportadores PUT son esenciales para
mantener la homeostasis de poliaminas a nivel celular, asimismo, la ausencia de
estos puede afectar su importe y modificar su contenido.

La inoculacién y suplementaciéon con poliaminas indujo un incremento en el
contenido de poliaminas en plantas WT y las lineas mutantes put, sin embargo, esta
acumulacion fue mayor en las lineas mutantes (Fig. 19 y 20). Similarmente, se ha
indicado que posterior a la infeccion con Pst DC3000 se presentd un incremento del
contenido de Spm en la linea mutante put2-1 comparado con WT (Flores-
Hernandez et al., 2025). Esto refuerza la hipétesis que la deficiencia del transporte
de poliaminas afecta la homeostasis de poliaminas, lo cual, puede disminuir la
disponibilidad de estos metabolitos a nivel celular, impactando en otros procesos
como su catabolismo y en consecuencia alterar eventos de sefalizacion para el
establecimiento de la respuesta inmune vegetal.

Las EROs son producidas en la planta bajo diferentes condiciones de estrés,
tanto bidtico como abidtico, y estan asociadas con la sefializacion para el
establecimiento de la respuesta de defensa vegetal. Dentro de las diferentes EROs
se encuentran el H202y el O2"", las cuales juegan un rol importante en la respuesta
de estrés biodtico, debido a que funcionan principalmente como moléculas
mensajeras que activan la expresion de genes de defensa, asi como, algunas vias

de sefializacion hormonal (Liu et al., 2019; Moschou et al., 2012). De manera
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general se observo que los niveles de H202 fueron similares tanto en las mutantes
put como en la WT después de inocular con B. cinerea (Fig. 22), aunque la linea
mutante put2-1 exhibi6 una mayor concentracion de H202, asi como, una
disminucién en su actividad CAT comparado con WT (Fig. 25a). La tincién
histoquimica de DAB en la linea mutante put2-1 también indicO una mayor
presencia de H20:2 en el sitio de inoculacién y alrededor de la lesion (Fig. 23).
Adicionalmente, no se encontré6 un patron distinto en la deteccion Oz "~ en las
mutantes put comparado con WT, a excepcion de la mutante put5-1 la cual
evidencié mayor acumulacién de Oz ~tanto en el sitio de infeccién como alrededor
de ella (Fig. 24). La acumulacion de EROs puede generar toxicidad y en
consecuencia afectar la respuesta inmune de las plantas (Sewellam et al., 2014).
Adicionalmente, se ha reportado que la acumulaciéon de EROs contribuye al
desarrollo de la infeccién causada por B. cinerea en hojas de plantas de tabaco
(Rossi et al., 2017). Estos incrementos en los niveles de H202 pueden exacerbar la
respuesta hipersensible del hospedero, beneficiando la colonizacién del patégeno
y el establecimiento de la muerte celular en el sitio de infeccién (Govrin & Levine,
2000; Rossi et al., 2017). Las lineas mutantes put presentaron mayor actividad CAT
y APX bajo condiciones mock (Fig. 25a, b), lo cual podria indicar que estas lineas
mutantes presentan una alteracion en el metabolismo de EROs. Debido a que las
lineas mutantes put presentan un desbalance en el contenido de poliaminas esto
puede afectar otros procesos, tales como su catabolismo induciendo cambios en el
contenido de algunas EROs, tales como, H202y O2 "~ afectando a su vez otros
procesos de sefializacion a nivel celular.

