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RESUMEN

EXPRESION DE GENES DE DEFENSA EN LA MUERTE CELULAR INDUCIDA POR BASES
DE CADENA LARGA.

RESUMEN

Las bases de cadena larga (BCL), precursores de los esfingolipidos complejos, son moléculas
sefalizadoras que participan en la respuesta a sequia, bajas temperaturas y en la muerte celular
programada (MCP) gue se presenta durante la defensa contra patdégenos en plantas. Se han
descrito dos mecanismos relacionados con la inmunidad. El primero, la inmunidad innata (PTI), se
desencadena tras la percepcion de patrones asociados a patégenos (PAMPSs), lo que lleva a una
respuesta basal de defensa. El segundo, la inmunidad ETI, se basa en el reconocimiento
especifico de efectores bacterianos por proteinas de resistencia de la célula vegetal que activan
una maquinaria de defensa robusta asociada a la respuesta de hipersensibilidad (HR). El objetivo
central de este trabajo fue determinar la contribucion de las BCL como moléculas sefializadoras
en ambos tipos de inmunidad. Para cumplir con este objetivo se utilizaron mutantes de
Arabidopsis thaliana con alteraciones en la via de sintesis de esfingolipidos o con afectaciones en
elementos de sefializacion de la via de BCL. Estas mutantes fueron expuestas a la toxina FB1
(para inducir un aumento de BCL), a las cepas avirulenta y virulenta de P. syringae y a los
PAMPs flagelina/flg22 y xilanasa. Los tratamientos se evaluaron de acuerdo al andlisis fenotipico
de indice de dafio, deteccidn in situ de H,O;, determinacién del crecimiento bacteriano y andlisis
de la expresion de genes relacionados con la defensa. Los resultados mostraron que las BCL, la
MPK®6 y las ERO producidas en el cloroplasto son elementos de la sefializacion que desencadena
la MCP que se presenta en la respuesta ETI inducida por la bacteria avirulenta. Algunas
evidencias indicaron la participacion de las BCL durante la respuesta PTI que se induce con la
xilanasa y en el modelo de muerte celular por susceptibilidad a efectores que se presenta con el
patdégeno virulento. El andlisis de expresion de genes mostré que la acumulacion de BCL se
relaciona con la acumulacion de transcritos de genes marcadores de las vias del acido salicilico,
etileno y acido jasménico. En conjunto, estos resultados aportan evidencias de la participacion de
las BCL y otros elementos de sefializacion de la via (MPK6 y ERO) en los dos tipos de inmunidad

descritos en plantas.
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|. RESPUESTA DE DEFENSA CONTRA PATOGENOS EN PLANTAS

Las plantas poseen sistemas de defensa que les permiten responder a los ataques de

organismos patdégenos como virus, bacterias, protozoarios y hongos.

En la interaccién planta-patégeno se dice que ocurre una relacion incompatible o de resistencia

cuando la planta combate de forma exitosa la infeccion, mientras que las manifestaciones de

enfermedad o susceptibilidad aparecen cuando hay compatibilidad entre el agente invasor y el
hospedero (Wit, 2007). En este contexto, la sobrevivencia de las plantas depende de una
oportuna percepcién del patdgeno y de una eficiente respuesta de defensa.

En general los mecanismos de defensa de las plantas se pueden dividir en:

a) Mecanismos de defensa constitutivos, los cuales estan presentes siempre, aun cuando no
se haya presentado la interaccién con el patégeno. Estos son barreras estructurales como la
pared celular y cuticulas cerosas que evitan la entrada del agente invasor. También forman
parte de estos mecanismos de defensa las sustancias toxicas para el patégeno que limitan
su viabilidad y reducen el riesgo de la infeccién (Garcia-Pineda y Lozoya-Gloria, 2004).

b) Mecanismos de defensa inducibles, los cuales se activan cuando se expone la planta al
patégeno. Esta interaccion dispara la activacion de cascadas intracelulares de sefializacion
que tienen como objetivo inducir la transcripcion de genes que a su vez conducen a la
sintesis de novo de diversos compuestos responsables de ocasionar cambios tanto
moleculares y bioquimicos como morfol6gicos. Estos mecanismos pueden ser activados por
dos tipos de elicitores: PAMPs (patrones moleculares asociados a patégenos) y efectores.

En los casos en los que los patdgenos evaden las barreras estructurales y penetran en el tejido

vegetal a través de heridas o de poros naturales como estomas e hidatodos, logran llegar al

espacio intercelular o apoplasto desde donde establecen una interaccion con las células
vegetales. El reconocimiento del microorganismo patégeno acoplado con una rapida y efectiva

induccion de respuestas de defensa hace la diferencia entre la resistencia y la susceptibilidad.

1.1 Los dos esquemas de inmunidad en plantas: inmunidad PTly ETI

Diversos estudios han dejado en claro que existen dos modelos de inmunidad en las plantas, la
inmunidad innata desencadenada por PAMPs (PTI) y la inducida por efectores (ETI) (Jones y
Dangl, 2006; Boller y He, 2009).

En el primer caso, la inmunidad innata es la primera linea de defensa tanto espacial como
temporal y se basa en la percepcion de patrones asociados a patdégenos (PAMPs) (Denoux et al.,
2008; Postel y Kemmerling, 2009). Los PAMPs son moléculas altamente conservadas en los
microorganismos y son esenciales para su ciclo de vida. Algunos ejemplos son la flagelina, el

factor de elongacion bacteriano EF-Tu, los lipopolisacaridos presentes en la pared celular de
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INTRODUCCION

bacterias Gram-negativas, la xilanasa, la quitina y el ergosterol de hongos, entre otros (Newman
et al., 2007).

La percepcion de estas moléculas se lleva a cabo mediante receptores de reconocimiento de
patrones (PRR) que se encuentran en la membrana plasmatica de las células vegetales y que
reconocen dominios particulares de los PAMPs (Wit, 2007; Boller y He, 2009). Estos receptores
membranales pueden ser “receptores con un dominio de leucinas repetidas y con actividad de
cinasa” (LRR-RLK), que como su nombre lo indica, estan constituidos por un dominio extracelular
de unién al ligando (dominio repetido rico en leucina), un dominio transmembranal y un dominio
intracelular con actividad de cinasa, que es el responsable de la trasduccién de la sefal (Bittel y
Robatzek, 2007). El receptor de flagelina FLS2 es un ejemplo de esta familia de receptores
(Gémez-Gomez y Boller, 2000). Ademas de receptores LRR-RLK, las plantas también poseen
“receptores proteicos con un dominio de leucinas repetidas” (LRR-RLP), que representan otra
clase de proteinas similares estructuralmente a los receptores RLK pero que carecen del dominio
cinasa citoplasmico. Un ejemplo de este tipo de receptores se ha reportado en jitomate en
respuesta a la interaccién con la xilanasa fungica (Ron y Avni, 2004).

Se sabe que inmediatamente después del reconocimiento de los PAMPs en la superficie celular,
se origina una serie de respuestas intracelulares de defensa que tienen como obijetivo evitar el
ingreso de mas microorganismos patégenos (Da Cunha et al., 2006; Wit, 2007). Aunque estos
mecanismos moleculares de sefializacion adn no han sido completamente dilucidados, existen
evidencias genéticas y bioquimicas que relacionan las respuestas de defensa inducidas por
PAMPs con parametros como deposicién de calosa y acumulacién de proteinas relacionadas con
la defensa como quitinasas, glucanasas y proteasas (Chisholm et al., 2006; Boller y He, 2009),
ademas de la produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO), la sefalizaciébn mediada por
cinasas activadas por mitégenos (MAP cinasas) y la activaciéon transcripcional temprana de genes
de defensa (Serrano et al., 2007). Es importante mencionar que si bien la inmunidad mediada por
los PAMPs produce resistencia, es una respuesta de defensa no especifica para el patégeno que
infecta, ya que independientemente de la naturaleza quimica del evocador, los mecanismos de
defensa que se desencadenan son muy similares.

En respuesta al esquema de inmunidad PTI, algunos patégenos desarrollaron evolutivamente un
sistema de secrecion para internalizar moléculas efectoras (o factores de virulencia) a la célula
gue tienen como blanco interferir con el reconocimiento de PAMPSs y suprimir las respuestas de
defensa a diferentes niveles (Nicaise et al., 2009) o bien pueden promover la acumulacién de
nutrientes y agua en el apoplasto para el mantenimiento de los patdgenos en el espacio

intercelular (Buell et al., 2003).
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En un andlisis funcional del genoma de Pseudomonas syringae DC3000 se postulé que cuando
se da la interaccién entre la planta y la bacteria, esta Ultima internaliza a la célula vegetal
alrededor de 31 efectores a través del sistema de secrecion tipo Il (TTSS) (Buell et al., 2003; Kim
et al., 2008). Este sistema de secrecion, también llamado aparato de secrecibn Hrp o
inyectisoma, es un complejo proteico que le permite a las bacterias Gram-negativas inyectar los
efectores o proteinas Hop al citosol de las células vegetales (Hueck, 1998; Buttner y Yang-He,
2009). Una vez que las proteinas efectoras ingresan a la célula tienen como blanco diversos
procesos celulares para lograr la supresién de la inmunidad innata, por ejemplo, en el caso de
Pseudomonas syringae DC3000, los efectores AvrPto y AvrPtoB interaccionan fisicamente con
los dominios cinasa de receptores de PAMPs como FLS2, EFR y BAK1 inhibiendo su actividad
(Boller y He, 2009; Kaffarnik et al., 2009). Mientras que las proteinas AvrB, AvrRPM1 y AvrRpt2,
interfieren con la funcion de RIN4, una proteina de la planta implicada en la regulacion de las
respuestas de defensa (Schechter et al., 2004). Asi mismo, el efector HopAll es una
fosfotreonina liasa capaz de defosforilar a las cinasas MPK3 y a MPK6 interrumpiendo la
sefializacion de defensa (Zhang et al., 2007).

En respuesta a la estrategia de los patégenos que involucra el ataque mediado por efectores, las
plantas han desarrollado sistemas altamente especificos y efectivos de reconocimiento de las
moléculas efectoras que resultan en el tipo de inmunidad ETI (Kaffarnik et al., 2009; Tsuda et al.,
2009). Esta respuesta de defensa involucra el reconocimiento de manera directa o indirecta de
las moléculas efectoras por proteinas de resistencia de la planta (proteinas R), que contribuyen al
disparo de la sefal para manifestar resistencia contra el organismo invasor. Estas proteinas R
son moléculas intracelulares, la mayoria de ellas del tipo NB-LRR, denominadas asi ya que estan
constituidas por un dominio central de uniéon a nucleétido (NB) y un dominio rico en leucinas
(LRR) en el carboxilo terminal (Takken y Goverse, 2012).

En los casos en los que las proteinas efectoras son reconocidas por proteinas del hospedero
dando origen a una respuesta de defensa, éstas Ultimas se denominan proteinas de avirulencia.
Este modelo de resistencia especifico que se basa en el reconocimiento del producto de un gen
de avirulencia del patégeno, por medio del producto de un gen de resistencia del hospedero, se
denomina resistencia “gen por gen” (Flor, 1971). Entre los mecanismos de defensa que se
disparan en este tipo de inmunidad estan: fortificacion de la pared celular, flujos iénicos, estallido
oxidativo, cambios en fosforilaciones de proteinas, induccion de la sintesis de acido salicilico y
expresion de genes de defensa, ademas de que generalmente en este tipo de inmunidad se
presenta la respuesta de hipersensibilidad (Mur et al., 2008). Cabe mencionar que estas
respuestas son muy similares a las que se presentan en el caso de la inmunidad PTI, sin

embargo, la diferencia entre ambas formas de inmunidad esta dada fundamentalmente por
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factores como la temporalidad y la magnitud de las respuestas, determinandose asi diferentes

grados de efectividad de las acciones de la planta en contra del ataque del patégeno.

1.2 Sistemas de transduccién de sefiales en los mecanismos de defensa contra patégenos
Una vez que se detecta el estimulo del patégeno por alguno de los sistemas de percepcion, ya
sean membranales o citosélicos, da inicio la transduccion de la sefial, llamada también primer
mensajero. Para lograr la transmisién de este estimulo externo se activan complejas redes de
sefalizaciéon intracelulares que se componen de elementos que incluyen, ademas de los
receptores, a mensajeros no proteicos, enzimas y factores de transcripcion. Las moléculas
(Ilamadas segundos mensajeros) no proteicas incluyen a los nucledtidos ciclicos, ERO, moléculas
de origen lipidico y calcio. Los receptores, como ya se describié anteriormente, perciben un
estimulo y son el primer eslab6on en la cascada de sefializacion. A continuacién, se activan
moléculas secretadas internamente que transmiten y amplifican la sefal del receptor hacia otras
proteinas.

En las células vegetales, dos de los principales elementos en la transduccién de sefiales son los
flujos de Ca?* y las cinasas de proteinas, los cuales estan involucrados en muchos procesos que
afectan la actividad de cientos de enzimas. Las sefales pueden activar corriente abajo a varias
rutas que actlan cooperativa y sinérgicamente para llevar a la respuesta final, que puede ser la
activacion de enzimas y/o de factores de transcripcion.

A continuacioén se describen algunos de los elementos responsables de la transduccién de

sefales que son relevantes en la interaccién planta-patégeno.

1.2.1 Las cascadas de MAP cinasas

Uno de los mecanismos que conduce a la activacion de las respuestas de defensa consiste en la
sefializacion por cascadas de MAP cinasas. Las MAP cinasas son enzimas citosdlicas que tienen
como objetivo transducir estimulos externos percibidos por receptores membranales mediante
una serie de reacciones de fosforilacion (Gechev y Hille, 2005) en respuesta a procesos de
desarrollo o condiciones tanto de estrés abi6tico como bidtico (Ichimura et al.,, 2006). Este
sistema de transduccion de sefiales se conforma de tres elementos: la MAPKKK (cinasa de la
cinasa de la MAPK), la MAPKK (cinasa de la MAPK) y la MAPK (MAPK); la secuencia indica el
orden en que los componentes se van activando consecutivamente mediante las reacciones de
fosforilacion (Zhang y Klessig, 2001). Existen multiples miembros de cada uno de los tres
elementos de estas cinasas en la célula que contribuyen de manera especifica a la transduccion
de sefiales (Mizoguchi et al., 1997; Zhang et al., 2000). En el genoma de Arabidopsis se han

identificado aproximadamente 20 MAPKSs diferentes (Ichimura et al., 2002).
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Se sabe que durante la estimulacion con distintos evocadores derivados de hongos y bacterias,
asi como en respuesta a infecciones, las plantas activan elementos de las cascadas de MAP
cinasas, lo que ha llevado a conocer su participacion en la activacion de respuestas de defensa
(Cardinale et al., 2000; Saucedo Garcia y Gavilanes Ruiz, 2005). Un ejemplo es el reporte de
Romeis (1999), que da evidencia de la activacién de las MAP cinasas conocidas como: SIPK
(cinasa de proteina inducida por acido salicilico) y WIPK (cinasa de proteina inducida por herida),
una vez que se ha dado el reconocimiento entre en producto de un gen de avirulencia Avr-9 del
patégeno Cladosporium fulvum y el correspondiente producto del gen de resistencia de tomate

Cf-9 expresado en Nicotiana tabacum.

1.2.2 Fitohormonas en la sefializacién de respuestas de defensa

Otros elementos que forman parte de las vias de sefializacién involucradas en multiples procesos
celulares incluyendo crecimiento, desarrollo, reproduccion, respuestas a estrés bidtico y abiotico,
son las fitohormonas (Pietersé et al., 2009). Las fitohormonas son moléculas pequefias que
actian como sefializadores, algunos ejemplos son: el acido salicilico (AS), el acido jasmaonico
(AJ), el etileno (ET), el acido abscisico (ABA), las citocininas, las auxinas, las giberelinas y los
brasinoesteroides (Bari y Jones, 2009). En particular AS, AJ y ET (Figura 1) tienen un papel
dominante en las respuestas de defensa, es por ello que en los Ultimos afios se han tenido
grandes avances en el entendimiento de las vias en las que participan, sin embargo, debido a la
complejidad de la interaccién entre las diferentes vias de sefializacion y su regulacion, los

mecanismos moleculares no han sido entendidos completamente.

Acido salicilico Acido jasménico Etileno

O OH O

OH

Ny N
SN,

COOH

Figura 1. Estructura quimica de algunas fitohormonas implicadas en las vias de sefializacion relacionadas
con la defensa en plantas.

Se ha visto que la infeccion de plantas con diversos patégenos resulta en cambios en los niveles
de fitohormonas. En diversos estudios se ha documentado que generalmente la produccion de

AS esta asociada a la activacion de respuestas de defensa contra patdgenos bibtrofos y
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hemibiétrofos (Glazebrook, 2005; An y Mou, 2011). Ademas, esta fitohormona es un elemento
esencial para desencadenar la respuesta sistémica adquirida (RSA), la cual permite que se
activen respuestas de defensa en zonas distantes al sitio de infeccion con el propdsito de tener
un efecto protector en tejidos no dafiados (Park et al., 2007). Un componente importante de la
sefalizacién por AS es el elemento regulatorio NPR1 (Non-Expressor of PR genes), el cual
interacciona con factores de transcripcién que estan involucrados en activar a genes responsivos
de la via como PR-1 y PR-5 (Dong, 2004). Al mismo tiempo, NPR1 regula la supresion de la via
del AJ (Spoel et al., 2003).

Para el estudio de la participacion de las fitohormonas en las respuestas de inmunidad en las
plantas se ha recurrido al uso de diversas lineas mutantes generadas a partir de especies modelo
como Arabidopsis thaliana, en las cuales se ha comprometido la biosintesis de alguna de estas
moléculas, su reconocimiento o algun elemento de la sefializacion en la que participan. Por
ejemplo, las plantas transformadas con el trasgen nahG, cuyo producto degrada al AS, o plantas
gue presentan mutaciones en la ruta biosintética de esta fitohormona, son mas susceptibles al
ataque de patogenos (Gaffney et al., 1993; Wildermuth et al., 2001).

En contraste con el AS, el AJ y el ET estan cominmente asociados con la respuesta de defensa
contra patdgenos necrotrofos e insectos y se sabe que estas fitohormonas actian de manera
sinérgica. Lo anterior se ha evidenciado en Arabidopsis en donde para la expresion del gen que
codifica para una defensina (PDF1.2), se requiere la activacion de la via del AJ y del ET

simultdneamente (Penninckx et al., 1998).

1.2.3 Especies reactivas de oxigeno en la transduccion de sefiales

La produccion de ERO, como el i6n superdxido (O27) y el peréxido de hidrégeno (H20-), se
presenta tanto en la respuesta PTI como en la ETI. En general, los PAMPs inducen un aumento
temprano pero transitorio de ERO; mientras que el reconocimiento de un patégeno via la
interaccion gen-por-gen promueve un estallido oxidativo, que aunque ocurre a tiempos
tempranos, también se caracteriza por ser una acumulacion masiva de estas especies que se
mantiene por tiempos prolongados.

Existen diversas fuentes de ERO que participan activamente en la defensa contra patégenos. Un
ejemplo es la NADPH oxidasa (Torres et al., 2005), que junto con las peroxidasas de la pared
celular contribuyen al estallido oxidativo que se presenta en el apoplasto (Bolwell et al., 1998).
Estudios realizados con mutantes de la NADPH oxidasa han revelado la importancia de esta
fuente de produccion de ERO para el reconocimiento de los patégenos (Torres et al., 2002;

Zhang et al., 2007). Ademas del estallido oxidativo que se ha asociado con el apoplasto, también
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existen evidencias de la produccion de ERO intracelulares que tienen funciones en la defensa, en
particular en organelos como el cloroplasto, la mitocondria y los peroxisomas.

Algunas de las funciones que se le han atribuido a las ERO durante la interaccién planta-
patégeno son tener un efecto antimicrobiano directo sobre las células del patégeno, asi como
participar en el fortalecimiento de barreras estructurales favoreciendo el entrecruzamiento de las
glicoproteinas de la pared celular para limitar la entrada del patégeno (Bradley et al., 1992).
Ademds, otras evidencias proponen la participacion de las ERO como sefalizadores
intracelulares, ya que debido a sus caracteristicas redox estas moléculas potencialmente pueden
inducir el control de factores de transcripcion mediante cambios redox y/o a su vez interaccionar
con otros componentes celulares de sefializacibon como cascadas de fosforilacion de MAP
cinasas, fitohormonas y sefializacion por calcio (Van Breusegem et al., 2001; Mazars et al., 2010;
Torres, 2010; Lachaud et al., 2011).

1.2.4 Bases de cadena larga como moléculas sefializadoras

Recientemente se ha descrito la funcion de sefalizacion de las bases de cadena larga (BCL).
Estas son moléculas lipidicas precursoras de esfingolipidos. Los trabajos de Ng et al. (2001) y
Coursol et al. (2003, 2005) establecieron que la esfingosina fosforilada (d18:1-P) y la
fitoesfingosina fosforilada (t18:1P), respectivamente, actian como moléculas sefializadoras
durante la sequia. Estas BCL fosforiladas regulan las actividades de canales idnicos en
Commelina communis y Arabidopsis thaliana, lo cual tiene implicaciones en el cierre de estomas.

Asi mismo, se ha estudiado la funcién de las BCL en la muerte celular que ocurre durante la
defensa contra patégenos (Lachaud et al., 2011; Saucedo-Garcia et al., 2011a). Si bien no se
conocen todos los eslabones que llevan a cabo la transduccién de la sefial mediada por estas
moléculas, cada vez se cuenta con mas evidencias para poder llegar a describir su mecanismo
de accion. En la siguiente seccion se profundizara mas acerca de las BCL y sus implicaciones en

la sefializacion durante la defensa contra patégenos.

1.3 La expresiéon de genes de defensa como un objetivo de las vias de sefalizacion para
lograr inmunidad

La activacion de sistemas de transduccion de sefiales después del reconocimiento del patégeno
resulta en la activacion de la expresién de cientos de genes que codifican para proteinas
involucradas en diversas funciones para contender el ataque de un patdégeno, ejemplos de ello
son:

(a) Proteinas que participan en estructurar barreras fisicas para el confinamiento del patdégeno

(Odjakova y Hadjiivanova, 2001).
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(b) Enzimas del metabolismo secundario para la sintesis de compuestos antimicrobianos.

(c) Proteinas relacionadas con patogenicidad (PRs).

De acuerdo con Antoniw et al. (1980), una PR es cualquier proteina sintetizada por las plantas en
respuesta a la infeccién de un patdégeno. Las PRs se distinguen por sus propiedades bioquimicas,
ya que éstas son proteinas de bajo peso molecular (6-43 kDa), termoestables y altamente
resistentes al ataque de proteasas (Edevra, 2005). Se localizan principalmente en vacuola y
apoplasto, siendo este ultimo el sitio principal para su acumulacién. Sin embargo, también se han
detectado PRs en las “papillae” de las paredes celulares que se forman en respuesta a los
patégenos (Bradley et al., 1992). Se ha comprobado que plantas transgénicas que sobreexpresan
PRs presentan una mayor resistencia al ataque de patégenos (Mauch et al., 1998) y que la
mayoria son inducidas por la accion de los compuestos sefializadores como &cido salicilico, &cido
jasmanico y/o etileno.

Las proteinas PR se han clasificado en 17 familias (Tabla 1) y se han agrupado de acuerdo a
diversas caracteristicas como secuencia primaria, actividad enzimética o biolégica (Van Loon et
al., 2006). En general se conoce que estas proteinas ejercen su efecto en contra del patégeno ya
gue tienen actividad antimicrobiana, algunas con actividad hidrolitica de compuestos de paredes

celulares o que son moléculas téxicas para el patogeno (Robert-Seilaniantz et al., 2011).

A continuacién se detallan las caracteristicas de algunas de las familias PR a las que pertenecen

los genes gue se estudian en este proyecto:

PR-1. Los genomas de las plantas contienen familias multigénicas que codifican para proteinas
tipo PR-1, las cuales se han clasificado de acuerdo a su punto isoeléctrico como &cidas o
basicas. Estas proteinas se caracterizan por presentar 35 % de identidad en la secuencia de
aminoacidos, asi como un dominio conservado PR-1, el cual esta formado por cuatro a-hélices y
cuatro B-plegadas (Van Loon et al., 2006). Aun cuando estas PRs se han clasificado en la misma
familia de acuerdo a su identidad en la secuencia, pueden tener diferente actividad biolégica.

El genoma de Arabidopsis contiene 22 genes que codifican para proteinas tipo PR-1, en
particular el gen con nimero de acceso At2g12610 se expresa en condiciones de infeccion con la
bacteria fitopatégena Pseudomonas syringae pv. tomato, con el hongo Alternaria brassicicola,
tras la infestacién con el insecto Pieris rapae, asi como con la aplicacién exdgena de acido
salicilico (Rogers y Ausubel, 1997). De acuerdo a lo anterior, se ha considerado la expresion de
este gen como marcador de la activacion la via de sefalizacion de la fitohormona AS.

Aunque no se sabe con certeza la funcion de las proteinas tipo PR-1, se ha propuesto que

poseen actividad antimicrobiana (Niderman et al., 1995) y esta claro que la induccién de la
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expresion de los genes que codifican para estas proteinas estd generalmente asociada a la

manifestaciéon de la HR. Estudios recientes sugieren la funcion de proteinas PR-1 como de

proteasa mediadora de la respuesta de muerte celular (Lu et al., 2012).

Tabla 1. Familia de proteinas relacionadas con patogenicidad (PR).

Familia Miembro representativo Funcion
PR-1 PR-12 de tabaco Desconocida
PR-2 PR-2 de tabaco B-1,3-glucanasa
PR-3 Py Q de tabaco Quitinasas clase I, 1I, IV, VI 'y VIII
PR-4 R de tabaco Proteinas de unidn a quitina
PR-5 S de tabaco Tipo taumatina
PR-6 Inhibidor del tomate Inhibidor de proteinasa
PR-7 Pso de tomate Endoproteinasa
PR-8 Quitinasa de calabaza Quitinasa clase Il
PR-9 Peroxidasa de tabaco Peroxidasa
PR-10 PR-10 de perejil Ribonucleasa
PR-11 Quitinasa clase V de tabaco Quitinasa clase V
PR-12 Rs-AFP3 de perejil Defensinas
PR-13 THI-2.1 de Arabidopsis Tioninas
PR-14 LTP4 de cebada Proteinas de transferencia de
lipidos
PR-15 OxOa de cebada Oxalato oxidasa
PR-16 OxOLP de cebada Tipo de oxalato oxidasa
PR-17 Prp27 de tabaco Desconocida

Tomada de Van Loon et al., 2006.

Defensinas. Corresponden a la familia PR-12 y también reciben el nombre de PR péptidos, ya

gue se caracterizan por ser polipéptidos de un peso molecular menor a los 10 kDa, cargados

positivamente y con ocho residuos de cisteina a lo largo de la cadena polipeptidica (Egorov y

Odintsova, 2012). El nombre defensina (con abreviacién PDF) fue dado debido a sus propiedades

antifingicas y/o antibacterianas determinadas in vitro (Thevissen et al., 2003). Tres tipos de
defensinas de A. thaliana han sido purificadas: AtPDF1, AtPDF2 y AtPDF3. La familia AtPDF1

esta compuesta por siete genes que codifican para las defensinas de la AtPDF1.1 a la AtPDF1.5.

Tres genes AtPDF1.2a, b y c codifican para el mismo péptido (AtPDF1.2).

Se ha reportado que se induce la expresion del gen AtPDF1.2a al infectar la planta con diversos

patdégenos y con tratamientos de ET y JA. Por esta razon, este gen se utiliza como un marcador
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para estudiar la respuesta de defensa mediada por las fitohormonas ET/JA (Lay y Anderson,
2005). Estudios en estos genes marcadores han dado la pauta para desarrollar la teoria de que la
resistencia contra patégenos necrétrofos esté relacionada con vias de sefializacién en las que
participan las fitohormonas ET y JA; mientras que la via del AS se activa en contra de patégenos
biétrofos principalmente (Manners et al., 1998; Sels et al., 2008).

Quitinasas: Estas enzimas hidrolizan quitina, que es el principal componente estructural de
paredes celulares de hongos, en unidades de N-acetilglucosamina, ya sea por ruptura de los
enlaces glucosidicos 1-3 0 1-4. La produccion de plantas transgénicas que sobreexpresan el gen
gue codifica la quitinasa han confirmado poseer resistencia al ataque de patégenos (Sharma et
al.,, 2011). p-quitinasa (At3g12500) es un gen de Arabidopsis que codifica para una quitinasa
bésica involucrada en las vias de sefializacion del ET y JA.

Se ha visto que cuando las respuestas de defensa que se activan no son suficientemente
efectivas para contender con el atague del patégeno, la siguiente estrategia es la muerte celular
del tejido vegetal infectado para evitar la diseminacion del patégeno (Morel y Dangl, 1997;
Greenberg y Yao, 2004). A continuacion se describe la muerte celular en el contexto de la

interaccion planta-patégeno con énfasis en la respuesta de hipersensibilidad.

1.4 La muerte celular programada en la defensa contra patdgenos

La muerte celular de tejidos del organismo hospedero ocurre en muchas de las interacciones
entre las plantas y los patégenos que las infectan (Dangl et al., 1996). Sin embargo, esta muerte
celular puede estar asociada tanto con la resistencia, como con la susceptibilidad a la infeccion,
dependiendo del estilo de vida del patdgeno y de las caracteristicas de la planta, es por ello que
resulta muy importante diferenciar los tipos de muerte celular que se presentan en los diversos
escenarios de la interaccién planta-patégeno. Para comenzar con esta distincion es necesario
mencionar que los organismos patdgenos se clasifican de acuerdo a su estilo de vida en
necrétrofos, biotrofos y hemibidtrofos (Greenberg, 1996, 1997; Wit, 2007). Los patdégenos
necrétrofos son aquellos que se benefician de los nutrimentos de las células vegetales, sin
requerir una activa participacion del hospedero, por lo que comunmente proliferan en tejidos
vegetales senescentes o con heridas (Morel y Dangl, 1997). Ademas, estos patdgenos
frecuentemente producen toxinas para destruir el tejido vegetal antes de la colonizacion (Wit,
2007). En este proceso de infeccion, el tipo de muerte celular involucrada es la necrosis la cual,
a diferencia de la muerte celular programada (MCP), se caracteriza por ser una muerte

descontrolada que se presenta generalmente tras la exposicion a compuestos altamente toxicos,
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estrés por intenso calor o frio o heridas trauméticas que causan un dafio inmediato en la
membrana u organelos celulares (Gilchrist, 1998).

Por otro lado, los patdgenos bidtrofos requieren de la planta viva para completar su ciclo de vida,
ya gue dependen de los nutrimentos del hospedero (Dangl y Jones, 2001); mientras que los
patdbgenos hemibiétrofos pueden actuar como bidtrofos o necrétrofos dependiendo de las
condiciones en que se encuentren, de acuerdo al tipo de hospedero o al particular estadio de su
ciclo de vida (Glazebrook, 2005). En el caso particular del ataque de tejidos vegetales por los
patégenos bidtrofos se presenta un tipo de MCP, que a diferencia de promover la proliferacion del
invasor, como ocurre en el caso de la infeccidon con patdgenos necrétrofos, esta asociada a la
defensa y se conoce como respuesta de hipersensibilidad (HR). Otra diferencia con la necrosis es
gue este tipo de muerte es programada, lo que involucra una secuencia de eventos que llevan a
la destruccion de las células de una manera organizada y controlada en respuesta a un estimulo
(Smirnoff, 2005; Reape et al., 2008). Lo anterior se logra mediante la activacion de una
magquinaria genéticamente regulada que requiere de una activa participacion del metabolismo
celular (Gilchrist, 1998).

1.4.1 Larespuesta de hipersensibilidad

La HR es un tipo de MCP que se puede observar macroscépicamente como una lesién de muerte
localizada en el sitio de infeccién por el patégeno (Agrios, 1997; Morel y Dangl, 1997; Mur et al.,
2008) y que tiene como funcién limitar el avance del organismo invasor restringiendo su acceso a
los nutrimentos y al agua provenientes de la planta (Figura 2) (Reape et al., 2008). Como ya se
menciond, de acuerdo a las caracteristicas de la HR, esta estrategia de defensa resulta exitosa
para contender el ataque de organismos biétrofos, ya que en el caso de necrétrofos la muerte de

tejido vegetal representa una ventaja para la proliferacion del patégeno (Glazebrook, 2005).

Figura 2. Respuesta de hipersensibilidad producida en Arabidopsis thaliana al ser expuesta al patégeno
Pseudomonas syringae DC3000 (avrRPM1).

Originalmente se creia que la HR se desencadenaba solamente por eventos de reconocimiento

de un gen de avirulencia del patégeno y el correspondiente gen de resistencia de la planta
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hospedera, en lo que se denomina resistencia gen-por-gen (Flor, 1971; Bent, 1996; Hammond-
Kosack y Jones, 1996); sin embargo, recientemente también se ha visto que la HR ocurre en
respuesta al reconocimiento de PAMPs como flagelina (Naito et al., 2007) o xilanasa (Bailey et
al.,, 1990). Diversos estudios han permitido ir caracterizando este tipo de MCP y se ha
determinado que la HR presenta caracteristicas de apoptosis en donde hay fragmentacién del
DNA, condensacion de la cromatina y pérdida del potencial de membrana (Greenberg y Yao,
2004), la célula también presenta cambios bioquimicos y morfolégicos que se presentan en la
autofagia como formacién de vesiculas de doble membrana y ruptura del tonoplasto (Talbot y
Kershaw, 2009). Debido a lo anterior, se ha postulado que la HR es una combinacién de los
principales tipos de muerte celular en donde la temporalidad de los eventos de sefializacion es
determinante para establecer el reclutamiento de las maquinarias celulares de muerte, ya sea por
muerte celular tipo apoptosis (para una muerte rapida) o por autofagia (para una muerte mas
lenta) dependiendo de las particularidades de la interaccion de la planta con el patégeno (Love et
al., 2008).

1.5 Ejemplos de respuestas de defensa activadas por PAMPs

1.5.1 Larespuesta de defensa desencadenada por la flagelina esta mediada por MAP
cinasas

La flagelina es una proteina estructural de los flagelos bacterianos, se sabe que actia como
PAMP vy por lo tanto, desencadena la respuesta de inmunidad PTI (Felix et al.,, 1999). Se ha
demostrado que el reconocimiento de esta proteina se lleva a cabo mediante la deteccion de una
secuencia muy conservada de 22 aminodacidos, que se encuentra cercana a la regién del amino
terminal y se denomina flg22 (Felix et al., 1999; Zipfel et al., 2004). La percepcion de esta
secuencia depende del receptor FLS2 (flagellin sensing), el cual es un receptor cinasa del tipo de
LRR-RLK (GOomez-Gémez y Boller, 2000). En los ultimos afios se han dilucidado diversos
elementos de la cadena de transduccion de sefiales que se presenta tras el reconocimiento de la
flagelina (o del péptido flg22). Se han identificado cambios transitorios en el flujo de iones, como
entrada de H* y salida de K* y CI a través de la membrana plasmatica (Felix et al., 1999).
Ademas, la flagelina induce el incremento de los niveles de Ca?* citosélico (Zimmermann et al.,
1997), la produccion de ERO (Felix et al., 1999; Gémez-Gomez et al., 1999) y la activacion de
cascadas de MAP cinasas (Nuhse et al., 2000). En particular, en Arabidopsis se ha estudiado que
en esta via se activan tanto la cinasa MPK6 como la MPK3, que a su vez son activadas por las
cinasas MKK4 y MKKS5, respectivamente, con una previa activacion de la MAPKKK MEKK1 (Asai
et al., 2002). También se sabe que los blancos de estas MAPK son factores de transcripcion de la
familia WRKY, especificamente WRKY22 y WRKY29 (Asai et al., 2002).
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Asi mismo, en la via de sefializacion por flagelina se ha determinado que se induce la activacion
de genes involucrados en la transduccion de sefiales y genes que codifican para proteinas con
potencial actividad antimicrobiana (Zipfel et al., 2004). De esta manera, ademas de la induccién
de genes involucrados con la defensa, el tratamiento con flagelina induce la activacion de
elementos relacionados con la amplificacion de la sefal y la detecciobn de posibles

microorganismos invasores.

1.5.2 La xilanasa como un elicitor fungico que induce la biosintesis de etileno

La xilanasa es una proteina fungica de 22 kDa que actia como PAMP. Esta enzima tiene
actividad de endo-1,4-B-D-xilanasa, por lo que actua cortando las cadenas de xilano de la pared
celular de plantas liberando xilobiosa y xilosa, como una estrategia del hongo para proliferar en el
tejido vegetal.

Se ha reportado que la xilanasa es capaz de elicitar lesiones tipo HR en plantas de tomate y
tabaco (Bailey et al., 1992; Yano et al.,, 1998; Ron et al., 2000) sin ser necesaria su actividad
enzimatica (Enkerli et al., 1999), ya que el reconocimiento de un pentapéptido por receptores
membranales de la célula vegetal es suficiente para desencadenar PTI (Rotblat et al.,, 2002).
También se ha probado que la xilanasa induce la biosintesis de etileno en hojas de Nicotiana
tabacum (Fuchs et al.,, 1989; Dean y Anderson, 1991), de ahi que se haya nombrado como
xilanasa inductora de etileno (EIX), mientras que el receptor membranal que la reconoce se
denomina LeiEIX y corresponde a un RLP (Ron y Avni, 2004). A pesar de que aln no se conocen
los elementos de la via de sefalizacion mediada por la xilanasa, se sugiere que la endocitosis del
receptor es lo que causa el inicio de la transduccion de la sefial (Bar y Avni, 2009). Las
manifestaciones de defensa inducidas por este PAMP son biosintesis de etileno, produccion de
fitoalexinas, produccion de PRs y HR (Bailey et al., 1990,1991,1992).

2. LOS ESFINGOLIPIDOS EN PLANTAS: MOLECULAS QUE PARTICIPAN EN LA
REGULACION DE LAS RESPUESTAS DE DEFENSA

Los esfingolipidos constituyen una clase de lipidos que se encuentra distribuida en membranas
celulares de eucariontes y en algunas bacterias (Sperling y Heinz, 2003). De acuerdo a su
estructura quimica, los esfingolipidos son moléculas anfipaticas que contienen dos cadenas
largas hidrofébicas que integran la porcién de ceramida y una cabeza polar. Una de las cadenas
hidrofébicas es una base esfingoidea o base de cadena larga (BCL) y la otra esta formada por un
acido graso; ambas estructuras estan unidas entre si por un enlace amida entre el grupo amino
de la BCL y el carboxilo del acido graso (Figura 3). Al grupo hidroxilo terminal de la BCL se

pueden unir grupos polares como: fosfatos, dando origen a ceramidas fosfato y hexosas,
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originando glucosilceramidas (GluCer), mientras que el enlace con un grupo inositol fosfato da
lugar a las inositol fosforilceramidas (IPC). En el caso en que el grupo polar esté constituido tanto
por un grupo inositol fosfato y un carbohidrato se generan las glucosilinositol fosfoceramidas
(GIPC) (Sperling y Heinz, 2003; Lynch y Dunn, 2004, Pata et al., 2010).

=
HOWN\N\M

HN

OWMM/M

Figura 3. Estructura de la ceramida integrada por una BCL y un &cido graso (Tomada de Dunn et al., 2004)

Debido a las numerosas posibilidades estructurales de los tres componentes ensamblados, los
esfingolipidos son moléculas muy diversas y con un alto grado de complejidad. Por ejemplo, los
acidos grasos y las BCL pueden variar tanto en el nimero de carbonos en las cadenas
hidrofébicas como en el nimero y la posicion de las insaturaciones, en la presencia de
hidroxilaciones o de metilaciones (Dunn et al.,, 2004). Gracias al desarrollo de nuevos
procedimientos de extraccion y andlisis se pudo determinar que en Arabidopsis las GIPC son las
especies predominantes, siendo su contenido de 64.4 % en hojas, en contraste con el contenido
de GluCer que representa un 30 % de los esfingolipidos totales (Markham et al., 2006; Markham
y Jaworsky, 2007).

En plantas se distinguen cuatro clases de esfingolipidos para su estudio: las BCL, las ceramidas,
las GIPC y las GluCer. Alun cuando las BCL y ceramidas son menos abundantes (10 veces
menos) que GIPC y GluCer, dichas moléculas y sus derivados fosforilados han cobrado gran
importancia debido a que se han identificado como moléculas sefializadoras (Pata et al., 2010).

2.2 Las bases de cadena larga, precursoras de esfingolipidos complejos.

Los precursores metabdlicos de los esfingolipidos complejos son las BCL, cuyas estructuras
constan de largas cadenas alquilicas de longitud variable (14-22 atomos de carbono) y de una
region polar constituida por un grupo amino en el C2 y al menos dos grupos hidroxilo en C1y C3.
Las cadenas alquilicas pueden presentar instauraciones en C4 y C8 (Karlsson, 1970). Las BCL
gue predominan en las plantas tienen una cadena hidrocarbonada de 18 &tomos de carbono y
difieren en el numero de hidroxilaciones, asi como en el numero, posicion y configuracion

estereoquimica de los dobles enlaces (Figura 4).

15



INTRODUCCION

2.3 Sintesis de esfingolipidos
Los esfingolipidos pueden ser formados por dos vias: la sintesis de novo o la via de salvamento.
En esta ultima, las ceramidas y BCL son liberadas de esfingolipidos complejos y reutilizadas para

sintesis de otros esfingolipidos (Hannun y Obeid, 2008).

4 N\
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Figura 4. Estructura de algunas BCL presentes en plantas (Adaptado de Sperling y Heinz, 2003).