Los niveles de poliaminas en las plantas estdn regulados por diferentes
procesos, tales como su biosintesis y catabolismo (Baron & Stasolla, 2008). El
catabolismo de las poliaminas esta mediado por diferentes enzimas, por ejemplo,
las DAOs (Angelini et al., 2010) y las PAOs (Tavladoraki et al., 2012). La actividad
PAO ha sido estrechamente vinculada con la modulacién de la respuesta de
defensa de la planta frente al ataque por patdégenos (Wang et al., 2019). La actividad
PAO se ve notablemente afectada en las lineas mutantes put tras la infeccion con
B. cinerea (Fig. 21). Consistentemente, las lineas mutantes put mostraron mayores

areas de lesion después de inocular con B. cinerea (Fig. 10). Similarmente, en otro
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estudio se reportd que la reduccion de la actividad PAO contribuyé al desarrollo de
tumores en la planta Ustilago maydis (Jasso-Robles et al., 2015). Posiblemente los
cambios la actividad de catabolismo de poliaminas altera otros procesos como la
generacion de moléculas de sefalizacion, tales como, el H202 (Fig. 22), lo cual
induce alteraciones en los procesos de sefalizacion celular afectando los
mecanismos de establecimiento de la respuesta de defensa vegetal.

Las vias de sefalizacion hormonal pueden activarse simultaneamente y
trabajar en conjunto para detener el avance de los patdgenos (Pieterse et al., 2012).
Generalmente, el aumento en el contenido de JA se ha asociado con el aumento
de la resistencia contra B. cinerea (Zhang et al.,, 2023). Similarmente, la
acumulacion de Et en plantas de tomate promovié el incremento de la resistencia
contra B. cinerea (Cui et al., 2024). En nuestro estudié se observo que la expresion
de algunos genes marcadores de vias de sefializacion del SA y Et/JA fueron
regulados negativamente (Fig. 26). En otro reporte se realizd un analisis por RNA-
seq en la linea mutante put2-1 infiltrada con Pst DC3000 y se observé que los genes
relacionados con la biosintesis y sefializacion de SA estaban desregulados (Flores-
Hernandez et al., 2025). Adicionalmente, también se reportdé que genes asociados
con las vias de sefalizacion del JA/Et fueron regulados negativamente y esto en
gue impacta, falta discutir o decir algo (Flores-Hernandez et al., 2025). En un estudio
realizado en plantas de tomate infectadas con B. cinerea, se observo gque la
sobreexpresion del gen SPMS increment6 el contenido de Spm afectando la via de
sintesis del Et y aumentando la susceptibilidad de la planta contra la infeccién
(Nambeesan et al., 2012). Por otro lado, la linea mutante Arabidopsis spms, la cual
presentdé menores niveles de Spm y acumulacion de JA, present6 un fenotipo de
resistencia contra B. cinerea (Zhang et al. 2023). Estos cambios en la regulacién de
los genes marcadores de las vias de sefializaciéon hormonal en las mutantes put
afectan la modulacion de la respuesta inmune vegetal. La disrupcién de los genes
de transportadores de poliaminas afecta la expresién de genes marcadores de vias
de sefializacion hormonal. El cambio en los niveles de poliaminas que presentan
estas mutantes put demuestran que existen alteraciones en su metabolismo y de
acuerdo con lo reportado previamente por Nambeesan et al., 2012, donde la

alteracion en el contenido de Spm afecto la sintesis de JA, se podria hipotetizar que
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los cambios en el contenido de algunas poliaminas en las mutantes put induce
alteraciones en la sintesis de algunas hormonas, asi como cambios en los perfiles

de expresion de genes marcadores de las vias de SA 'y JA/ET.
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9. CONCLUSIONES

En el presente estudio, se determiné que los genes PUT2 y PUT5 son
cruciales para la respuesta de defensa de A. thaliana contra B. cinerea. La
expresion de los cinco genes PUT de Arabidopsis es modulada por B. cinerea en
distintos tiempos de la interaccion, sugiriendo un rol importante del transporte de
poliaminas en la defensa vegetal. Se determiné que las lineas mutantes de los
genes PUT2 y PUT5 son mas susceptibles a B. cinerea, mientras que la
sobreexpresion de PUT2 (35S::PUT2) confiere resistencia. El ensayo de
suplementacién con algunas poliaminas indicé que el efecto positivo que genera la
suplementaciéon no se presentd con la misma magnitud en las lineas mutantes put
que en la WT. La disrupcion del transporte induce cambios en el importe de
poliaminas, afectando la disponibilidad de estas poliaminas a nivel celular. Las
lineas mutantes mostraron alteraciones en el contenido de poliaminas,
posiblemente la ausencia del transporte afecta su importe y redistribuciéon durante
eventos de estrés bidtico. El estatus redox en las lineas mutantes presenta
alteraciones; asimismo, la actividad PAO disminuy0, lo cual afecta otros procesos
como la sefalizacion y activacion de otros mecanismos de defensa en respuesta al
ataque de B. cinerea. La ausencia del transporte de poliaminas afect6 la expresion
de genes marcadores de las vias de sefalizacién hormonal.