La biosintesis de novo comienza en el reticulo endopldsmico con la condensacion de palmitoil-
CoA con L-serina para producir 3-cetoesfinganina; esta reaccion es catalizada por la enzima
serina palmitoiltransferasa (SPT), que es un heterodimero formado por las subunidades LCB1 y
LCB2 (Hanada, 2003). En un segundo paso, la 3-cetoesfinganina es reducida con NADPH via
una oxidoreductasa (3-cetoesfinganina reductasa) para dar esfinganina (Lynch y Dunn, 2004). En
una subsecuente reaccion alterna a la formacion de ceramida, la esfinganina puede ser
fosforilada por la esfinganina cinasa para formar esfinganina-1-fosfato. Para la formacion de
ceramida el grupo amino de la esfinganina es acilado mediante un enlace amida, este paso es
catalizado por la enzima esfinganina N-aciltransferasa también llamada ceramida sintasa.
Posteriormente, las ceramidas son transportadas al aparato de Golgi en donde son el sustrato de
otras enzimas para la insercidn de grupos polares y formar esfingolipidos complejos, por ejemplo,

mediante la adicion de un residuo de glucosa se forma la glucosilceramida (Figura 5).
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Una modificacion covalente que pueden sufrir las BCL es la hidroxilacion de la esfinganina
(d18:0) para formar fitoesfingosina (t18:0); esta reaccion es catalizada por las hidroxilasas de BCL
denominadas SBH. En el genoma de Arabidopsis hay dos genes SBH, SBH1 y SBH2 (Chen et
al., 2008).

L-Serina + palmitoil-CoA
Serina pamitoil transferasa SPT LCB1-LCB2a/LCB2b

[ OH
N F

0\\ /O
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OH X
B SBH/ HOW\A Esfinganina d18:0
HO/\‘/KI/\/\/\/\/\/\/\
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Figura 5. Ruta de la biosintesis de novo de esfingolipidos en plantas (Adaptada de Sperling y Heinz, 2003).

2.4 Fumonisina B: como inhibidor de la sintesis de esfingolipidos

Las fumonisinas son una familia de micotoxinas producidas por Fusarium verticillioides que
frecuentemente contaminan el maiz y otros granos. La toxina predominante de este grupo y la
mas potente por su toxicidad es la fumonisina B; (FB1) (Figura 6) (Desai et al., 2002). La
fumonisina B1 es un aminopentol con dos acidos tricarbalilicos unidos mediante un enlace éster a
la cadena hidrocarbonada. Esta fumonisina es un potente inhibidor competitivo de la ceramida
sintasa, la enzima que cataliza la acilacion de esfinganina en la biosintesis de novo de los
esfingolipidos (Figura 5). Por lo tanto, la inhibicion de esta enzima altera la sintesis de
esfingolipidos produciendo una acumulacion de BCL (Merrill et al., 1996). La inhibicion se debe a
las similitudes estructurales que presentan las BCL y la micotoxina. De acuerdo al modelo de
inhibicion, el aminopentol compite con el sustrato (las BCL), al mismo tiempo que los &cidos

tricarbalilicos interactiian con el enlace del &cido graso acil-CoA (Desai et al., 2002).
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Figura 6. Estructura de la fumonisina B1 (Merrill et al., 1996).

2.5 Funciones de los esfingolipidos en plantas

Mas alla de su funcion estructural en las membranas celulares, se ha evidenciado la participacion
de los esfingolipidos complejos como componentes de balsas lipidicas, en donde desempefian
funciones que resultan importantes para la distribucién y funcionamiento de proteinas, el trafico
celular y la transduccién de sefiales (Mongrand et al., 2004; Borner et al., 2005). Por otro lado, se
ha demostrado la importancia de los esfingolipidos en las etapas de crecimiento de las plantas
(Dietrich et al., 2008), ya que se ha probado que la supresién parcial de gen LCB1 por RNAIi da
como resultado reduccion de tamafio en las plantas y alteraciones en su morfologia (Chen et al.,
2006). Otra evidencia es la doble mutante sbhl-1 sbh2-1, que carece de BCL trihidroxiladas
debido a mutaciones en los genes que codifican para las hidroxilasas de BCL, que presenta
reduccion en el tamafio debido a defectos en la division celular (Chen et al., 2008).

Respecto a las funciones de las BCL, se ha documentado que el cierre de los estomas esta
mediado por la elevacion de los niveles de esfingosina fosforilada (d18:1-P) que afecta las
actividades de canales iénicos en Commelia communis y Arabidopsis thaliana (Ng et al., 2001;
Coursol et al., 2003; Coursol et al., 2005). También se sabe de la participacién de BCL en la
regulaciéon de la muerte celular (Shi et al., 2007) y en particular en la MCP que se presenta en la
inmunidad (Saucedo-Garcia et al.,, 2011), lo que da pie a analizar mas profundamente la

participacion de los esfingolipidos en la inmunidad contra patégenos.

2.6 Los esfingolipidos en las respuestas de defensa

Una evidencia de la participacion de los esfingolipidos en las respuestas de defensa es el trabajo
de Takahashi et al. (2009), quienes publicaron que la enzima SPT esta involucrada en la
resistencia a un patdégeno no hospedero. En este estudio se vio que la sobreexpresiéon del gen
LCB2, que codifica para una subunidad de la SPT (primera enzima de la sintesis de
esfingolipidos), provoca muerte celular en hojas de Nicotiana benthamiana. Ademas, se
determiné que la expresion del gen LCB2 es inducida por la infeccibn con un patégeno no

hospedero y que las plantas que no expresan el gen LCB2 presentan un mayor crecimiento del
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patégeno no hospedero. Estos resultados ponen en evidencia que la biosintesis de esfingolipidos
es necesaria para desencadenar respuestas de defensa contra un patégeno no hospedero. En
este trabajo, se sugirié la participacion de las BCL como mediadoras de la defensa, aunque no se
presentaron evidencias contundentes que comprobaran su papel en la inmunidad. En este
aspecto, el uso de micotoxinas ha contribuido al estudio y entendimiento de la participacién de las
BCL en la defensa contra patégenos. Al igual que las fumonisinas, producidas por el hongo
Fusarium verticillioides, las micotoxinas AAL producidas por Alternatia alternata f. sp. licopersici,
han sido caracterizadas como micotoxinas SAMs (sphinganine analog mycotoxins), ya que su
estructura es muy similar a la de la BCL esfinganina (Sanchez-Rangel y Plasencia, 2010). Ambas
micotoxinas son inhibidoras de la ceramida sintasa causando un bloqueo en la sintesis de
esfingolipidos complejos con una acumulacién de BCL (Abbas et al., 1994).

En este contexto, una de las primeras evidencias que propuso a la FB1 como inductora de
muerte celular tipo HR fue el trabajo de Stone et al., (2000). En este reporte se propuso que la
exposicion a esta micotoxina produce un fenotipo de muerte celular precedido de respuestas de
defensa como deposiciobn de calosa, produccion de ERO, acumulacién de camalexina y la
expresion del gen de defensa PR-1. Aunque en este caso no se atribuyo el efecto de induccion
de MCP a las BCL, independientemente se sabia que la FB;, al inhibir la ceramida sintasa de la
via de sintesis de novo de esfingolipidos, provocaba una acumulacién de BCL (Abbas et al.,
1994).

Tomando como evidencia los hallazgos anteriores, en los Ultimos afios se ha explorado la
participacién de las BCL como moléculas sefializadoras en una via que conduce a MCP-HR. En
el 2007 se reportdé que la acumulacion de BCL, y no la falta de esfingolipidos complejos, era
responsable de la induccion de MCP (Shi et al.,, 2007). En este trabajo se analiz6 la de
Arabidopsis fbrl1-1 que al ser expuesta a la FB1 no produce ERO y no manifesta MCP. FBR11-1
codifica para la subunidad LCB1 de la SPT, primera enzima de la via de sintesis de novo de
esfingolipidos, por lo tanto, con la mutacién de este gen la planta presentaba una atenuada
formacion de BCL en respuesta a la exposicion a la toxina. Recientemente, mas alla de confirmar
el papel de las BCL como moléculas sefalizadoras, se postuld a la esfinganina (d18:0) como la
molécula responsable de la induccién de muerte celular y se identificé a la MPK6 como un
transductor de sefiales corriente abajo de la acumulacién de esta BCL, asi como que este tipo de
MCP estaba ligado a reacciones de defensa contra patdgenos (Saucedo-Garcia et al., 2011a).

En otro estudio en el que se utilizo el sistema de células de tabaco, se demostré que la aplicacion
exdgena de esfinganina produce incrementos en la concentracién de calcio, tanto en el citosol
como en el ndcleo, asi como la induccibn de muerte celular (Lachaud et al.,, 2010).

Interesantemente, en este mismo estudio se logro identificar que el aumento en la concentracion
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de calcio en el nucleo constituye una sefial esencial para desencadenar la muerte celular. Lo
anterior sugiere una conexion entre la sefializacién por BCL y los incrementos de calcio para la
regulacién de la MCP, pero ademas este hallazgo es importante para la descripcion de una
posible bifurcacién de las vias de sefalizacion en las que participan las BCL. Un primer escenario
estaria relacionado con la manifestacién de muerte celular y otro con la expresion de reacciones
de defensa. Aunque esta bifurcacion de vias pareciera contradictoria, ambas tienen el mismo
objetivo: la sobrevivencia de la planta, sin embargo, ain no se conocen los elementos y
mecanismos implicados en la eleccion de una u otra via. En la figura 7 se presentan algunos de
los componentes hasta ahora descritos en la via de sefializacién que involucra BCL.

Por otra parte, el trabajo de Peer et al. (2010) aporté una evidencia importante de la participacion
de BCL en la respuesta de defensa contra patdgenos, ya que se detecto la acumulacion de estas
especies durante infeccién bacteriana en plantas de Arabidopsis. Interesantemente, la infeccién
con la cepa virulenta de Pseudomonas syringae pv. tomato, provocé un aumento rapido pero
transitorio de fitoesfingosina, mientras que en el caso de la infeccién con el patégeno avirulento,
la acumulacion de esta BCL fue sostenida. Estos aumentos con diferentes temporalidades
podrian reflejar la participacion de BCL tanto en la respuesta PTIl, como en la ETI, sin embargo,
no se han estudiado a profundidad las funciones de estas especies esfingoideas en los dos tipos

de inmunidad en plantas. Defepsa ~ Muerte

Pared celular

Apoplasto ”
? Membrana plasmatica
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oxidasa
ffica 2
? Transcripcién genes
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Figura 7. Modelo que considera los elementos conocidos de la via de transduccion de sefiales mediada por
las BCL. La acumulacién de BCL promueve la elevacion de Ca?* citosélico y nuclear, esta sefalizacién por
calcio promueve la formacién de ERO en la NADPH oxidasa. Asi mismo, los incrementos de BCL
promueven la activacion de MAP cinasas, incluyendo a la MPK®6, cuya activacion sefializa un posible
segundo estallido oxidativo procedente del cloroplasto. Paralelamente, se activa la transcripcion de genes
relacionados con defensa.
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En nuestro grupo de investigacion se ha estudiado el papel de las BCL en las respuestas de
defensa en plantas.

Inicialmente, se realizaron estudios que confirmaron que la exposicion de tejidos de Phaseolus
vulgaris y Arabidopsis thaliana a la toxina FB1 produce una lesién de muerte celular tipo HR, lo
cual sugiere una relacion entre el tratamiento con la toxina y la defensa, ya que la HR es una
respuesta tipica en las plantas para defenderse de patégenos biétrofos (Palacios Bahena, 2008;
Gonzalez Solis, 2009; Saucedo Garcia, 2011). Para profundizar en este efecto se realizaron
experimentos en donde se determind que la micotoxina confiere proteccion a la planta contra la
infeccion de patdégenos. En el caso de frijol, se vio que el tratamiento con FB1 disminuy6 el
tamafio de la lesion causada por el patbgeno Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Palacios
Bahena, 2008). A su vez, experimentos en plantulas de Arabidopsis thaliana comprobaron que
con un pretratamiento de 12 h con FB1l antes de la exposicibn al patégeno avirulento
Pseudomonas syringae pv. tomato, se lograba la disminucién del crecimiento del patdgeno, tanto
en la magnitud como la velocidad de su diseminacion (Lozano Rosas, 2010); estos resultados
apoyan la hipétesis de que la FB1 esta promoviendo la activacion de reacciones de defensa.

Ya con el antecedente de que la fumonisina B1 actia como un agente inhibidor de la sintesis de
esfingolipidos favorece la acumulacion de sus precursores, que son las BCL (Wang et al., 1991),
se realizaron experimentos para explorar la participacién de las BCL en la reacciones de defensa
desencadenadas por la FB1.

La primera evidencia que apoy6 la participacion de las BCL en la defensa, fue que la
fitoesfingosina se acumula de manera similar, en temporalidad y magnitud, tras la exposicién al
patégeno no hospedero Pseudomonas syringae pv. tomato y a la FB1 (Palacios Bahena, 2008).
Adicionalmente, nuestro laboratorio determiné la cinética de acumulacion de diversas BCL libres
y fosforiladas en Arabidopsis en presencia de FB1, lo cual revel6 que la esfinganina (d18:0) es la
especie que aumenta en mayor proporcion, sugiriendo su participacién como elemento inductor
de la MCP (Gonzélez Solis, 2009; Saucedo Garcia et al., 2011a).

Otra evidencia obtenida por nuestro grupo sobre la participacion de las BCL en la defensa contra
patégenos, fue la contribucion del gen LCB2a a la MCP inducida por FB1. Esto se logro gracias al
uso de la mutante de Arabidopsis Icb2a-1, la cual no presenta la subunidad LCB2a y por tanto, el
complejo LCB1-LCB2a de la SPT. Como resultado, esta mutante acumula menos BCL en
comparacion con plantas tipo silvestre con el tratamiento con FB1, ademas, presenta una muerte

celular programada muy atenuada en respuesta al tratamiento con la toxina.

Paralelamente, en nuestro laboratorio se han estudiado otras manifestaciones de defensa en

respuesta al tratamiento con FB1 y por tanto en asociacion con las BCL:
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o Activacion de MAP cinasas
Resultados en maiz y frijol sugieren que las MAP cinasas que se activan por BCL, son las
mismas inducidas por patdégenos en otras especies vegetales (Saucedo Garcia, 2007). En
Arabidopsis se identific6 a la MPK6 como la MAPK implicada en la sefalizaciéon por BCL
(Saucedo-Garcia et al., 2011a).

o Produccion de ERO

Se determin6é que la exposicion de embriones de maiz a la FB1 es capaz de estimular la
formacion del radical superoxido (Rodriguez Mejia, 2006), también se detectd la produccion de
H>O; tanto en frijol como en Arabidopsis a diferentes tiempos de la exposicion a esta micotoxina
(Gonzélez Solis, 2009; Tapia de Aquino, 2012). En concordancia con estos resultados, en
protoplastos de Arabidopsis se comprobé que BCL tanto enddgenas, como exdgenas,
incrementan la produccion del ion superéxido (Rodriguez-Mejia, no publicado).
Para confirmar que las BCL estan relacionadas con ERO y defensa, se utilizé el sistema de
células en suspension de Arabidopsis, en donde se prob6 que en condiciones de inhibiciéon de
sintesis de esfingolipidos, se abate la produccion de H.O durante la infeccion con el patégeno
avirulento Pseudomonas syringae DC3000 avrRPM1 (Rodriguez-Mejia, no publicado). Ademas,
en el sistema de frijol se verificé la cinética de produccién de H,O; en respuesta a la infeccion con
el patégeno no hospedero Pseudomonas syringae (Gonzalez Solis, 2009).
Finalmente, el uso de la mutante de Arabidopsis pfld 18-18 que produce una menor cantidad de
ERO en el cloroplasto, permitié determinar el papel de este organelo como importante fuente de
produccién de ERO durante la defensa (Tapia de Aquino, 2012).
En conjunto, todos estos resultados de la accion de las BCL y su relacién con varios parametros
clasicos de defensa, contribuyen a apoyar la participacion de estas moléculas en la inmunidad de

las plantas.
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HIPOTESIS

El aumento de BCL esté involucrado en uno de los modelos de inmunidad.

La via de sefalizacion mediada por la elevacion de BCL que conduce a la MCP-HR, involucra la

transcripcion selectiva de genes de defensa a través de vias mediadas por fitohormonas.

23



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Profundizar en el conocimiento de la participacion de las BCL en los mecanismos de inmunidad
en las plantas.

OBJETIVOS PARTICULARES

Utilizar mutantes de Arabidopsis thaliana en las que esta comprometida la via de sefalizacion por
BCL en respuesta a patdgenos. En esas mutantes:

a) Explorar la participacion de las BCL en respuestas de inmunidad inducidas por
PAMPs o por efectores a través de:
e Evaluar ETI en respuesta a la infeccién con las cepas avirulenta y virulenta del
patégeno Pseudomonas syringae DC3000.
o Evaluar PTI en respuesta a tratamientos con PAMPs (flagelina/flg22 y xilanasa).

e Evaluar el efecto de la acumulacién de BCL en respuesta al tratamiento con FB1.

En los tratamientos descritos, analizar:
e Las caracteristicas fenotipicas de manifestacion de muerte celular/ indice de dafio.
e Produccién de H20..
e Crecimiento bacteriano de las cepas avirulenta y virulenta del patégeno

Pseudomonas syringae DC3000 en plantulas, en presencia y ausencia de FB1.

b) Evaluar la expresiéon de genes de defensa marcadores de las vias del acido
salicilico, acido jasmodnico y etileno, en condiciones en las que hay diferentes
niveles de BCL.

* Establecer el sistema experimental para la deteccion de los transcritos de genes de
defensa: PR-1, PDF1.2, ACS-6, g-quitinasa.

* Determinar los niveles de transcritos de genes de defensa involucrados en diferentes vias

de sefializacion, en las plantas con y sin exposicion a FB1.

24



MATERIALES Y METODOS

MATERIALES Y METODOS

1. Material biolégico

En este estudio se utilizé la linea tipo silvestre (ecotipo Columbia-0) y cuatro lineas mutantes de
Arabidopsis thaliana: Ich2a-1, sbh1-1, mpk6 y pfld 18-18, que tienen defectos en la via de sintesis
de esfingolipidos, en la expresion de MAP cinasas o en la produccién de ERO en el cloroplasto
(Tabla 2). En el caso de la linea Icb2a-1 se trata de una mutante en el gen LCB2A, que codifica
para la subunidad LCB2A de la enzima serina palmitoiltransferasa (SPT), que cataliza la primera
reaccion de la via de sintesis de esfingolipidos en plantas (Tamura et al., 2001). En esta linea, el
gen LCB2A ha sufrido una interrupcién debido a la insercion de un transposén, dando un gen
inactivo que no se transcribe y que por lo tanto, no produce la proteina. Sin embargo, en esta
linea la SPT es alin activa, ya que las funciones de la subunidad LCB2A, que ya no es producida
a partir del gen LCB2A, son mantenidas por la subunidad LCB2B, cuyo gen esta intacto. Por otra
parte, la mutante sbhl-1 presenta inserciones de T-DNA en el gen que codifica para la hidroxilasa
1 de bases esfingoideas (SBH1). Por efecto de esta mutacién, esta linea presenta una
disminucion del 50 % en el contenido de BCL trihidroxiladas (Chen et al., 2008).

Tabla 2. Lineas de Arabidopsis thaliana utilizadas en este proyecto.

Nombre Genotipo Fenotipo Respuesta a FB1
Normal. Niveles
WT normales de BCL
Silvestre y de Acumulacién de BCL.
(Col-0)
esfingolipidos
complejos.
Insercion de un transposon en el , Normal. . .
: Niveles normales Resistencia a FB1.
lcb2a-1 gen LCB2A de la serina .
L de BCL y de Menor acumulacion de
palmitoiltransferasa (SPT) esfinqolipidos BCL que la WT
(Dietrich et al., 2008). goip a '
complejos.
Inserciones de T-DNA en el gen
sbh1-1 que codifica para la hidroxilasa 1 | Reduccion del
de bases esfingoideas (SBH1) 50 % de BCL Hipersensible a FB1
(Chen et al., 2008) trihidroxiladas.
Inserciones de T-DNA en el gen | Niveles normales
mpk6 que codifica para la MPK6 de esfingolipidos Resistencia a EB1

(Liu y Zhang, 2004; Saucedo- y BCL.
Garcia et al., 2011a).

. Produccion
Insercion del gen de la

pfld 18-18 flavodoxina atenuada de Menor produccién de
(Tognetti et al., 2006) ERO en el ERO que laWT.
cloroplasto.

La mutante mpk6, fue generada por inserciébn de T-DNA, por lo que esta linea no expresa a la

proteina MAP cinasa 6.
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Las plantas de la linea pfld 18-18 expresan a la proteina flavodoxina (FId) en el cloroplasto, la
cual tiene flavin mononucle6tidos como grupo prostético y cumple con la misma funcion que la
ferredoxina. La expresion de la flavodoxina le confiere a las plantas una menor produccién de

ERO en el cloroplasto (Tognetti et al., 2006; Zurbriggen et al., 2007)

Las lineas de Arabidopsis thaliana Icb2a-1 y sbhl-1 fueron generadas y generosamente
proporcionadas por el Dr. Edgar B. Cahoon, del Departamento de Bioguimica de la Universidad
de Nebraska, Lincoln EE.UU. La linea mpk6, correspondiente a la linea SALK-073907 (Liu y
Zhang, 2004), fue proporcionada por el Dr. Arturo Guevara Garcia del Instituto de Biotecnologia
de la UNAM vy la linea pfld 18-18 fue generada y donada por el Dr. Néstor Carillo del Instituto de

Biologia Molecular y Celular de la Universidad Nacional de Rosario, Argentina.

1.1 Cultivo de lineas de A. thaliana

1.1.1 Desinfeccién y siembra de las semillas de A. thaliana

Para su desinfeccion, las semillas se colocaron en un tubo eppendorf de 1.5 mL y se les agreg6 1
mL de una solucion comercial de NaHCIO, (Cloralex) 20 % y 1 uL de Tween 20 (cf 0.1 %). El tubo
con las semillas se agit6 vigorosamente por 20 min en un Mixer modelo 5432 Eppendorf y
posteriormente se centrifugd durante aproximadamente 10 s en una mini centrifuga (Labnet
modelo C-1200), el sobrenadante se eliminé con una micropipeta utilizando puntas estériles.

Las semillas se lavaron nuevamente con 1 mL de la solucién de NaHCIO4 al 20 % por 10 min con
agitacion vigorosa en un Mixer modelo 5432 Eppendorf. A continuacion, el tubo con las semillas
se centrifugé por aproximadamente 10 s en una mini centrifuga (Labnet modelo C-1200), el
sobrenadante se elimin6 con una micropipeta utilizando puntas estériles. Las semillas se
enjuagaron 5 veces consecutivas con 1 mL de agua estéril y con agitacion por 30 s hasta eliminar
completamente el NaHCIO4y el Tween 20. Cada vez se centrifug6 en una mini centrifuga (Labnet
modelo C-1200) por 10 s y se elimin6 el sobrenadante con una micropipeta. Después del ultimo
lavado se agreg6 agua estéril procurando cubrir totalmente a las semillas para que quedaran
suspendidas y pudieran depositarse con ayuda de la punta de una micropipeta, sobre el medio de
cultivo sélido de las cajas de Petri.

Las semillas desinfectadas se sembraron en cajas de Petri de 4 u 8 cm de diametro, sobre mallas
de nylon (63 micras de abertura de poro) en medio sélido de Gamborg B-5 suplementado con
sacarosa (Apéndice 2). Las cajas con las semillas sembradas se cubrieron con aluminio y se
mantuvieron por 48 h a 4 °C. Posteriormente, se transfirieron a una camara de incubacién a 22 °C
con un fotoperiodo de 16 h oscuridad/ 8 h de luz. Para realizar los experimentos se utilizaron las

plantulas de 3 semanas de edad.
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1.1.2 Resiembra de plantulas de A. thaliana en tierra

En el caso de plantas adultas, plantulas de 2 semanas de edad crecidas en medio de cultivo
fueron trasplantadas a macetas con una mezcla de sustratos Sunshine Mix 4, vermiculita y
agrolita (en proporciones 3/1/1, w/w/w) hidratados con agua estéril.

Las plantas se utilizaron para realizar los experimentos a las 16-20 semanas de edad.

Otra forma de obtener las plantas adultas fue a partir de la siembra de semillas directamente en
tierra en una maceta con la mezcla de sustratos mencionada anteriormente. Una vez

transcurridas tres a cuatro semanas se transplantaron de 1 o 2 plantas por maceta.

2. Ensayos de evaluacién de la participacién de las BCL en las respuestas de inmunidad
inducidas por PAMPs o por efectores

Se realizé la evaluacion de fenotipos de plantas silvestres y las lineas mutantes que fueron
sometidas a distintos tratamientos:

- Exposicion a FB1 para modificar los niveles enddégenos de BCL, y con ello lograr una
repercusién en la manifestacion de muerte celular inducida por esta toxina.

- Exposicién al patégeno avirulento Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 avrRPM1
(Pst DC3000 avrRPM1) o a la variante virulenta Pseudomonas syringae DC3000 (Pst
DC3000 vir) para evaluar la implicacién de las BCL en el esquema de inmunidad ETI.

- Exposicién a los PAMPs flagelina/flg22 y xilanasa para la evaluacion de la inmunidad PTI

fueron.

2.1 Infiltracion de las hojas adultas con MgCl,, FB1, el patégeno avirulento Pst DC3000
avrRPML1, el patdégeno virulento Pst DC3000 vir, la flagelina, el péptido flg22 y la xilanasa
Se utilizaron plantas de A. thaliana de 10-16 semanas de edad con apariencia sana, de las
diferentes lineas: silvestre, Ich2a-1, mpk6, sbh1-1y pfld18-18.

Se infiltraron alrededor de 12-14 hojas por planta en la parte media lateral derecha del envés, con
aproximadamente 20 uL de las soluciones o suspensiones del tratamiento deseado (Tabla 3).
Para la infiltracion se utilizé una jeringa de insulina de 1.0 mL y sin aguja, aplicando una ligera
presion sobre la hoja, para que la solucién penetrara en los intersticios intercelulares del tejido sin
gue la hoja se rompiera. Se llevo a cabo el registro de la evolucion de las lesiones producidas por
los tratamientos a través de fotografias, las observaciones de la magnitud de la lesién fueron

expresadas como indice de Dafio a distintos tiempos segun el tratamiento.
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Tabla 3. Tratamientos de infiltracion utilizados en hojas de plantas de A. thaliana.

Tratamiento Concentracion
Control (MgCly) 10 mM
FB1 10 uM

Pst DC3000 avrRPM1 1x10® 01 x10% UFC/mL

Pst DC3000 vir 1x10% 01 x10% UFC/mL
Flagelina 10 uM

Péptido flg22 10 uM

Xilanasa 3 mg/mL

2.2 Determinacién del indice de dafio

El progreso de la infeccion por un patégeno o de la lesion se evalué de acuerdo al indice de
dafio, que se se calcul6 asignando un valor conforme al tamafio e intensidad de la lesién en un
conjunto de hojas de diferentes plantas expuestas al tratamiento, para dar una muestra

representativa que se pudiera tratar estadisticamente.

2.2.1 Escala del indice de dafio

1+ 2+ 3+ 4+

Bacterias

FB1

|

|

Figura 8. Establecimiento de la escala que estima el grado de lesion en hojas de Arabidopsis thaliana
infiltradas con Pseudomonas syringae o con FB1. Se muestran las fotografias representativas que ilustran
el grado de la lesién que corresponde a cada punto de la escala de acuerdo al tratamiento. La infeccién con
las bacterias da lugar a una lesion tipica que inicia como una zona de color gris y con deshidratacion del
tejido, la cual va aumentando en intensidad hasta llegar a verse el tejido totalmente necrosado. La
infiltracion con FB1 da lugar a una lesién clorética (tipica coloracion amarilla), que va aumentando en
magnitud hasta llegar a una lesion muy parecida a la ocasionada por las bacterias. La fotografia fue tomada
con una camara Motic-100 acoplada a un microscopio de diseccion Zeigen.
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A cada lesion se le asigné un nimero o grado que fuera proporcional a la magnitud de la lesion
visible de acuerdo a la siguiente escala (Figura 8): 1+= 1-19 % de lesion en el sitio de infiltracion,
2+=20-39 %, 3 += 40-59 %, 4 +=60-79 %, 5 += 80-100 % (Yang et al., 2002).

El indice de dafio (ID) se calcul6 de acuerdo a la siguiente ecuacion:

D> (#hojasgradobx5) + (#hojasgradodx4) + (#hojasgrado3x3) + (# hojasgrado2x2) + (#hojasgradalxl)
#totaldehojas

2.3 Exposicién de las plantulas a flagelina por aspersién

Ademas del tratamiento por infiltracion con la flagelina también se recurrié a la exposicion de
plantulas por aspersion a este PAMP. Plantulas de las lineas silvestre, Icb2a-1, mpk6, sbhl-1y
pfld18-18 con una edad de 3 semanas fueron expuestas a una solucion de flagelina 10 pM,
aplicando alrededor de 8 a 10 aspersiones correspondientes a un volumen total de 1 mL de
solucién, procurando mantener el atomizador a una distancia de 15 cm de la caja de Petri, de tal

manera que todas las plantulas recibieran una cantidad similar de la solucion.

2.4 Deteccion in situ de H.O»

Se utiliz6 la técnica de tincién in situ con 3,3-diaminobencidina (DAB) para detectar el H.O-
generado en el tejido como una manifestacion de defensa. Esta técnica se basa en la formacién
de un precipitado color rojizo al contacto de H2O: con el reactivo DAB. El ensayo fue adaptado del
reportado por Thordal-Christensen et al., (1997). Para la visualizacién del precipitado formado fue
necesario decolorar el tejido vegetal con etanol

Se infiltraron hojas con MgCl; (control), FB4, flagelina, flg22, Pst DC3000 avrRPM1 o xilanasa (ver
concentraciones en la Tabla 3). Después de los tratamientos, las plantas se mantuvieron durante
24,48y 72 h a 22 °C con fotoperiodo 16 h luz/8 h oscuridad.

Posteriormente, las hojas infiltradas se cortaron e inmediatamente se introdujeron cada una en un
tubo eppendorf de 2 mL con la solucion de DAB (1 mg/mL pH 3.8) y se mantuvieron bajo luz
continua durante 2 h. Al terminar el tratamiento con DAB, las hojas se sumergieron en etanol al
96 % en ebullicion (74 °C), hasta que quedaran completamente decoloradas.

Una vez que el tejido fue completamente decolorado, las hojas se sacaron del etanol y se
colocaron en una caja de Petri (4 cm de diametro) con medio de hidratacién (Glicerol/H.O/Acido
acético 70/20/10, v/viv). Finalmente, se llevé a cabo el registro fotografico en una camara Motic

100 acoplada a un microscopio de diseccion Zeigen.
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2.5 Determinacion del crecimiento bacteriano

2.5.1 Exposicién de las plantulas a FB1

Una vez cultivadas las plantulas como se menciono, se procedio a exponerlas a la toxina FB1.
Esto se llevo a cabo transfiriendo la malla en donde fueron crecidas las plantulas a una nueva
placa con medio de Gamborg suplementado con FB1 10 uM o medio sin la toxina como control.
La exposicion se llevdé a cabo durante 12 h con fotoperiodo continuo previo al tratamiento de

infeccidén con los patdgenos.

2.5.2 Infeccion de las plantulas con los patégenos Pst DC3000 avrRPM1 y Pst DC3000 vir
La infeccién con los patdgenos se llevo a cabo como se detallé por Lozano Rosas (2010). A partir
de un cultivo fresco de los patégenos, P. syringae cepas avirulenta y virulenta, se preparé una
suspension bacteriana correspondiente a una concentracion de 1 x 108 UFC/mL (Apéndice 2). A
partir de esta suspension se hizo una dilucion 1:10 con MgCl, 10 mM/Silwet Cf 0.01 % (estéril)
para obtener una suspension bacteriana 1 x 10’ UFC/mL.

La infeccion de las plantulas se realizé por aspersion de cada una de las cajas aplicando de 8 a
10 aspersiones (correspondientes a 1 mL) manteniendo el atomizador a una distancia
aproximada de 15 cm, de tal manera que todas las plantulas recibieran una cantidad homogénea
de la soluciéon. Las plantulas infectadas se mantuvieron en camaras a 22 °C bajo fotoperiodo
continuo.

El conteo bacteriano se realizé al tiempo O (al término de la aspersién), a 24 y 48 h; para ello se
tomaron muestras de plantulas de entre 0.1 y 0.25 g de peso fresco. Las plantulas se lavaron con
etanol 70 % y con H>O estéril, posteriormente se colocaron en una bolsa de plastico (8 x 10 cm)
con 400 pL de MgCl, 10 mM (estéril) donde se trituraron con ayuda de un pistilo de mortero.

Al término de la maceracion del tejido se realiz6 una primera dilucion transfiriendo 200 uL del
homogenado a un tubo eppendorf con 800 uL de MgCl, 10 mM y se agité en un vortex. A partir de
esa suspension se hicieron una serie de diluciones sucesivas tomando 100 puL que fueron
transferidos a tubos eppendorf con 900 uL de MgCl, 10 mM, para tener diluciones
correspondientes a 10°, 10%, 102, 10% y 10%.

De cada dilucién, incluyendo el homogenado original, se tomaron 5 uL que se colocaron en una
caja de Petri con el medio B de King (con el antibiotico de acuerdo a la cepa de Pst). Este
procedimiento se realizd por triplicado para cada dilucion en condiciones de esterilidad. Las
placas se mantuvieron a 29 °C y a las 48 h se realizé el conteo de colonias.

Los resultados se analizaron estadisticamente mediante la prueba de t-Student para la
determinacion de las diferencias significativas del crecimiento bacteriano en las diferentes

condiciones evaluadas.
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3. Determinacion de los niveles de transcrito de los genes de defensa en respuesta al

tratamiento con FB1

3.1 Exposicién de plantulas a condiciones en donde hay acumulaciéon de BCL enddgenas

Para evaluar si la expresién de genes de defensa esté relacionada con las BCL, se recurrio al
tratamiento con la FB1 como estrategia para inducir la acumulacion endoégena de estas especies
guimicas. Lo primero que se realizo fue la evaluacion de los fenotipos de las plantulas de las

diferentes lineas tratadas con esta toxina.

3.1.1 Exposicién de plantulas a FB1

Las plantulas silvestres y mutantes de 3 semanas de edad se transfirieron en las mallas donde
fueron crecidas, a medio de Gamborg con FB1 10 uM y medio sin la toxina como control. La
exposicion a la toxina para la evaluacion de fenotipos se llevé a cabo durante 9 y 12 d con
fotoperiodo continuo. Una vez terminados los tratamientos, se evalu6 el fenotipo llevandose a
cabo el registro fotografico con una camara digital Nikon.

La exposicion a la FB; para el analisis de los transcritos de los genes de defensa se llevé a cabo
durante 12 y 24 h con fotoperiodo continuo. Una vez concluido el tratamiento, se recolectaron las

plantulas, se congelaron en N liquido y se almacenaron a -70 °C hasta su utilizacion.

3.2 Extraccion de DNA genémico

La extraccion de DNA gendmico se realiz6 a partir de plantulas silvestres de 3 semanas de edad.
Se sigui6 la metodologia reportada por Edwards et al. (1991) la cual esta disefiada especialmente
para extraer DNA gendmico de plantas para analisis por PCR.

El tejido vegetal (~0.2 g) se homogeniz6 en un mortero estéril agregando constantemente
nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino. El tejido pulverizado se transfiri6 a un tubo
eppendorf de 1.5 mL estéril con 400 uL de buffer de extraccion (Tris-HClI 200 mM/NaCl 250
mM/EDTA 25 mM/ SDS 0.5 %). El tubo se agit6 vigorosamente en vOrtex y se dejé reposar a
temperatura ambiente durante 1 h.

Posteriormente se centrifug6 a 13 000 rpm por 1 min a 4 °C en una centrifuga MiniSpin®
Eppendorf, el sobrenadante se transfiri6 a un nuevo tubo. Se afiadieron 300 uL de isopropanol
(99.9 %), se agitd en vortex y la muestra se mantuvo durante 2 min a temperatura ambiente.

En seguida se centrifugé durante 5 min a 13 000 rpm a 4 °C en una centrifuga MiniSpin®

Eppendorf y finalmente la pastilla se resuspendié en 100 uL de H>O estéril.
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3.3 Establecimiento de las condiciones para la amplificacion de los genes de defensa por
PCR

Con los oligonucleétidos reportados en la Tabla 4 se procedid al establecimiento de las
condiciones de amplificacion de los fragmentos de DNA a partir de DNA gendmico. Para ello se
probaron diferentes cantidades de molde, numero de ciclos y temperaturas de alineamiento.

Tabla 4. Secuencias de los oligonucle6tidos utilizados para la cuantificacion de los transcritos de
los genes de defensa.

Gen ::C'egg Secuencia del oligonucleétido Tm (°C) Lo(npgbi';ud
UBIQUITIN'S | AISG82250 | oy, o e TeAGDCOROACTTRCORGAGTAS | 683 |
PO | i [ S i
PR | ARgI9990 e GO TCOCAGA 21
PERL | mag12s00 0 ARG TATGOTICE 8 S
ACSS | mag11280 | Ry g ATCICABOOTGECTTOCAG 52

Tabla 5. Condiciones empleadas en las reacciones de PCR para la amplificacion de los
fragmentos de DNA de los genes de defensa.

Amplicon Desnaturalizacion Amplificacion PCR Extensién final

PR-1 (313 pb) 94 °C por 5 min Desnaturalizacién: 94 °C por 30 72 °C por 5 min
s
Alineamiento: 58 °C 1 min
Extension: 72 °C por 1 min
(33 ciclos)

PDF1.2 (82 pb) 94 °C por 5 min Desnaturalizacion: 94 °C 30 s 72 °C por 5 min

Alineamiento: 58 °C 1 min

Extension: 72 °C por 1 min
(30 ciclos)

B-quitinasa (59 pb) 94 °C por 5 min Desnaturalizacion: 94 °C por 30 72 °C por 5 min
s
Alineamiento: 58 °C por 1 min
Extension: 72 °C por 1 min
(30 ciclos)

ACS6 (70 pb) 94 °C por 5 min Desnaturalizacion: 94 °C 30 s 72 °C por 5 min
Alineamiento: 58 °C por 1 min
Extension: 72 °C por 1 min
(30 ciclos)

Ubiquitina 5 (446 pb) 94 °C por 5 min Desnaturalizacion: 94 °C 30 s 72 °C por 5 min

Alineamiento: 58 °C 1 min

Extension: 72 °C por 1 min
(23 ciclos)

Una vez que se tuvieron las condiciones adecuadas, se realizé la amplificacion de cada uno de
los genes de defensa analizados y de ubiquitina como control (Tabla 5). Las reacciones de PCR
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se realizaron en un volumen final de 20 uL con los componentes de acuerdo a la Tabla 6. Se
utilizé un termociclador marca Applied Biosystems modelo Gene AMp9700. Los productos de las
reacciones de amplificacion se visualizaron por electroforesis en geles de agarosa al 2 %.

Para confirmar que los fragmentos amplificados por PCR correspondian a los genes de interés se

realizé la clonacién de los productos de PCR y la secuenciacién del DNA plasmidico.

3.4 Clonacion de los fragmentos de DNA de los genes de defensa en el plasmido pGEM

A partir de geles de agarosa se cortaron las bandas correspondientes al amplicon de cada gen de
interés y se purificaron empleando el kit Zymoclean DNA Recovery® (Apéndice 1). La ligacion se
llevé a cabo con el vector pGEM-T Easy Vector (Promega), utilizando una relacion aproximada de
inserto:vector de 3:1. Para la ligacion se mezclaron 5 uL de 2X Rapid Ligation Buffer, 1 uL de
plasmido, 1 uL de T4 DNA ligasa (3U/uL). La mezcla se incub6 1 h a 37 °C.

3.4.1 Seleccion de las colonias transformantes

La transformacion de células competentes de E.coli DH50 se realiz6 mediante choque térmico
como se describe en el Apéndice 1. Para la seleccién de las colonias transformantes se utilizé el
medio LB/ampicilina/IPTG/X-Gal. Las cajas se incubaron por 24 h a 37 °C y se seleccionaron las
colonias color blanco las cuales son las que contienen el plasmido recombinante. Para comprobar
la transformacién, se sembraron colonias en 3 mL medio LB liquido y se purifico el plasmido
mediante el procedimiento del kit ZYMO RESEARCH® (Apéndice 1).

Posteriormente, 200 ng del plasmido se digirieron con 1 unidad de EcoR1 en un volumen final de
20 puL y se incubo a 37 °C por 2 h. Los productos de la digestion se visualizaron por electroforesis
en un gel de agarosa al 1.5 %. Posteriormente, los plasmidos recombinantes se secuenciaron
para confirmar la identidad.

La secuenciacion del DNA plasmidico se llevd a cabo en un secuenciador Perkin ElImer/Applied
Biosystems Modelo 3730 ubicado en la Unidad de Secuenciacién del Instituto de Biotecnologia
de la UNAM.

3.5 Extraccion de RNA
La extraccion de Se realiz6 RNA total se realizo a partir de plantulas de 3 semanas de edad. Las
muestras incluyeron tanto los tratamientos con FB, a 12 y 24 h como sus respectivos controles.

El tejido vegetal (~0.2-0.3 g) se pulverizé en mortero estéril agregando continuamente nitrégeno
liquido hasta obtener un polvo fino. El tejido pulverizado se transfiri6 con ayuda de una espétula a

tubos eppendorf de 1.5 mL con 1 mL de Trizol (Invitrogen, No. Cat. 15596-026). Se agitaron los
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tubos en el vortex durante 3 min, y se incubaron durante 5 min a temperatura ambiente y se
centrifugaron a 14 000 rpm durante 10 min a 4 °C en una centrifuga MiniSpin® Eppendorf.