Es necesario realizar mas ensayos para comprender los mecanismos
especificos mediante los cuales el transporte de poliaminas participa en el
establecimiento de la respuesta de defensa vegetal de A. thaliana contra B. cinerea.
Por ejemplo, se podria medir la tasa de absorcion de algunas poliaminas, tales
como Spd, Spm y Put, en las mutantes put y compararlas con plantas WT para
determinar si existen cambios en las tasas de absorcion. Ademas, seria interesante
cuantificar las poliaminas en cada compartimento celular y determinar si existen
alteraciones en la homeostasis de las poliaminas como consecuencia de la
disrupcion de algun transportador. Seria importante también generar una linea
sobreexpresora y reportera del gen PUT5 para determinar su fenotipo y expresion
tejido-especifica después de inocular con B. cinerea. Adicionalmente, se propone
medir el contenido de algunas hormonas como SA, JA y ET y asociarlo con los

resultados de los niveles de expresion de los genes marcadores de sefializacion
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hormonal. Finalmente, seria interesante realizar un analisis del contenido de
aminoacidos en las lineas mutantes put antes y después de inocular con B. cinerea
para determinar si la susceptibilidad que presentan estas lineas también podria

estar influenciada por cambios en el contenido de aminoacidos.
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Fig. Suplementaria 1- Estructura de los genes PUT de Arabidopsis thaliana,
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genotipado y niveles de expresion de los genes PUT2 y PUT5 en la linea doble
mutante put2-1 put5-1. Estructura de los genes a) PUT1, b) PUT2, ¢) PUT3, d) PUT4, y

e) PUT5., Los exones se indican en (cajas blancas), los intrones con lineas negras), y las
regiones UTRs 5" y 3" en cajas de color gris claro.) Cada elemento se indica a a escala. La
posicion de las inserciones de T-DNA en las lineas mutantes putl-1 (GABI_890c10), put2-
1 (SALK_119707c), put3-1 (SALK_206472c), put4-1 (SAIL_1275_c06) y puts-1

(SALK_007135) se indica con un triangulo. f) Electroforesis en gel de los productos de PCR
obtenidos para la caracterizacién de la linea homocigota doble mutante put2-1 put5-1. El
carril 1 muestra la amplificacion del alelo silvestre (WT) de PUT2 y el carril 7 elde PUT5 en
el ecotipo Col-0 de Arabidopsis thaliana. En la linea doble mutante put2-1 put5-1, no se
observa amplificacion de los alelos silvestres de PUT2 (carril 2) ni PUT5 (carril 8). El
producto de amplificacion para la Linsercion del T-DNA en la linea doble mutante put2-1
put5-1 se muestra en los carriles 5y 11), mientras que en la ausencia del T-DNA en la WT
se indica en los carriles 4 y 10). Los carriles 3, 6, 9 y 12 son los controles negativos. Q)
Niveles de expresién relativa de los genes PUT en la linea doble mutante put2-1 put5-1.
Los valores de expresion génica se normalizaron con el gen de referencia EF1a y se
expresaron en relaciéon con la expresion del gen WT mediante el método 224¢, Los datos
representan la media + error estdndar de 3 réplicas (n = 3). Los asteriscos (****indican

significancia estadistica (o < 0,0007) segun la prueba t de Student.

Tabla suplementaria 1. Secuencias de oligonucle6tidos utilizados para gPCR y
genotipificacion.