El sobrenadante se transfirié a otro tubo eppendorf de 1.5 mL con ayuda de una micropipeta. Los
tubos se incubaron durante 5 min a 30 °C y se les adicionaron 200 uL de cloroformo 99.95% (JT
Baker 9180-03), para después centrifugarlos a 14 000 rpm durante 15 min a 4 °C en una
centrifuga MiniSpin® Eppendorf. Se recuperd la fase acuosa y se agregaron 500 ulL de
isopropanol 99.9 % frio (JT Baker 9084-03). En seguida los tubos se incubaron durante 10 min a
temperatura ambiente y se centrifugaron a 12 000 rpm por 10 min a 4 °C en una centrifuga
MiniSpin® Eppendorf.

El sobrenadante se elimind invirtiendo el tubo y la pastilla se lavdo con 1 mL de Etanol 70%,
posteriormente se centrifug6é a 14 000 rpm por 5 min a 4 °C en una centrifuga MiniSpin®
Eppendorf. Los lavados con etanol se repitieron 3 veces. Finalmente, la pastilla se resuspendié en
40 pL de H,O-DEPC.

La cuantificacion de RNA se realiz6 utilizando en NANODROP 2000® Thermo Scientific y la

integridad del RNA se verificd en geles de agarosa desnaturalizantes.

3.6 Geles desnaturalizantes de RNA

Se prepararon geles de agarosa con la siguiente composicion: agarosa 2 %/ MAE pH 7.0 1X/
Formaldehido 3 %/ bromuro de etidio 0.1 pug/ mL. En estos geles se cargaron las muestras de
RNA previamente desnaturalizadas. La desnaturalizacién de las muestras de RNA se realizd
mezclando en un tubo eppendorf de 0.5 mL estéril, la cantidad de RNA correspondiente a 3 ug
con buffer de muestra FRB (Apéndice 2), en una relacion 3:15. Las muestras se calentaron
durante 10 min a 65° C y se mantivieron en hielo hasta ser cargados en el gel. Los geles se
corrieron en una cadmara de electroforesis con buffer MAE 1 X frio preparado con H,O-DEPC
(Apéndice 2) durante 45 min a 100 V. El gel se visualizé en un transiluminador de luz ultravioleta
Benchtop UV. El registro de la imagen se realizé con un equipo Kodak Image Station modelo
400R-PRO.
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3.7 Reacciones de RT-PCR

3.7.1 Sintesis de cDNA

A partir del RNA obtenido se realiz6 la reaccion de RT en la cual la transcriptasa reversa sintetiza
cDNA a partir del RNA mensajero. Las reacciones para obtener el cDNA se efectuaron en tubos
eppendorf estériles de 0.5 mL a los cuales se agreg6: 1 uL de dNTPs 10 mM, 1 uL de Oligo dT 60
uM, el volumen necesario para tener 3 ug de RNA y la cantidad necesaria de H,O-DEPC para
completar un volumen final de 10 pL.

Todos los componentes se mezclaron y se centrifugaron en una mini centrifuga (Labnet modelo
C-1200) para colectar todos los componentes en el fondo del tubo. Posteriormente, los tubos se
incubaron en heatblock a 70 °C durante 10 min y se colocaron en hielo. A cada tubo se afiadieron
2 uL de buffer M-MLV Transcriptasa reversa, 1 uL de M-MLV transcriptasa reversa (SIGMA
M1302) y 7 pL de H,O-DEPC.

Los tubos se incubaron a temperatura ambiente durante 10 min y posteriormente a 37 °C durante
50 min. En seguida se calentaron en un heatblock a 80 °C por 1 min para desnaturalizar a la
enzima y finalmente se agregaron 80 uL de H.O estéril a cada tubo. EI cDNA obtenido se

almaceno a -20 °C hasta el momento de su uso.

3.7.2 Reacciones de PCR

A partir de 4 uL de cDNA de cada muestra se realizé la amplificacién de los transcritos de genes
de defensa PR-1, PDF1.2, p-quitinasa y ACS6, utilizando ubiquitina 5 como control de carga ya
gue este gen no muestra variacion en su expresion en respuesta al tratamiento con FB1.

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 20 pL con los reactivos indicados en la
Tabla 6. La amplificacion se llevé a cabo en el termociclador GeneAmp9700 de la marca Applied
Biosystems. Las condiciones del termociclador para la amplificacion de cada gen asi como las
temperaturas de alineamiento para cada par de oligonucle6tidos se muestran en la Tabla 5. Las
secuencias de los oligonucleétidos que se emplearon para estas reacciones se reportan en la
Tabla 4.
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Tabla 6. Reactivos utilizados para la preparacion de la mezcla de reaccion para PCR.

Reactivo Volumen (pL)
Buffer 5 X Go Taq + Mg?* (1.5 mM) 4
dNTPs (10 mM) 0.6
Oligonucleétido Forward 0.5
(Concentracion en la reaccion) 0.25 uM
Oligonucledtido Reverse 0.5
(Concentracion en la reaccion) 0.25 uM
Taq Polimerasa Thermus aquaticus 0.3
expresada en E.coli
cDNA ~4
H>0 esteéril (c.b.p 20 ulL) 10.1

Para la electroforesis se cargaron 10 uL de cada reaccion en un gel de agarosa al 2 % (TBE 1X/
bromuro de etidio 0.26 ug/mL), utilizando TBE 1X como buffer de corrida, a 100 V durante 30 min.
El gel se observo en un transiluminador Benchtop UV y la imagen del gel se captur6 en el equipo
KODAK Image Station modelo 400R-PRO. El andlisis de la densitometria de las bandas de los

amplicones se realiz6 con el software Carestream 5.0
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En este trabajo se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana en dos estadios de desarrollo, el
primero corresponde a plantulas de 3 semanas de edad crecidas en caja de Petri y el segundo a
plantas de entre 16 y 20 semanas de edad crecidas en maceta. Cada uno de estos sistemas
presenta diferentes ventajas para evaluar la participacion de las BCL en relaciébn con las
respuestas de defensa.

Con el sistema de plantulas se requiere un menor tiempo para el crecimiento, se logra concentrar
un mayor nimero de plantas en menos espacio para cada experimento y se puede analizar el
fenotipo de varias maneras sencillas. Ademas de estas ventajas, un aspecto fundamental para
este trabajo es que ya se conoce, para el genotipo silvestre y la linea mutante Ich2a-1, la cinética
de acumulacion de BCL en respuesta al tratamiento de FB1 (Saucedo et al., 2011a). Asi mismo,
utilizando plantulas se determiné el efecto de la FB1 en la proliferacién bacteriana al infectar
plantas de las lineas WT, Icb2a-1, mpk6 y pfld 18-18, con las cepas virulenta y avirulenta de
Pseudomonas syringae (Lozano Rosas, 2010; Coronel Roméan, 2011).

Por su parte, el sistema de plantas adultas resulta adecuado para la observacion de la respuesta
tipo HR al infiltrar directamente en las hojas las diversas sustancias a evaluar y permite llevar a
cabo el andlisis de tinciones histoquimicas.

En los sistemas descritos anteriormente, se obtuvieron los resultados que a continuacion se
presentan divididos en dos partes. La primera parte estd enfocada al analisis de la participacion
de las BCL en los dos tipos de inmunidad, ETI y PTI. En general, en esta seccién se utilizaron
plantas adultas de diferentes lineas de Arabidopsis que presentan modificaciones genéticas que
afectan los niveles de BCL o bien lineas deficientes en algln elemento que participa en la via de
sefalizacién que involucra a estas especies lipidicas.

La segunda parte incluye los resultados del estudio de la expresion de genes relacionados con
las respuestas de defensa, en este caso los experimentos se llevaron a cabo en las mismas

lineas mutantes, pero en el sistema de plantulas de 3 semanas de edad.

1. Evaluacion de la participacion de las BCL en respuestas de inmunidad inducidas por
PAMPs o por efectores.

1.1 Fenotipos e Indice de Dafio de hojas de plantas tipo silvestres y mutantes adultas
expuestas a la FB1 y a las variantes avirulenta y virulenta del patégeno Pseudomonas
syringae.

Para tener evidencias de la participacion de las BCL en los modelos de inmunidad se recurrio al

sistema de plantas adultas, en el cual es posible evaluar la temporalidad y magnitud de la
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manifestacion de muerte celular en el tejido foliar en respuesta a la infeccion con las dos cepas
bacterianas. El objetivo fue ver si habia diferencias en la manifestacion de HR o enfermedad en
las lineas mutantes con alteraciones en los niveles enddgenos de BCL, que no expresan MPK6 o
tienen reducida la cantidad de ERO en el cloroplasto. En este escenario, la infeccion con el
patégeno avirulento se utilizO como estrategia para evaluar la manifestacion de una tipica
respuesta de HR y de inmunidad ETI. Por otro lado, el propdsito de infectar con la cepa virulenta
fue ver el comportamiento en las mutantes durante una interaccion de susceptibilidad.

Ademas, se recurrié a la infiltracién de la FB1 como estrategia para ver la contribucion de la
acumulacion de BCL en la manifestacion de la muerte celular.

Se infiltraron las hojas de plantas adultas con MgCl. (tratamiento control), con la FB1, con el
patdgeno avirulento o el patégeno virulento. Después de transcurridos los tiempos de tratamiento
a partir de la infiltracion (1, 2, 3, 4y 7 d), se realizé la observaciéon de 20-30 hojas provenientes de
2 o 3 plantas diferentes para la evaluacion del indice de dafio (ID) y se escogié una hoja
representativa para el registro fotografico. En el Apéndice 3 se muestran las tablas con los
valores de ID de las Figuras 9, 10, 11, 14 y 15, asi como los resultados de los analisis
estadisticos.

En la Figura 9 se presenta la grafica de la evaluacion del ID en las lineas mutantes a diferentes
tiempos post-infiltracion con la fumonisina. En general, se aprecia que al primer tiempo de
registro, que corresponde a las 24 hpi, el ID es de cero para todos los casos y que a partir de ese
tiempo los valores de intensidad de la lesiébn se incrementan, en diferentes magnitudes
dependiendo de la linea. En particular, en las hojas de plantas tipo silvestre se observo que la
magnitud de la lesion presenté un aumento continuo durante todos los tiempos analizados y que
finalmente a los 7 d el indice de dafio fue de 2.90.

En cuanto a la mutante Icb2a-1, a tiempos cortos de 2 y 3 d los valores fueron semejantes a los
presentados por las hojas de plantas WT. Mientras que a tiempos largos, de 4y 7 d, esta linea
mutante mostré indices de dafio de aproximadamente una unidad menores en comparacion con
la linea control, que representan una diferencia estadisticamente significativa.

En respuesta a la infiltracion con la FB1 la mutante sbhl-1 mostré las lesiones de mayor
magnitud y severidad, en los tiempos de observacién hasta 4 dias, en comparacion con las
demés lineas. El progreso de las lesiones fue muy similar en las mutantes mpk6 y pfld 18-18,
ambas mostraron valores equiparables, que ademdas siempre estuvieron por encima de los
indices presentados por el genotipo silvestre, pero por debajo de los mostrados por la linea sbhl-
1. Al dia 7 las lineas mpk6, pfld 18-18 y sbhl-1 no presentaron diferencia estadisticamente
significativa, teniendo valores de indice de dafio muy similares (4.01, 4.21 y 4.29

respectivamente).
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Figura 9. Progreso de la lesion de muerte celular inducida por FB1. Se muestra el indice de dafio en hojas
de plantas tipo silvestre y mutantes (Icb2a-1, mpk6, pfld 18-18 y sbh1-1). Las hojas de las plantas de las
diferentes lineas se infiltraron con FB1 10 uM. Alos 1, 2, 3, 4, y 7 dias después de la infiltracion, se calculé
del indice de dafio asignando un valor de acuerdo al tamafio y coloracién de la lesién en el sitio de
infiltracion (ver Materiales y Métodos). Se presentan los resultados del andlisis de un total de 20-30 hojas
provenientes de 2-3 plantas para cada linea. Los valores y analisis estadisticos se muestran en el Apéndice
3.

De la misma manera se realizdé el analisis de la evolucién de las lesiones utilizando hojas
infectadas con la cepa avirulenta o virulenta de la bacteria Pseudomonas syringae DC3000.
Inicialmente se utilizé un in6culo de cada cepa de 1 x 108 UFC/mL, los resultados utilizando esta
carga bacteriana para la infeccion se muestran en las Figuras 10 y 11. En general, en el caso de
ambos patdégenos se detecté que el desarrollo de la lesién se dio principalmente durante los
primeros 4 d después de la infiltracion, posteriormente de los 4 a 7 d hubo cambios muy sutiles
en los valores de indices de dafio.

El andlisis de la infeccion con la bacteria avirulenta (Figura 10) mostr6 que la cinética de
formacion de la lesion tipo HR fue muy similar entre las lineas de Arabidopsis durante los
primeros dias, a excepcion de lo ocurrido en la mutante Icb2a-1. Como se observa en la gréfica,
el valor inicial para las lineas WT, mpk6, pfld 18-18 y sbh1-1 fue cercano a 1y posteriormente se
fue incrementando hasta alcanzar, a los 4 dpi, valores de alrededor de 4. En el caso particular de
la mutante Icb2a-1, el ID al tiempo inicial de 24 h fue de 0.40, sin embargo a partir del segundo
tiempo de registro presentd el mismo comportamiento que las demas lineas hasta los 4 d. En el
ultimo tiempo de andlisis, correspondiente a los 7 dias, se registraron indices de dafio similares
para las hojas de plantas tipo silvestre (4.63) y mutante Icb2a-1 (4.55). Por debajo de estos

valores se encontrg a la mutante sbhl-1, la cual present6é un ID de 4.01. En contraste, las hojas
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de las lineas mpk6 y pfld 18-18 tuvieron valores mayores a la WT, de 4.81 y 5.00,
respectivamente. El analisis estadistico permiti6 observar que solamente existe diferencia
estadisticamente significativa entre los valores de indice de dafio de la mutante pfld 18-18 y sbhl-
1.
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Figura 10. Progreso de la lesién de muerte celular inducida por el patégeno avirulento en hojas de plantas
tipo silvestre y mutantes (Ich2a-1, mpk6, pfld 18-18 y sbh1-1). A los 1, 2, 3, 4 y 7 dias después de la
infiltracion con P. syringae DC3000 avrRPM1 (Pst avr) 1 x 108 UFC/mL, se calculé del indice de dafio
asignando un valor de acuerdo al tamafio y coloracion de la lesion en el sitio de infiltracion. Se presentan
los resultados del analisis de un total de 20-30 hojas provenientes de 2-3 plantas para cada linea. Los
valores y analisis estadisticos se muestran en el Apéndice 3.

En la Figura 11 se muestran los resultados de la infeccidon con patégeno virulento en donde se
aprecia que, de la misma manera que con los otros tratamientos, el mayor aumento en el ID
ocurrié en los 4 primeros dias después de la infiltracién y posteriormente los incrementos fueron
de menor magnitud.

Inicialmente, a las 24 h de infeccién las hojas de plantas silvestres registraron un ID de 0.13, que
aumentd progresivamente hasta un valor de 3.87, a los 4 dpi. La magnitud de las lesiones
permanecié sin grandes cambios hasta el tiempo final del experimento, en donde se tuvo un
indice de enfermedad de 3.88.

En comparacién con las hojas de plantas silvestres, las lineas mutantes presentaron valores
mayores en el tiempo inicial, sin embargo, en los tiempos de 2 y 3 dpi las magnitudes de los ID
fueron muy similares en todos los casos. A los 4 dias se registré un menor dafio en las hojas de
la mutante Icb2a-1. Al tiempo final de 7 d, aunque se perciben ligeras variaciones en el indice de
dafio de acuerdo a los valores registrados, solamente hay diferencia estadisticamente

significativa entre las mutantes Icb2a-1 y sbh1-1.
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Comparando las cinéticas de formacion de lesion con ambos patégenos se puede ver que las
diferencias se encontraron basicamente en las primeras 24 h después de la infeccion, ya que
posteriormente los valores fueron muy similares. En las etapas tempranas, la lesion que

evolucioné mas rapidamente fue la inducida por la bacteria avirulenta.
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Figura 11. Progreso de la lesion de muerte celular inducida por el patégeno virulento en hojas de plantas
tipo silvestre y mutantes (Ich2a-1, mpk6, pfld 18-18 y sbh1-1). A los 1, 2, 3, 4 y 7 dias después de la
infiltracion con P. syringae DC3000 (Pst vir) 1 x 108 UFC/mL, se calcul6 del indice de dafio asignando un
valor de acuerdo al tamafio y coloracién de la lesién en el sitio de infiltracion. Se presentan los resultados
del andlisis de un total de 20-30 hojas provenientes de 2-3 plantas para cada linea. Los valores y andlisis
estadisticos se muestran en el Apéndice 3.

En la Figura 12 se muestran los registros fotograficos de hojas representativas a los 4 dias
después de la infiltracién con los distintos tratamientos que se usaron para la determinacién del
indice de dafio. Las hojas infiltradas con el tratamiento control (MgCl,) se observaron sanas y sin
ninguna lesién. En contraste, a este tiempo ya fue evidente una lesion clorética en las hojas de
plantas silvestres infiltradas con FB1 al igual que en las lineas mpké6 y pfld 18-18. También hubo
lesion en la hoja de la mutante sbhl-1, sin embargo, en este caso ademas de las sefiales de
clorosis, ya se observo tejido seco en la zona del tratamiento. Por su parte, la linea Icb2a-1 a los
4 d no mostro signos de lesion.

Las hojas de todas las lineas mostraron lesiones ocasionadas por la infeccion con la bacteria
avirulenta. Estas lesiones resultaron muy parecidas entre si en cuanto a magnitud, en general se
observaron como un area del tejido deshidratado y de color grisaceo. Por otro lado, en la

infeccion con la bacteria virulenta se observé como una zona totalmente deshidratada y con una
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coloracion amarillenta tipica de marchitamiento, este fenotipo fue muy similar entre las hojas de
todas las lineas.

MgCl

WT

Icb2a-1

pfld 18-18

mpk6

sbhl-1

Figura 12. Efecto de las infiltraciones a los 4 d. Las hojas fueron infiltradas con MgCl. como control, FB1
(10 uM), P. syringae DC3000 avrRPM1 (Pst avr) 1 x 108 UFC/mL o P. syringae DC3000 (Pst vir) 1 x 108
UFC/mL. Se muestra una imagen representativa de 20-30 hojas infiltradas provenientes de por lo menos
tres plantas para cada linea.

El analisis fenotipico a un tiempo mas largo (7 dias post infiltracién) se muestra en la Figura 13,
nuevamente se hace evidente que el tratamiento control no indujo ningan dafio en las hojas
infiltradas. A este tiempo, las lesiones producidas por el tratamiento con FB1 fueron muy similares
entre las lineas WT, mpk6, pfld 18-18 y sbhl-1, observandose como una region deshidratada y
clorética. Sin embargo, en la mutante Icb2a-1, la lesién ocasionada por la toxina fue de menor
magnitud. Las infecciones con ambos patégenos dieron origen a lesiones que después de los 7 d
se observaron de apariencia muy similar, presentando una zona de muerte de tejido vegetal de

color amarillo y con apariencia de deshidratacion.
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Figura 13. Efecto de las infiltraciones a los 7 d. Las hojas fueron infiltradas con MgCl. como control, FB1
(10 uM), P. syringae DC3000 avrRPM1 (Pst avr) 1 x 108 UFC/mL o P. syringae DC3000 (Pst vir) 1 x 108
UFC/mL. Se muestra una imagen representativa de 20-30 hojas infiltradas provenientes de por lo menos
tres plantas para cada linea.

Debido a que con un inéculo bacteriano de 1 x 108 UFC/mL para llevar a cabo la infeccién no se
encontraron diferencias en el indice de dafio entre los diferentes genotipos, se probd una menor
concentracion de inéculo variando a 1 x 10°® UFC/mL para desafiar a las plantas con los
patdégenos. Evidentemente, la magnitud de la lesibn generada con esta nueva concentracion de
in6culo fue menor, lo cual se puede apreciar en que los indices de dafio alcanzados en este caso
variaron entre 0.0 y 1.13 (evaluando las infecciones con ambas cepas bacterianas), mientras que
con el in6culo mas concentrado se obtuvieron resultados entre 0.13y 5.0.

En la Figura 14 se presentan los resultados de la infeccion con la bacteria avirulenta. En este
caso, con la reduccion en la carga bacteriana inicial si se pudieron detectar diferencias en el ID
entre las lineas de Arabidopsis evaluadas. En general, al primer tiempo de observacion el ID fue
de 0 para todos los casos y posteriormente hubo incrementos graduales.

En el caso de la linea silvestre los valores fueron en aumento paulatino desde el segundo dia
hasta alcanzar un indice de dafio de 0.72 a los 7 dias. La mutante Icb2a-1, no presento lesiones
en respuesta al tratamiento durante los primeros dos dias de observacion, sin embargo,
posteriormente mostro valores de 0.15, 0.32 y 0.61 a los 3, 4 y 7 d, respectivamente. La linea
mpk6 tuvo valores por debajo de 0.10 hasta los 4 dias mientras que a los 7 dias registré 0.44 de

ID. Las otras dos lineas mutantes tuvieron indices de dafio muy similares cercanos a 0 desde el
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inicio del experimento hasta el dia 7. En este ultimo tiempo, las diferencias entre los ID son

estadisticamente significativas, excepto en el caso de las lineas silvestre y Icb2a-1.
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Figura 14. Progreso de la lesién de muerte celular inducida por el patégeno avirulento en hojas de plantas
tipo silvestre y mutantes (Icb2a-1, mpk6, pfld 18-18 y sbh1-1). A los 1, 2, 3, 4 y 7 dias después de la
infiltracion con P. syringae DC3000 avrRPM1 (Pst avr) 1 x 106 UFC/mL se calculé del indice de dafio
asignando un valor de acuerdo al tamafio y coloracion de la lesion en el sitio de infiltracién. Se presentan
los resultados del analisis de un total de 20-30 hojas provenientes de 2-3 plantas para cada linea. Los
valores y analisis estadisticos se muestran en el Apéndice 3.

En este mismo contexto, en la Figura 15 se presentan los resultados de la evaluacién del indice
de dafio en respuesta al tratamiento con el patégeno virulento. Se observa que la linea silvestre
inicid con un valor de 0 a las 24 hpi y posteriormente registré valores por encima de todas las
demas lineas hasta alcanzar un ID de 1.13 a los 7 d.. Por otra parte, la linea mpk6 presento
valores que fueron incrementando desde un valor de 0 hasta un méaximo registrado de 0.74. En
todos los tiempos, los ID de esta mutante estuvieron por debajo de los valores de la WT. Por otro
lado, las mutantes Icb2a-1, pfld 18-18 y sbh1-1 mostraron valores cercanos a cero durante todo el

tiempo de observacion después de la infeccion con la bacteria virulenta.
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Figura 15. Progreso de la lesion de muerte celular inducida por el patégeno virulento en hojas de plantas
tipo silvestre y mutantes (Ich2a-1, mpk6, pfld 18-18 y sbh1-1). A los 1, 2, 3, 4 y 7 dias después de la
infiltracion con P. syringae DC3000 (Pst vir) 1 x 108 UFC/mL se calculé del indice de dafio asignando un
valor de acuerdo al tamafio y coloracién de la lesion en el sitio de infiltracion. Se presentan los resultados
del andlisis de un total de 20-30 hojas provenientes de 2-3 plantas para cada linea. Los valores y andlisis
estadisticos se muestran en el Apéndice 3.

Una comparacién con los datos de las dos cepas bacterianas (Figuras 14 y 15), muestra que la
linea WT present6 valores muy similares entre ambas infecciones en tiempos cortos de hasta 3
dias. Posteriormente, a tiempos mas prolongados, de 4y 7 d, la infeccién con la bacteria virulenta
superd los valores de ID producidos por la infeccion con la cepa avirulenta.

En cuanto a la linea Icb2a-1, esta es la mutante que mostré los cambios mas significativos con las
dos infecciones, observandose una reduccion de los valores de ID en respuesta a la infeccion con
la bacteria virulenta en comparacién con lo ocurrido con la bacteria avirulenta.

Por su parte, la mutante mpk6 también presentd valores ligeramente superiores en el caso de la
infeccion con la cepa virulenta. Por su parte, tanto la linea pfld 18-18 como la sbhl- 1 con las dos

cepas mostraron valores cercanos a 0 durante todo el tiempo de la evaluacion.

1.2 Analisis del crecimiento del patbgeno Pseudomonas syringae cepas avirulenta y
virulenta en condiciones de acumulacién de BCL.

Continuando con el estudio del papel de las BCL en el contexto de los dos tipos de inmunidad, el
siguiente objetivo fue evaluar el efecto de una elevacion inducida de BCL enddgenas (por adicion
de FB1), en la proliferacién de los patégenos avirulento y virulento en plantulas infectadas. Para
ello se analizaron los resultados de experimentos de proliferacion bacteriana en plantulas que

fueron expuestas durante 12 h a la FB1, para inducir la elevacion de BCL, y posteriormente
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infectadas con el patdbgeno Pseudomonas syringae pv. tomato cepas DC3000 (virulenta) y cepa
DC3000 avrRPML1 (avirulenta) (Lozano Rosas, 2010; Coronel Roman, 2011).

En el Apéndice 3 se presentan los resultados de las cargas bacterianas iniciales al momento de
la infeccion para cada linea de Arabidopsis.

En la Figura 16 se muestran los resultados de la proliferacion bacteriana a las 24 h después de la
infeccion. A este tiempo, la linea silvestre present6 un crecimiento de la bacteria avirulenta de 4.6
log UFC/g de tejido. Sin embargo, cuando las plantulas fueron tratadas con FB1, previamente al
desafio con las bacterias, el crecimiento bacteriano resultd ser un orden de magnitud menor en
comparacion con el control sin la toxina, siendo las diferencias entre estos valores
estadisticamente significativas. Con respecto al crecimiento de la cepa virulenta en la WT, el
crecimiento de este patégeno mostré valores muy similares (7.1 y 6.8 log UFC/g tejido), en las
condiciones con y sin FB1 respectivamente. Sin embargo, al contrastar los datos obtenidos con
los dos patégenos, se observd que los crecimientos del patdgeno virulento fueron dos 6rdenes de
magnitud superiores en relacidn con el patégeno avirulento.

En cuanto a la mutante Icb2a-1, los niveles de la proliferacién del patégeno avirulento resultaron
idénticos tanto en las muestras control como en las plantulas previamente tratadas con FB1. Asi
mismo, los conteos del patdgeno virulento en las dos condiciones fueron valores muy similares,
de 7.7 y 8.0 log UFC/g tejido. No obstante, la comparacion entre los crecimientos de ambas
cepas mostré un incremento en el crecimiento del patégeno virulento de 3 6rdenes de magnitud
en comparacion con el avirulento.

De manera similar, las muestras de la mutante mpk6 tuvieron cargas bacterianas parecidas en las
condiciones control y con la FB1, con ambos patdégenos. Mientras que la proliferacion del
patégeno virulento estuvo 2 6Ordenes de magnitud por encima del crecimiento de la cepa
avirulenta.

Para la mutante pfld 18-18, los valores de los conteos del crecimiento bacteriano de Pst avr,
obtenidos en ausencia y presencia de FB1, fueron log 7.7 y 8.4 UFC/ g tejido, respectivamente.
Estos datos resultaron mayores que los del patdégeno virulento (log 6.6 y 7.3 UFC/ g tejido, sin y

con exposicion a la FB1, respectivamente).

Por dltimo, la mutante sbhl1-1 registr6 niveles de la bacteria avirulenta de log 5.1 UFC/ g tejido,
mientras que las muestras de plantulas expuestas a FB1, presentaron un crecimiento de log 3.9
UFC/ g tejido, lo que representa una diferencia significativa de alrededor de un orden de magnitud
por debajo del conteo del mismo patdgeno en las plantulas control. Los resultados de la infeccién
con el patdégeno virulento presentaron valores similares de log 6.6 y 6.9 UFC/ g tejido para las

muestras control y tratadas, respectivamente.
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Figura 16. Crecimiento del patbgeno Pseudomonas syringae Pst DC3000 avrRPM1 o Pst DC3000 en
plantulas de Arabidopsis thaliana con exposicién previa a la FB1. Las plantulas de los genotipos WT, Icb2a-
1, mpk6, pfld 18-18 y sbhl-1 fueron expuestas por 12 h a la toxina FB1 y enseguida se les aplicé por
aspersion un inéculo bacteriano de 1 x 107 UFC/mL de Pseudomonas syringae cepa avirulenta DC3000
avrRPM1 (Pst avr) o cepa virulenta DC3000 (Pst vir). El crecimiento bacteriano se determiné a las 24 h. Se
muestran los promedios * ES, n=6. Los asteriscos indican las diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05 t-Student).

Haciendo una comparacion entre las diferentes lineas de Arabidopsis, se observan valores
similares de crecimiento de la bacteria avirulenta entre las lineas WT, Icb2a-1, mpk6 y sbh1-1 que
presentan valores de 4.6, 3.9. 4.3 y 5.1 log UFC/mL, respectivamente. Por otro lado, el maximo
valor de proliferacion de esta cepa se presentd en el caso de la mutante pfld 18-18 donde se
obtuvo una cifra de 7.7 log UFC/mL. Las Unicas lineas en donde se observan diferencias
estadisticamente significativas entre el control y el tratamiento con la FB1 son la linea tipo
silvestre y la mutante sbh1-1.

La tendencia general del crecimiento bacteriano de la cepa virulenta est4 por arriba de los
valores de la cepa avirulenta. De estos valores, se destaca que solamente se encontraron
diferencias entre el control y el tratamiento en el caso de la mutante pfld 18-18.

1.3 Evaluacioén de la participacion de las BCL en respuestas de inmunidad inducidas por
PAMPs.

Para conocer si las BCL enddgenas contribuyen a la sefializacion en las respuestas de defensa
gue se presentan en el tipo de inmunidad PTI, la estrategia usada fue la exponer las diferentes
mutantes a PAMPs conocidos. La flagelina fue la primera opcion para el estudio de la
participacién de las BCL en la inmunidad PTI, debido a que se conoce muy bien su receptor

membranal y la cascada de sefializacion que desencadena. Asi, como una primera aproximacion
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se utilizé la flagelina purificada de Salmonella typhimurium para investigar su efecto en el fenotipo
de las diferentes lineas de Arabidopsis estudiadas. A continuacion se detallan los resultados
obtenidos.

1.3.1 Evaluacién de la muerte celular producida por la flagelina en la linea silvestre de A.
thaliana.

Para detectar muerte celular como parametro de evaluacién del efecto de la flagelina, se
examinaron los fenotipos tanto de plantulas de 3 semanas de edad (Figura 17) como de hojas de
plantas adultas (Figura 18) expuestas a este PAMP. En la Figura 17 se observan los fenotipos de
las plantulas que fueron asperjadas con la flagelina y sus respectivos controles. Como es
evidente, en este experimento no se observé ningun efecto del tratamiento durante 7 d, que
corresponde al tiempo mas largo analizado.

Ya que en el sistema de plantulas no fue posible detectar algun efecto del tratamiento, la
siguiente estrategia consistid en la infiltracion de la flagelina directamente en hojas adultas de
plantas silvestres esperando detectar lesiones de muerte celular tipo HR (Figura 18). Sin embargo
tampoco se detectaron sefiales de muerte celular a los 7 dias post-exposicién y tampoco a

tiempos mas largos (13 d, resultados no mostrados).

Debido a que no se observd ninguna manifestacion de muerte celular utilizando la flagelina
purificada de Salmonella typhymurium, como alternativa se recurrié al uso del péptido flg22, el
cual corresponde a la minima secuencia de aminoacidos capaz de iniciar la respuesta de
defensa. Se examiné el fenotipo de hojas de plantas WT infiltradas y el resultado fue que este
evocador tampoco indujo la aparicion de sefiales de muerte celular hasta tiempos largos (14 d) de

observacion (Resultado no mostrado).
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WT | Ich2a-1 mpk6 | sbh1-1 |  pfid

Control
(MgCl,)

Flagelina

Figura 17. Efecto de la flagelina en el fenotipo de plantulas de Arabidopsis thaliana. Plantulas de 3
semanas de edad de los genotipos indicados, fueron asperjadas con 1 mL de una solucién de flagelina 10
uM. Se muestra el registro fotogréafico realizado a los 7 dias.

Control Flagelina

Figura 18. Efecto de la flagelina en el fenotipo de hojas de plantas silvestres. Hojas de plantas silvestres

fueron infiltradas con flagelina 10 uM y con MgCl> 10 mM como control. Se muestra el registro fotogréafico
realizado a los 1, 4 y 7 dias de exposicion.

Adicionalmente a la evaluacion de los fenotipos, se probd la tincion con diaminobencidina para
detectar H.O, como una manifestacion de defensa en respuesta a los tratamientos con los

PAMPs, flagelina y flg22. Estos resultados se presentan en una seccién mas adelante.
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1.3.2 Evaluacion de la muerte celular tipo HR producida por la xilanasa en diferentes
mutantes de A. thaliana.

Ya que no se obtuvieron resultados satisfactorios con la flagelina ni con el péptido flg22, se
recurrio al tratamiento con la xilanasa. Se utilizé este PAMP debido a que se ha reportado que en
jitomate y tabaco produce la respuesta de muerte celular tipo HR (Bailey et al., 1990, Yano et al.,
1998, Ron et al., 2000). Por lo tanto, el analisis de los fenotipos se realizé en hojas de plantas
adultas de las diferentes lineas infiltradas con la xilanasa.

Como se observa en la Figura 19, a los 3 dpi ninguna de las hojas present6 lesion en la zona de
infiltracién. Sin embargo, la exposicion a este PAMP si indujo la aparicion de areas de muerte que
fueron evidentes. A los 11 dias, fueron muy evidentes las lesiones en todas las hojas infiltradas
de las diferentes plantas analizadas. En la linea silvestre se observé una zona de muerte celular
restringida al sitio de infiltracién, la cual se caracteriz6 por presentar coloracién amarilla y
apariencia de deshidratacién del tejido. Estas mismas caracteristicas, las presentaron las
mutantes Icb2a-1 y mpk6, aunque en el caso de la mutante Ich2a-1 la lesién se encontré rodeada
de una zona de clorosis. En contraste, la hoja de la linea pfld 18-18 mostrd sefiales de muerte de
menor intensidad; se aprecié un area de clorosis y algunos puntos aislados de deshidratacién del
tejido. Por su parte, la hoja del genotipo sbhl-1, manifest6 una muerte celular en la zona de

infiltracién, asi como sefiales de clorosis en otras areas.

WT Icb2a-1 mpk6 pfld 18-18 sbhl-1

d

Figura 19. Fenotipos de hojas infiltradas con xilanasa. Se realiz6 la infiltracién con una solucion de xilanasa
3 mg/mL en el envés de las hojas de las lineas de Arabidopsis indicadas. Las fotografias provienen del
andlisis de 18 hojas por genotipo.

Es importante resaltar que las respuestas al tratamiento con la xilanasa no dieron resultados
uniformes. Es decir, los tiempos para el desarrollo de las lesiones por la xilanasa fue diferente en
las hojas infiltradas, aun siendo de la misma planta. Este comportamiento se observd en todas las
lineas analizadas, por lo tanto, si bien las fotografias del tiempo final analizado son las mas

representativas para cada condicion, hubo una gama de fenotipos los cuales pudieron ser
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evaluados de una mejor manera mediante el indice de dafio a los largo del tiempo de

experimentacion, como se muestra en la siguiente seccion.

1.3.3 Determinacién del indice de dafio en hojas expuestas a xilanasa.

Para complementar las observaciones de los fenotipos, se determind el indice de dafio. Este
indice se calculé a partir de las observaciones de alrededor de 18 hojas provenientes de
diferentes plantas de las lineas de Arabidopsis en estudio. En la Figura 20 se muestran los
resultados del andlisis del indice de dafio a los 4, 7, 9, 11 y 14 dias después de la infiltracién con
xilanasa.

Resulta evidente que en todos los genotipos la infiltracién con la xilanasa induce la aparicién de
una lesién la cual va aumentando en intensidad a lo largo del tiempo. En general, desde la
exposicion a la xilanasa la lesion evoluciona rapidamente hasta los 7-9 dias y posteriormente el
ID se mantiene relativamente constante. Analizando lo que ocurre en el caso de la linea silvestre,
podemos ver que la sefial de lesién aparecio después del dia 4 y para los 7 dpi el ID fue de 1.55,
posteriormente no se registraron grandes cambios en este valor hasta el tiempo final analizado
donde se tuvo un indice de 2.0. Valores menores a los reportados para la WT solamente los
presentd la mutante pfld 18-18, la cual inici6 al tiempo de 4 d con un ID de 0 que posteriormente
fue en aumento paulatino hasta alcanzar el maximo valor de 1.33 a los 14 d de experimentacion.
Por otra parte las tres lineas restantes, sbhl-1, Ich2a-1 y mpk6 tuvieron ID mayores que la
silvestre en todos los tiempos de analisis. Al tiempo inicial de 4 d, los valores fueron de 0.33, 0.5
y 0.77 para las mutantes mpk6, sbhl-1 y Icb2a-1, respectivamente. Entre estas mutantes las
diferencias fueron estadisticamente significativas, al contrario de lo ocurrido entre las lineas WT y
pfld 18-18 las cuales no mostraron lesién a este tiempo. Al transcurso de 7 d, se aprecia
claramente que el genotipo pfld 18-18 presentd valores por debajo de todas las otras lineas
reflejando diferencias estadisticamente significativas. En este tiempo los indices de dafio para las
lineas WT, Icb2a-1, mpk6 y sbhl-1 son 1.55, 2.16, 1.83 y 2.27, respectivamente. Dentro de este
grupo solamente hay diferencias con significancia estadistica entre WT y sbh1-1.

Alos 9, 11 y 14 dias los resultados son muy similares, la mutante sbh1-1 manifest6 lesiones de
mayor intensidad que se reflejaron en ID mas elevados y significativamente diferentes a los

valores de las lineas WT, mpk6 y pfld 18-18.
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Figura 20. Progreso de la lesion de muerte celular producida por la xilanasa. Se muestra el indice de dafio
alos4,7,9, 11y 14 dias después de la infiltracién con xilanasa 3 mg/mL. El célculo del indice de dafio se
realizé asignando un valor de acuerdo al tamafio y coloracién de la lesion en el sitio de infiltracion. Se
presentan los resultados de tres experimentos independientes con una n=18. . Los valores y analisis
estadisticos se muestran en el Apéndice 3.

1.3.4 Deteccion in situ de H20; en hojas expuestas a FB1, el patégeno avirulento, flagelina,
el péptido flg22 y xilanasa.

La siguiente estrategia consistid en evaluar la produccion de H,O; en las hojas de plantas de las
diferentes lineas de Arabidopsis expuestas tanto a tratamientos que desencadenan inmunidad
ETI (Pst avr), como a tratamientos que involucran el establecimiento de la inmunidad PTI
(flagelina, flg22 y xilanasa). También, se incluyé el tratamiento con la FB1 como estrategia
experimental para promover la acumulacion de BCL.

El registro de produccion de H.O- resulta un indicador de una de las manifestaciones de defensa
en respuesta a cada tratamiento y, con la técnica de deteccion utilizada, es posible visualizar de
una manera muy clara la zona de tinciéon que corresponde a la formacién de un precipitado color
café por reaccién del H.O- con el DAB.

Para poder relacionar la produccion de H2O2 con un fenotipo en cada linea mutante estudiada se
incluyeron las fotografias representativas de hojas de plantas a los 4 d después de la infiltracion
(Figura 21). Es importante mencionar que para cada condicién se analizaron 4 hojas de dos
plantas diferentes y que el experimento se realiz6 en 3 ocasiones independientes, las imagenes
gue se muestran a continuacién corresponden a los resultados representativos de cada

condicion.
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En la Figura 21 se muestran los fenotipos de las hojas a los 4 dpi. Es evidente que a este tiempo,
las hojas de las diferentes lineas que fueron infiltradas con el tratamiento control (MgCl,) se
observan con apariencia sana y sin ninguna lesion.

En la segunda columna de la Figura 21 se observan las hojas infiltradas con la toxina FB1, en
este caso las hojas de la planta silvestre presentaron una clara lesion de muerte en la zona de
infiltracién, que se aprecia con coloracion gris y apariencia de deshidratacion del tejido. En
contraste, en las hojas de la mutante Icb2a-1 expuestas a la toxina no se observé ningun tipo de
lesion. Por otra parte, la hoja representativa de la mutante mpk6 present6 una lesion clorética en
la zona de infiltraciéon con FB1, una respuesta similar a la que present6 la mutante pfld 18-18, la
cual se observa con una lesién con clorosis alin mayor. Las hojas del genotipo mutante sbhl-1
tratadas con la fumonisina presentaron una clara lesion de muerte con sefales de clorosis en los
bordes y deshidratacién del tejido.

MgCl, Pst avr Flagelina fig22 X|Ianasa

Figura 21. Fenotipos de hojas de plantas a 4 d del tratamiento indicado. Se muestran los resultados

representativos de 3 experimentos independientes en los que en cada uno se analizaron 4 hojas de 2
plantas.

Icb2a-1

 pfid 18-18  mpk6

sbh1-1

El analisis del siguiente tratamiento corresponde a la infiltracion de hojas de la linea tipo silvestre
y las mutantes con el patégeno avirulento. En este caso, todas las hojas examinadas presentaron
una lesion muy similar con coloracion gris y deshidratacion del tejido. Finalmente, en las tres

tltimas columnas de la Figura 21 se muestran los tratamientos de infiltracion con los PAMPs
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flagelina, flg22 y xilanasa, en donde se observa que todas las hojas de las diferentes lineas

presentaron una apariencia sanay sin lesion.