Tamario
Nombr AGI code Secuenc[a.de de;l ] Referencia
e oligonucleoétidos amplicén
_(pb)
gPCR
Fw5'- ATG GGT CAAATT 157 pb
At1g3182 CTCAGTCIGTTICT -3 .
PUT1 0 Rv 5'- GTA AAA AAC GAG Este trabajo
CAG AAA GAT ATACAG -3
Fw5’- AGC TGC AGT GAG 243 pb
CAT TGT GAT GA -3’
PUT?2 Atlggws Rv 5- TAC AGA CTA TGA Este trabajo
GAAATTAAGCTTTTIT TG-
3’
Fw5- GGATGG CTC AAG 132 pb
At5g0563 TTC TCA ACA AG -3 .
PUT3 0 RV 5- TCT GAT CCA AAA Este trabajo
TCC AGA AGC AATGA -3
Fw5'- GTC AAC GGA GAA 402 pb
At3g1362 CAT CCC AAAG -3 .
PUT4 0 Rv5'- GTT ACA GAA GCA Este trabajo
AGG AACTTACAT TG -3
Fw5-ACC AGTTTC AGG 149 pb
At3g1955 AGT TTC ATC AGA -3 .
PUTS 3 Rv5-TGT ACATGACTT Este trabajo
ACC ATGCGCTTT -3
Fw5'-GCTTCCATC ACC 155 pb
PD2F 1 At593442 CTT ATCTTC -3 Este trabajo
Rv5-GGCTTCTCG CAC
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PR3

ACS2

FRL

cria

At1g0419
0

Atlg0148
0

At2g1461
0

At5g6039
0

AACTTCTG -3

Fw 5'- CAC GAG GAA GAA
GGAGGT CG -3
Rv5'-GTG GCG CTC GGT
TCACAGTA-3

Fw5'- TAA CAC GGA GTG
AAACGC G -3

Rv 5'- AAT CTT CGA CTA
AGTTTC CGAC-3

Fw&'- TAT GCT CGG AGC
TAC GCA GAA-3
Rv&-TCG CTAACC CAC
ATG TTC ACG-3’

Fw 5’- TCC AGC TAA GGG
TGC CGC -3

Rv 5- AAC GCC TGT CAA

TCTTGGTCAA-3

153 pb

151 pb

134 pb

168 pb

ESstie rapajo

ESstie rapajo

(Escudero et
al., 2019)

(Jasso-Robles
et al. 2020)

Genotipificacion

T-DNA
(Salk)

T-DNA
(Gabi)

T-DNA
(Sail)

putl-1

put2-1

put3-1

put4-1

put5-1

GABi_08
90C10

SALK_11
9707C

SALK_20
6472C

SAIL_127
5_CO06

SALK_00
7135

JMLB1 5’-GGC AAT CAG
CTGTTGCCCGTCTCA
CTG GTG -3

08474:5-ATAATAACG CTG
CGG ACATCT ACATTT T-3

LB3 5- TAG CAT CTG AAT

TTC ATAACC AAT CTC GAT

ACA C-3'

LP 5-TAATCACTG CGG
AGATGA GTA CAA -3

RP 5’- ATA ACC AAA CAT
ATC AGT ACAATC GG-3’
LP 5-TCAGCAAGG TTG
GAT GAAATG GC -3

RP 5’- GAG TCT GCT GTT
GAA GGT CCG -3

LP 5- ATC TGC GAT TGT
TTCTGG GTATTC -3

RP 5’- AGC CAT TCC AAG
TAG CTG AAA AGA -3
LP5-TCT GTT CTG ATA
CGACCAACCC-3

RP 5-CGTTTT CCC ATC
TGCTCT GAT C -3’

LP 5- GGATCT CTT CAG
CTTTTGGTCC-3

RP 5’- CCA AGA ACT ATG

ATCACACCGC-3

1018 pb

1079 pb

1215 pb

1166 pb

1114 pb

(Lariguet et al.,
2003)

(Kleinboelting
et al., 2012)

(Sessions et al.,
2002)

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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