Las Figuras 22 y 23 corresponden a la deteccion de H,O, por la técnica de tincién in situ con
DAB, las imagenes provienen de hojas de plantas que fueron expuestas a los mismos
tratamientos con los que se obtuvieron los fenotipos anteriores, sin embargo, la tincion con el
DAB se realiz6 a tiempos més tempranos de 24y 72 h.

Los resultados de la Figura 22 corresponden al tiempo de 24 h después de los tratamientos.
Como se observa en la primera columna, con el tratamiento control no se observé formacion del
precipitado café en ninguna de las lineas analizadas. Igualmente, a este tiempo no se detecto
coloracién en respuesta a la exposicion a la FB1 en las hojas de las plantas evaluadas. Por el
contrario, el tratamiento de infiltracion con el patdgeno avirulento, que se observa en la tercera
columna de la Figura 22, dio como resultado una coloracién café rojiza que indica la presencia de
H20- en la zona de infeccién, tanto en las hojas de plantas silvestres como de las mutantes. En
cuanto a los tratamientos con flagelina y flg22 se observa claramente que no hay sefales de
precipitacién del DAB en las condiciones evaluadas. Por ultimo, en el caso de la exposicion a
xilanasa, la hoja de la planta silvestre mostré el precipitado café rojizo en la zona de infiltracién.
En cuanto a las lineas mutantes, también se detectd la presencia de la coloracion aunque en

menor intensidad en comparacién con la hoja de la planta silvestre.
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MgCl, FB1 Pst avr Flagelina fig22 Xilanasa
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Icb2a-1

mpk6

sbh1-1 pfid 18-18

Figura 22. Produccion de H202. LA tincion con DAB se realiz6 después de 24 h de exposicion a los
tratamientos indicados. Se muestran los resultados representativos de 3 experimentos independientes en
los que en cada uno se analizaron 4 hojas de 2 plantas. Todas las imagenes fueron contrastadas 0.05 %
con el programa Image J.

Los resultados de la Figura 23 muestran las imagenes obtenidas después de 72 h de tratamiento.
No se detectd produccion de H>O- en ninguna de las lineas tratadas con MgCl,. Por otra parte, a
este tiempo, la exposicion a FB1 propicio la generacion de H.O2, en la hoja de la planta silvestre;
mientras que las hojas de los genotipos Icb2a-1 y mpk6 no generaron el precipitado café rojizo en
respuesta al tratamiento. En contraste, se observa que tanto la mutante pfld 18-18 como la sbh1l-
1 presentaron la tincion caracteristica tras la exposicion a la toxina.

Asi mismo, se pudo detectar en las hojas de todas las lineas la generacion de H.O. en respuesta
a la infeccioén con el patégeno avirulento, lo cual se observa en la tercera columna de la Figura 23
como una tipica coloracién café rojiza, que se desarrollé exclusivamente en la zona de infiltracion.
A este tiempo, las hojas infiltradas con la flagelina y el péptido flg22 no presentaron produccion
de H,O; después del tratamiento con el DAB. En cuanto al tratamiento con la xilanasa, tanto el
genotipo silvestre como las mutantes presentaron una ligera tincién en la zona de la infiltracién
con este PAMP.
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Figura 23. Produccién de H202. La tincion con DAB se realiz6 después de 72 h de exposicion a los
tratamientos indicados. Se muestran los resultados representativos de 3 experimentos independientes en
los que en cada uno se analizaron 4 hojas de 2 plantas. Todas las imagenes fueron contrastadas 0.05 %
con el programa Image J.

2. Evaluacién de la expresién de genes de defensa marcadores de vias sefializadas por
fitohormonas en condiciones en las que hay diferentes niveles de BCL

En esta segunda seccién del trabajo se busco tener una aproximacion a nivel molecular de las
implicaciones de las BCL en vias se sefializacion de defensa que estdn mediadas por &acido
salicilico, acido jasmonico y etileno. El enfoque experimental consistié en evaluar los niveles de
transcritos de genes que son marcadores de estas vias, en plantulas de las lineas genéticamente
modificadas que fueron tratadas con la FB1.

2.1 Evaluacién de la progresion de la muerte celular inducida por la acumulacién de BCL
Ya que el objetivo de esta segunda parte del trabajo era determinar la expresién temporal de
transcritos de algunos genes de defensa en plantulas tipo silvestres y 4 lineas mutantes

expuestas a la FB1, inicialmente fue importante evaluar los cambios fenotipicos que induce esta
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toxina. Los efectos de la toxina son detectables a tiempos largos, por lo que la progresion de la
muerte celular inducida por la acumulacién de BCL se evalu6 a los 9 y 12 d, mientras que los
andlisis de expresion de genes de defensa se realizaron a tiempos cortos de 12 y 24 h. Cabe
mencionar que ademas de estos tiempos de analisis de los transcritos, inicialmente se incluyeron
tiempos de 1, 3 y 6 h con el objetivo de detectar cambios tempranos en la acumulacion de
transcritos, sin embargo, estos resultados no se incluyeron ya que se encontr6 una gran
variabilidad en los patrones de expresion.

En la Figura 24 se muestran los fenotipos de las plantulas de las diferentes lineas a los 9 y 12
dias de exposicién a la toxina FB1. Es conveniente hacer notar que el disefio experimental
incluy6, para cada genotipo y condicion, dos diferentes experimentos en los que se analizaron
dos muestras biolégicas independientes.

Como se observa, las plantulas que no fueron expuestas a la toxina se mantuvieron sanas
durante todo el tiempo del experimento. En cuanto a las muestras expuestas a la FB1, a los 9
dias se observé clorosis en varias de las plantulas silvestres; mientras que en el caso de la
mutante Icb2a-1 solamente algunas hojas mostraron este fenotipo de muerte. A este tiempo, no
se observd muerte celular en la linea mpk6, en contraste con los fenotipos de las lineas pfld 18-
18 y sbh1-1 en las que fue evidente la clorosis en algunas de las plantulas tratadas.

A un tiempo mas largo de exposicion a la toxina (12 d) fue evidente la muerte generalizada en las
plantulas tanto del genotipo silvestre como de las lineas sbhl-1 y pfld 18-18, mientras que las
mutantes Icb2a-1 y mpk6 manifestaron tolerancia al tratamiento, ya que mostraron muerte celular

tardia y disminuida.
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pfld 18-18 sbh1-1

Control e
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Figura 24. Efecto de la FB1 en la induccién de muerte celular en plantulas. Para cada condicion se

transfirieron las plantulas de 3 semanas de edad a medio de Gamborg suplementado con y sin FB1 10 uM,
se mantuvieron en fotoperiodo continuo. Se muestran los fenotipos a los 9 y 12 dias de exposicién a la
toxina y a los 12 dias de exposicidn al tratamiento en el caso del control.

2.2 Andlisis de la expresion de genes relacionados con el mecanismo de defensa contra
patégenos

Una vez descritos los efectos fenotipicos inducidos por el aumento de BCL en las diversas
mutantes, en este mismo sistema, de plantulas crecidas en caja de Petri, se realiz6 el andlisis de
la expresién de algunos genes de defensa que estan vinculados a la activacion de vias de
sefializacion por fitohormonas. Para esto se realizaron analisis por RT-PCR partiendo de RNA de
muestras de plantulas expuestas a FB1 durante 12 y 24 h con sus respectivos controles.

2.2.1 Establecimiento de las condiciones para el analisis de la expresidon génica por RT-
PCR

Un aspecto muy importante, para realizar los andlisis de expresion geénica, fue verificar la
integridad del RNA que se utilizé para la sintesis de los cDNAs, asi como realizar la calibracion de
las muestras, ya que el andlisis incluyd cinco genes en cinco diferentes genotipos y en diferentes
condiciones. Para ello, cada muestra se cuantific6 en el NANODROP y su integridad se analizo
por electroforesis desnaturalizante en geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio. Como se
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presenta en la Figura 25, el RNA se observl integro y en cantidades muy similares entre las

muestras analizadas.

Réplica 1 Réplica 2
Tiempo (h) 12 24 12 24 12 24 12 24
FB1
< 28S rRNA
WT <— 18S rRNA
<—28S rRNA
Ich2a-1 <—18S IRNA
<—28S rRNA
mpk6 <—18S IRNA
<—28S rRNA
pfld 18-18 '
< 18S IRNA
<—28S rRNA
sbhi-1 < 18S IRNA

Figura 25. Integridad del RNA obtenido de plantulas de los genotipos indicados. Las plantulas se
expusieron a la FB1 por los tiempos indicados y el RNA fue aislado. La electroforesis desnaturalizante Se
realiz6 cargando 3 pg de RNA por muestra. Se presentan las muestras correspondientes a dos réplicas
bioldgicas y se indican las bandas de las especies de rRNA, 18 y 28S.

Posteriormente, se llevo a cabo la estandarizacion de las condiciones para la amplificacion de los
genes a estudiar. Inicialmente se realizé la amplificacion de los genes a partir de DNA gendmico
de Arabidopsis thaliana para comprobar que se obtuvieran fragmentos de los tamafios
esperados. En la Figura 26 se muestra el patron de amplificacién de los genes PDF1.2, ACS-6,
f-quitinasa, PR-1 y Ubiquitina. Se observa que los amplicones corresponden a fragmentos con
los tamafios esperados de acuerdo al disefio de los oligonucleétidos (Tabla 4). El gen de la
Ubiquitina 5 se utiliz6 como control de carga, ya que los niveles de su transcrito no variaron

significativamente en respuesta al tratamiento de 12 y 24 h con la toxina.
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Figura 26. Amplificacion de los genes PDF1.2, ACS-6, S-quitinasa, PR-1 y Ubiquitina 5 a partir de DNA
gendmico de plantulas. Se utilizaron los oligonucledtidos descritos en la seccién de Materiales y Métodos.

Para el establecimiento de las condiciones de amplificacion a partir de los cDNAs se realizaron
varias pruebas modificando la temperatura de alineamiento, cantidad de cDNA y el nimero de
ciclos de amplificacion. Las mejores condiciones establecidas para cada transcrito se resumen en

la Tabla 5 de la seccién de Materiales y Métodos.

2.4 Andlisis de la expresion de los genes ACS6, PDF1.2, B-quitinasay PR-1 en respuesta al
tratamiento con FB1.

Una vez que se establecieron las condiciones de amplificacion, se realizaron los ensayos de RT-
PCR para determinar si la acumulacion de BCL tenia una asociacion con la expresion de estos
genes, para ello se analizaron por duplicado dos réplicas biolégicas para cada gen y para cada
genotipo.

A continuacion se presentan los resultados en donde se muestra una imagen representativa de
los niveles de transcrito para todos los genes, incluyendo al gen de la Ubiquitina como control
interno de carga para cada condicién. Asi mismo, en cada caso se presenta una gréafica que
integra los resultados de las réplicas del experimento.

En la Figura 27 se muestran los resultados para el genotipo silvestre, en donde se observa que
hay una clara acumulacion de los transcritos de ACS6, PDF1.2 y PR1 al tiempo de 24 h de
exposicion a la FB1. Por su parte, los transcritos del gen de la p-quitinasa, no presentaron

diferencias estadisticamente significativas en las condiciones analizadas.
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Figura 27. Efecto de la FB1 en los niveles de transcrito de los genes ACS6, PDF1.2, g-quitinasa, y PR-1 en
plantulas tipo silvestre. (A) Se muestran los resultados representativos de dos réplicas bioldgicas. (B) Se
presenta el andlisis de cuatro réplicas provenientes de dos muestras biol6gicas independientes, en donde
los valores corresponden a los promedios DS, n=4. Se muestran los efectos de la toxina a 12 y 24 h. Se
utilizé la expresion del gen de Ubiquitina como control interno de carga. Los analisis estadisticos se
muestran en el Apéndice 3.

Los resultados de la mutante Icb2a-1, se presentan en la Figura 28, en este caso por efecto de la
mutacion se observé una acumulacion del transcrito de los genes ACS6, p-quitinasa y PR-1, con
respecto al control de Ubiquitina. Sin embargo, el andlisis de las réplicas mostré que no hay
diferencias entre los tratamientos con la toxina y sus controles. En el caso del gen PDF1.2 se

detecté una baja sefial de transcrito, menor al 50 %, para todas las condiciones probadas.
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Figura 28. Efecto de la FB1 en los niveles de transcrito de los genes ACS6, PDF1.2, B-quitinasa, y PR-1 en
plantulas Icb2a-1. (A) Se muestran los resultados representativos de dos réplicas bioldgicas. (B) Se
presenta el analisis de cuatro réplicas provenientes de dos muestras biolégicas independientes, en donde
los valores corresponden a los promedios +DS, n=4. Se muestran los efectos de la toxina a 12 y 24 h. Se
utilizé la expresion del gen de Ubiquitina como control interno de carga. Los analisis estadisticos se
muestran en el Apéndice 3.

También se determind la abundancia de transcritos, de los genes anteriores, en las plantulas de
la linea mutante mpk6. EIl andlisis de las réplicas bioldgicas para el gen ACS6 mostré una clara
acumulacion de transcritos en las plantulas tratadas con la FB1 sélo a las 12 h. Mientras que en

el caso del gen PR1 solamente se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
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los niveles relativos de expresion entre las muestras de 12 h y 12 de tratamiento con FB1. Por
otro lado, se tuvieron niveles por debajo del 20 % para el RNA mensajero del gen PDF1.2 en
todas las condiciones evaluadas. En este caso, la mutacion afecté la acumulacion de transcrito
en respuesta al tratamiento con FB1.
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Figura 29. Efecto de la FB1 en los niveles de transcrito de los genes ACS6, PDF1.2, g-quitinasa, y PR-1 en
plantulas mpké. (A) Se muestran los resultados representativos de dos réplicas bioldgicas. (B) Se presenta
el analisis de cuatro réplicas provenientes de dos muestras biolégicas independientes, en donde los valores
corresponden a los promedios DS, n=4. Se muestran los efectos de la toxina a 12 y 24 h. Se utiliz6 la
expresion del gen de Ubiquitina como control interno de carga. Los andlisis estadisticos se muestran en el
Apéndice 3.

Para la mutante pfld 18-18 (Figura 30), se detectaron niveles similares del RNAm de ACS6 tanto
en los tratamientos control como en los de exposicién a FB1. En cuanto a PDF1.2 hubo una
expresion relativa de menos del 20 % a tiempos de 12 h sin y con FB1, sin embargo, el analisis
con las dos réplicas biol6gicas mostré acumulaciones aparentes de transcrito de hasta 100 % en

los tratamientos a 24 h, si bien estos niveles no fueron reproducibles.
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Figura 30. Efecto de la FB1 en los niveles de transcrito de los genes ACS6, PDF1.2, B-quitinasa, y PR-1 en
plantulas pfld 18-18. (A) Se muestran los resultados representativos de dos réplicas bioldgicas. (B) Se
presenta el analisis de cuatro réplicas provenientes de dos muestras biologicas independientes, en donde
los valores corresponden a los promedios +DS, n=4. Se muestran los efectos de la toxina a 12 y 24 h. Se
utilizé la expresion del gen de Ubiquitina como control interno de carga. Los analisis estadisticos se
muestran en el Apéndice 3.
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Por otro lado, para la S-quitinasa y para PR1 no hubo una tendencia clara en las muestras que
recibieron el tratamiento con la toxina. Se registraron acumulaciones del transcrito de la f-
quitinasa a las 12 y 24 h sin tratamiento, asi como a las 24 h de exposicién a la FB1. Los niveles
de PR1 en las muestras tratadas con FB1 fueron inferiores al nivel que se presentd a 24 h sin
tratamiento.

Por su parte, la mutante sbh1-1 mostré una acumulacion de transcrito del gen ACS6 a al tiempo
de 12 h con y sin el tratamiento con la FB1, asi como a las 24 h de exposicién a la toxina (Fig.
31). Por otra parte se detectd un abatimiento en la acumulacion de transcrito de los genes f-
quitinasa y PDF1.2 comparando la condicion de 12 h con el resto de las condiciones evaluadas.
Hubo una acumulacion clara del transcrito de PR-1 en condiciones de exposicion a la FB1 por 24
h en esta mutante en comparaciéon con su control, aunque también se registraron elevados

niveles de expresion en la condicion de 12 h con y sin tratamiento.
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Figura 31. Efecto de la FB1 en los niveles de transcrito de los genes ACS6, PDF1.2, S-quitinasa, y PR-1 en
plantulas sbhl-1. (A) Se muestran los resultados representativos de dos réplicas biolégicas. (B) Se
presenta el andlisis de cuatro réplicas provenientes de dos muestras biol6gicas independientes, en donde
los valores corresponden a los promedios +DS, n=4. Se muestran los efectos de la toxina a 12 y 24 h. Se
utilizé la expresion del gen de Ubiquitina como control interno de carga. Los analisis estadisticos se
muestran en el Apéndice 3.

Finalmente, en la Figura 32 se presentan los mismos datos organizados de manera que se
puedan comparar el patrén de acumulacion de transcritos entre los diferentes genotipos. Se
observa que para el gen ACS6 la linea silvestre presentd diferencias estadisticamente
significativas en la acumulacion de transcrito con el tratamiento de exposicion a FB1 durante 24
h. Para este mismo gen, la mutante mpk6 registré acumulacion de transcrito a las 12 y 24 h con
FB1, estas diferencias resultaron estadisticamente significativas en comparacion con los niveles

de transcrito a las 12 h. Asi mismo, la mutante sbhl-1, presentd incrementos en los niveles de
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transcrito a 12 y 24 h de tratamiento con FB1, sin embargo, los niveles del control de 12 h
también resultaron muy elevados.

Cabe hacer notar que la mutante Icb2a-1 presentd, en general, los niveles mas abundantes de
ACS6 en relacion con las demas lineas. En general, las mutaciones en las cuatro lineas probadas
afectaron la respuesta al tratamiento con FB1, en el sentido de que solamente en la linea
silvestre fue evidente una acumulacion de transcrito de los genes estudiados a 24 h de
exposicion a FB1.

El caso del gen PDF1.2 resulta el mas claro en cuanto a un efecto del tratamiento con FB1 en los
niveles de transcrito, es evidente que el genotipo silvestre es el que presenté una acumulacién
mayor al tiempo de 24 h de tratamiento con la toxina, mientras que en el resto de las mutantes los
niveles estan por debajo del 60 % de expresion relativa, salvo el caso de la linea pfld 18-18
donde el comportamiento de las réplicas biolégicas fue muy distinto.

Los niveles relativos de acumulacion de transcrito del gen de la g-quitinasa mostraron que no hay
un patrén asociado al tratamiento con la FB1. Sin embargo, es claro que la mutante sbhl-1 es la
gue presenta los menores niveles de transcrito de este gen.

Por dltimo, el andlisis del PR1 permiti6 observar en el caso del genotipo silvestre una mayor
acumulacion de transcrito a las 24 h de tratamiento con la toxina. En cuanto a la mutante mpk6,
hay diferencia estadisticamente significativa entre los valores de 12 h FB1 con su respectivo
control, mientas que para la mutante pfld 18-18, se encontraron niveles de transcrito disminuidos
en las condiciones de tratamiento con FB1. Por otra parte, aunque no se apreciaron diferencias

entre control y tratamientos, la mutante Ich2a-1 presenté niveles por encima de las demas lineas.
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Figura 32. Comparacion del efecto de la FB1 en los niveles de transcrito de los cuatro genes de defensa. Se graficaron los resultados

mostrados en las Figuras 27-31.

65



DISCUSION

DISCUSION
Validacién del modelo de induccién de MCP mediada por acumulacién de BCL empleando

FB1

Diversos estudios han comprobado que las BCL cumplen con funciones de sefalizacion durante
procesos celulares en las plantas como la apertura de estomas, la defensa contra patégenos y la
respuesta al frio (Ng et al., 2001; Shi et al., 2007; Saucedo-Garcia et al., 2011a; Dutilleul et al.,
2012). En este trabajo se evaluo la participacion de las BCL, precursoras de esfingolipidos, en las
dos formas de inmunidad conocidas en plantas, que son la inducida por PAMPs (PTIl) y la
desencadenada por efectores (ETI).

Con este objetivo, para tener un panorama de lo que ocurre en el tejido vegetal tras la
acumulacion de las BCL, se recurrié en primer lugar al tratamiento con FB1, debido a que esta
bien establecido que la toxina promueve un incremento de estas especies esfingoideas al inhibir
a la ceramida sintasa que participa en el metabolismo de esfingolipidos (Merrill et al., 1996). En
los resultados, se observé que la exposicién a FB1 de las hojas de plantas con genotipo silvestre
indujo la aparicién de lesiones de muerte celular similares a las que aparecen durante la HR, lo
cual concuerda con lo reportado en la literatura (Stone et al., 2000; Gonzalez-Solis, 2009;
Saucedo-Garcia et al., 2011a) y con parametros como la fragmentaciéon de DNA gque también se
ha detectado en estas condiciones (Saucedo-Garcia et al., 2011a).

Mutantes en genes de enzimas de la via de sintesis de esfingolipidos. Inicialmente, se
exploré si habia alguna diferencia en la manifestacion de la respuesta de MCP entre diferentes
genotipos de Arabidopsis que presentan modificaciones en el metabolismo de las especies
esfingoideas. Para ello, se realizé un analisis fenotipico en el que los efectos de la acumulacién
de BCL en dos mutantes: la Ich2a-1 y la sbhl-1, se expresaron como el indice de dafio
ocasionado por el tratamiento con la toxina. Este parametro permite tener una estimaciéon del
dafio foliar que incluye tanto la intensidad de la lesion, como su frecuencia de aparicion en una
poblaciéon experimental de plantas. Los resultados mostraron que el genotipo Icb2a-1 presenté
indices de dafio menores a todas las demas lineas analizadas cuando se le infiltré la toxina. En
términos de las modificaciones genéticas que presenta esta linea, este comportamiento se
explica porque, la mutante Icb2a-1 al ser expuesta a la FB1 acumula menores cantidades de BCL
debido a que tiene silenciado el gen LCB2a, que codifica para una de las subunidades de la SPT,
primera enzima en la sintesis de esfingolipidos. Este gen, a diferencia de la isoforma LCB2b, se
expresa con mayor intensidad en la hoja (Dietrich et al., 2008). Lo anterior se ha comprobado
cuantificando BCL en el sistema de plantulas de tres semanas de edad (Gonzalez Solis, 2009;
Saucedo-Garcia et al., 2011a). Adicionalmente, esta tolerancia a la toxina se demostré en
plantulas de tres semanas de edad (Saucedo-Garcia et al., 2011a). En contraste, la mutante

sbhl-1 present6 el mayor indice de dafio en todos los tiempos del analisis, comparado con el
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genotipo silvestre y las demas mutantes. En esta linea que carece de una hidroxilasa de BCL (la
SBH1), se promueve la acumulacion de las especies dihidroxiladas y la disminucion de las
trinidroxiladas (Chen et al., 2008). Se ha reportado que especies dihidroxiladas como la
esfinganina (d18:0) intervienen selectivamente en la sefializacion hacia la MCP (Saucedo-Garcia
et al., 2011a), por lo que se puede interpretar que la susceptibilidad de la linea sbhl-1 a la FB1
expresada como indice de dafio, se debe a un mayor contenido de las BCL dihidroxiladas. Del
analisis de esta seccion se puede concluir que efectivamente hay una diferencia en la
manifestacién macroscépica de la muerte celular inducida por la FB1 en los genotipos que tienen
alteraciones en el metabolismo de esfingolipidos, lo que confirma la implicacion de las BCL en la
via de sefializacion hacia la MCP.

Mutantes en elementos de sefalizacion de la via de BCL. Ya se ha descrito que el calcio
(Ca?"), las ERO, la MPK®6 y la cinasa dependiente de calcio CPK3, son elementos que participan
en vias de sefalizacion mediadas por BCL (Shi et al., 2007; Lachaud et al., 2010; Lachaud et al.,
2011; Saucedo et al., 2011a; Saucedo et al., 2011b; Lachaud et al., 2012). Por lo tanto, en este
estudio también se incluyeron las plantas mutantes pfld 18-18 y mpk6, que tienen alguna
afectacion en algunos elementos de sefializacion de la via de las BCL para evaluar el efecto de la
FB1 en el fenotipo de las hojas. En la linea pfld 18-18, que expresa a la proteina flavodoxina
bacteriana en el cloroplasto, se reduce la acumulacion de ERO en este organelo (Tognetti et al.,
2006). La linea mpk6 carece de esta MAP cinasa involucrada en la sefalizacion por BCL, tanto
en la via que conduce a la MCP como en la que concede tolerancia al frio (Saucedo-Garcia et al.,
2011; Dutilleul et al., 2012). Los resultados para estas dos lineas mostraron indices de dafio a los
2, 3y 4 dias de exposicion a la toxina, que estuvieron por arriba de los observados en las plantas
tipo silvestre y Ich2a-1, pero menores a los de la mutante sbh1-1. En el dltimo dia del analisis, los
indices de dafio para las mutantes pfld 18-18, mpk6 y sbh1-1 fueron muy similares. Lo anterior
muestra que aun cuando se tengan afectados estos dos elementos de sefializacion de la via de
BCL, se puede establecer la lesibn de muerte celular e incluso con mayor intensidad que en la
planta tipo silvestre. Se ha propuesto que las ERO del cloroplasto son importantes para la
ejecucion de la muerte celular, ya que el estrés oxidativo causa dafio irreversible de las
membranas tilacoidales, lo cual afecta en general el metabolismo de las células vegetales
(Gonzalez-Solis, 2009; Zurbriggen et al., 2010; Nomura et al., 2012; Tapia de Aquino, 2012; Xing
et al., 2013). Por lo tanto, se esperaba una disminucién en la manifestacion de muerte celular en
la mutante pfld 18-18 tras el tratamiento con la toxina. Es importante enfatizar que con la
expresion de la flavodoxina en la mutante pfld 18-18 no se disminuye al 100% la acumulacion de
ERO en el cloroplasto (Tapia de Aquino, 2012), por lo que aun las ERO residuales que se

generan en esta mutante pueden ser suficientes para llevar a las células vegetales a la muerte
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celular. Alternativamente, en este contexto se puede considerar el trabajo de Kim et al. (2012), en
el que se propone que el oxigeno singulete O, sintetizado en el cloroplasto actlia como molécula
sefalizadora para llevar a la muerte celular sin dafio oxidativo. De acuerdo a las modificaciones
gue presenta la mutante pfld 18-18, en donde se disminuyen en particular O,"y H>O, por efecto
de la insercion de la flavodoxina (Allen, 1995; Tognetti et al., 2006) y no se afecta la formacién de
10, se puede proponer que esta ERO en particular tiene un efecto en la sefializacién hacia la
MCP por acumulacion de BCL.

Considerando que las ERO forman parte de la via de sefializacién que involucra a las BCL (Shi et
al., 2007; Lachaud et al., 2011, Saucedo-Garcia et al., 2011b), es importante mencionar otra
posible fuente generadora de ERO en la célula que ha sido implicada en la via de BCL. El trabajo
de Lachaud et al. (2011) reporté que la NADPH oxidasa (localizada en la membrana plasmatica)
es la primera fuente de ERO que se activa tras la exposicion de células de tabaco BY-2 a la BCL
esfinganina (d18:0). Para evaluar si habia alguna diferencia en la produccién de ERO al tratar las
hojas de los diferentes genotipos con FB1, se realizé una tinciébn histoquimica con
diaminobencidina, la cual reacciona con el H.O, formando un precipitado color café-rojizo in situ,
gue se puede observar directamente en el tejido de la hoja después de la decoloracion de la
clorofila. Es importante mencionar que esta técnica no es de alta sensibilidad, por lo tanto, lo que
puede visualizarse con esta metodologia corresponde a la formaciéon de grandes cantidades de
H.O. en las células vegetales (Thordal-Christensen et al., 1997). En las Figuras 22 y 23 se
muestran los resultados de este analisis, en donde se observa que el tratamiento control que
consistié en la infiltracibn de MgCl,, no origind el precipitado rojizo, lo cual indica que a los
tiempos analizados el dafio mecanico de la infiltraciéon no influye en la generaciéon de H,O, De
igual manera, al tiempo de 24 h no se detect6 la formacion de H,O; en ninguno de los genotipos
después de la exposicién a la toxina. En contraste, al tiempo de 72 h se detectd la coloraciéon
caracteristica del precipitado justo en la zona de infiltracién en la hoja de la planta tipo silvestre,
con lo que se demuestra que en condiciones normales, la acumulacién de BCL induce la
produccion de ERO, como se habia reportado anteriormente (Stone et al., 2000; Gonzalez-Solis,
2009). Analizando lo que ocurre en las mutantes con alteraciones en el metabolismo de
esfingolipidos, la planta Icb2a-1 no presentd produccion de H>O, ni a 72 h, lo cual se puede
relacionar con el disminuido fenotipo de muerte celular y con las afectaciones en la sintesis de
BCL. En contraste, a este tiempo de 72 h, en la mutante sbhl-1 se detecté H.O; en la zona de
infiltracion, lo cual correlaciona con un fenotipo de muerte exacerbado, asi como con mayores
indices de dafio en los tiempos analizados. Los resultados con la mutante sbhl-1 sugieren que la
acumulacion de BCL dihidroxiladas promueve la generacion de H.O, lo que se observa

cualitativamente con una mayor intensidad en la coloracién. Con estos resultados se puede
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sugerir que la acumulacion de H.O, precede y estan relacionada con una manifestacion mas
tardia de muerte celular.

Por otra parte, resulta interesante analizar lo que ocurrié en cuanto a la produccién de H2O; en la
mutante pfld 18-18 después de la exposicién a FB1. En esta linea de Arabidopsis afectada el
sistema de generacién de ERO en el cloroplasto, se observé produccion de H,O: en la zona de
infiltracién con la toxina. Estos resultados indican que la acumulacion de BCL por efecto de la
FB1, induce la generacién de ERO a las 72 h. Lo anterior podria deberse a que hay contribucién
de otras fuentes generadoras de ERO, como mitocondria o NADPH oxidasas, que se han
relacionado mas bien con produccién de ERO a tiempos tempranos (Torres et al., 2002; Lachaud
et al., 2011). O bien, la presencia de H,O-, detectado por la tincibn con DAB, también puede estar
relacionada con que la disminucién de ERO del cloroplasto ya que el efecto de la flavodoxina no
es total. En apoyo a lo anterior, se ha determinado en plantulas pfld 18-18 de 3 semanas de edad
gue la reduccion de ERO es de 36.7 % en comparacion con la silvestre a las 72 h de tratamiento
con FB1 (Tapia de Aquino, 2012).

Con respecto a la mutante mpk6, se ha establecido que esta cinasa esta corriente abajo de la
acumulacion de BCL en la via que conduce a la MCP (Saucedo-Garcia et al.,, 2011a),
comprobandose también que en las plantulas de Arabidopsis, la MPKS3, a la cual comUunmente se
le atribuye una funcion redundante con la MPK6, no suple la funcién de induccién de MCP
(Saucedo-Garcia et al., 2011a). Por lo anterior, la ausencia de la cinasa MPK6 hacia prever una
tolerancia a la toxina como la observada en plantulas de Arabidopsis (Saucedo-Garcia et al.,
2011a). Sin embargo, las plantas adultas de la linea mpk6 presentaron mayores indices de dafio
gue las plantas tipo silvestres a lo largo de los tiempos evaluados. La diferencia observada en
plantas adultas con respecto a plantulas hace pensar en la posibilidad de que el estado de
desarrollo pueda ser critico para el establecimiento de estas respuestas. Otra alternativa, es la
forma de administracion de la toxina, ya que en el caso de las plantulas, la exposicion a la toxina
se llevé a cabo agregandola al sustrato de donde fue absorbida por la raiz. Asi mismo, estos
resultados sugieren la presencia de otros elementos de sefializacion involucrados que puedan
suplir la funcion de la MPK6 en la MCP.

Por ultimo, en la linea mpk6 no fue perceptible la acumulacion de H2.O; en el tejido infiltrado con
la toxina. Estos resultados pueden explicarse ubicando la formacion de esta ERO por el
cloroplasto corriente debajo de la MPK6. Sin embargo, el hecho de que en este genotipo mpk6 se
presente muerte celular (alto indice de dafio) aun en ausencia de ERO del cloroplasto, sugiere
gue las ERO del cloroplasto, no son necesarias para que se presente la MCP. Lo anterior indica
gue las BCL podrian participar en diferentes vias de sefializacion que lleven hacia la MCP o a

manifestaciones de defensa. Al respecto, se ha descrito una via inducida por BCL que lleva a
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MCP que involucra a una cinasa de calcio, CPK3, lo cual revela que puede haber otras vias en
paralelo activadas por BCL que llevan a muerte celular y que quizas no necesitan las ERO del
cloroplasto (Lachaud et al., 2012).

Contribucion de las BCL a las formas de inmunidad contra patdgenos

Bases de cadena largaen la ETI

Una vez que se describié el efecto de la acumulaciéon de BCL causada por FB1 en el fenotipo de
diferentes lineas de Arabidopsis, se procedié a evaluar lo que ocurre cuando estos genotipos se
desafian con el patdgeno virulento o el avirulento. Arabidopsis thaliana cuenta con los
mecanismos moleculares para establecer una respuesta eficiente de defensa contra la cepa
avirulenta de Pseudomonas syringae DC3000 (avrRpml), por lo cual esta interaccion
incompatible permite evaluar lo que ocurre durante la inmunidad ETI. En el trabajo de Peer et al.
(2010) se describi6é que la infeccion con Pseudomonas syringae avrRpm1 induce la acumulacién
de fitoesfingosina (t18:0), lo cual evidencié que durante la interaccion planta-patégeno, las BCL
son especies candidatas para la sefalizacion de la respuesta de defensa. En ese trabajo, las
caracteristicas de la acumulacion de BCL en términos temporales y cuantitativos, asi como el
hecho de que sucediera en una interaccion patdégeno-hospedero genéticamente incompatibles,
sugerio la asociacion de las BCL con una respuesta tipo ETI. Sin embargo, esos datos no fueron
apoyados por evidencias experimentales que relacionaran la cinética de acumulacion de BCL con
pardmetros de respuestas de defensa como HR, expresion de genes de defensa, produccién de
fitoalexinas, de ERO, crecimiento bacteriano, etc. Con estos antecedentes, en este trabajo se
propuso explorar si justamente algunas de estas respuestas de defensa se producian en los dos
modelos de ETI y PTI, induciendo la acumulacién de BCL por adicion de FB1. Este estudio se
extendid a diferentes genotipos carentes de elementos sefializadores en la via de BCL, para
valorar su contribucion a estos mecanismos.

En concordancia con lo anterior, el siguiente paso fue evaluar la muerte celular estimando si
habia diferencias en las lesiones presentadas por las plantas de diferentes genotipos al ser
infectadas con las dos cepas del patdégeno. Es importante diferenciar que la lesion que se
presenta tras la infeccibn con el patégeno avirulento corresponde a una respuesta de
hipersensibilidad o HR, la cual es un tipo de MCP que ocurre para limitar el avance de patégenos
bi6trofos/hemibiétrofos evitando que se diseminen al resto del tejido. Mientras que la muerte
celular que se induce en respuesta a la infeccion con el patégeno virulento es una lesion de
enfermedad que puede avanzar al resto de la planta. Sin embargo, en sus fases iniciales e
intermedias, las lesiones producidas por ambos patégenos se observan con caracteristicas muy

similares.
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En el conjunto de experimentos, en los que se evalu6 el indice de dafio ocasionado por los
patégenos, inicialmente se utilizé una carga bacteriana de 1 x 108 UFC/mL para la infecciéon de
las plantas, lo cual resulté una dosis excesiva que no permitid encontrar diferencias en la
intensidad de la lesién producida. Sin embargo, algo que resulté evidente fue que la lesion
ocasionada por el patébgeno avirulento aparecié desde tiempos tempranos y llegd a indices de
dafio de 1 a las 24 h, en casi todos los genotipos, siendo la excepcién la linea Icb2a-1, mientras
gue con la infeccion de la cepa virulenta, al tiempo de 24 h se presentaron indices por debajo de
1. Lo anterior esta de acuerdo con el hecho de que el establecimiento de la respuesta HR es muy
rapido, ya que se encienden los mecanismos que llevan a la muerte desde las primeras horas del
ataque del patégeno (Heath, 2000). Se ha reportado que hay diferencias dinamicas, tanto
cualitativas como cuantitativas, entre la inmunidad ETI y la produccién de enfermedad que
dependen de varios factores, como estado de salud general de las plantas, condiciones
ambientales y dosis de patdégeno utilizadas (Hamdoun et al., 2013). Debido a que no se pudieron
detectar diferencias entre los genotipos al desafiar a las plantas con los patdgenos, la siguiente
estrategia fue reducir la carga de infeccion cien veces menos a la anteriormente utilizada, es
decir, a 1 x 10® UFC/mL.

Con la reduccion en los niveles de bacterias usados en la infeccion, se detect6 que en el caso del
genotipo Ichb2a-1 expuesto al patdogeno avirulento hubo valores de indice de dafio
significativamente menores en comparacién con la planta tipo silvestre en tiempos de 2 y 3 dias,
mientras que a tiempos mas largos de evaluacién (4 y 7 d) los resultados fueron similares a la
WT. Lo anterior sugiere que hay deficiencia en el desempefio de la planta mutante para
desplegar la respuesta de defensa que lleve a la HR. En este sentido, aunque no se conoce el
blanco de las moléculas del patdégeno para activar la respuesta mediada por BCL, el resultado
indica que la afectacién a nivel de la subunidad LCB2a de la SPT repercute en el establecimiento
de la respuesta que lleva a la muerte celular.

Por otro lado, los resultados mostraron que el genotipo sbh1-1 presentd un bajo indice de dafio
con la infeccién del patégeno avirulento (1x10% UFC/mL). Es decir, la afectacién de esta mutante
para sintetizar BCL trihidroxiladas tuvo un efecto negativo en la respuesta tipo HR. Lo anterior se
puede relacionar con lo reportado por Peer et al. (2010), en donde se comprobd que al infectar
plantas sbhl-1 con el patégeno avirulento hay una menor acumulaciéon de la fitoesfingosina
(t18:0) en comparaciéon con la planta silvestre, por lo que se puede inferir que esta menor
acumulacion se relaciona con un despliegue insuficiente de defensas. Sin embargo, estos
resultados contrastan con los obtenidos en plantulas expuestas a la FB1, ya que la adicion de la
toxina a plantulas silvestres lleva a una acumulacion de BCL dihidroxiladas que se expresa en un

fenotipo de muerte celular, mismo que es presentado por las plantulas de la mutante sbhl-1
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expuestas a la FB1 (Saucedo-Garcia et al., 2011a). Lo anterior hace evidente que hay muchos
mecanismos involucrados, ademas de los inducidos por acumulacion de BCL, que se activan
cuando la planta es infectada por la bacteria.

El anadlisis de las mutantes que presentan afectaciones en elementos de la via de sefalizacion
revel6 de manera muy clara que la mutante pfld 18-18, desafiada con una menor carga
bacteriana del patégeno avirulento (1 x 10 UFC/mL), no mostré lesién tipo HR durante todo el
curso de tiempo analizado. Esto sugiere que para la ejecucion de la muerte celular programada,
en la inmunidad ETI, las ERO del cloroplasto tienen una importante funcién. Sin embargo, es
importante destacar que la dosis bacteriana es determinante para esta respuesta, ya que con una
carga de 1x10® UFC/mL si se desarrollaron lesiones de muerte muy similares para todos los
genotipos, mientras que con una dosis menor se afecta el establecimiento de la respuesta en
esta mutante. En este sentido, se ha comprobado que en la interaccion entre las plantas de
tabaco y el patégeno no hospedero Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, la produccién de
ERO en el cloroplasto es esencial para el progreso de la MCP. En este estudio se determin6 que
la inhibicion en la acumulacion ERO del cloroplasto correlaciond con la supresion de la MCP,
pero no se afectaron parametros que contribuyen a la defensa, como inducciéon de genes de
patogenicidad, produccién de acido salicilico y acido jasmonico (Zubriggen et al., 2009).

En cuanto a la mutante mpk6, los resultados de indice de dafio al infectar con el patégeno
avirulento estuvieron por debajo de la respuesta obtenida en la planta tipo silvestre, sugiriendo
gue hay deficiencia en el desempefio de la planta para desplegar una respuesta de defensa que
lleve a la HR, por lo que la MPK®6 seria un elemento que contribuye en la sefializacion durante la
respuesta ETI. Esto esta de acuerdo con el reporte de Menke et al. (2004) donde se comprobé
gue el silenciamiento de la MPK6 compromete las respuestas de defensa.

Los resultados del analisis de los indices de dafio como un parametro de evaluacién de la MCP,
sugieren la participacion de las BCL, la MPK6 y las ERO producidas en el cloroplasto, como

elementos de sefalizacion durante la respuesta ETI inducida por la bacteria avirulenta.

Bases de cadena larga en larespuesta de enfermedad

A diferencia de lo que sucede en una interaccion incompatible (entre la cepa avirulenta
Pseudomonas syringae DC3000 (avrRpm1) y Arabidopsis thaliana), con la cepa virulenta se
establece una interaccibn compatible o de enfermedad, también nombrada susceptibilidad
desencadenada por efectores. En este caso, aunque se reconocen PAMPs y hay un despliegue
de respuestas de defensa, estas son insuficientes y el establecimiento de la inmunidad PTI no es
exitoso, pues las plantas presentan una eventual susceptibilidad a la infeccion que se manifiesta

como enfermedad. Con el objetivo de evaluar si habia alguna diferencia en la manifestacién de
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muerte celular por enfermedad en las mutantes, se realizé el mismo tipo de experimentos que los
descritos anteriormente para determinar el indice de dafio pero usando la cepa virulenta de
Pseudomonas syringae DC3000.

Al comparar los valores de indice de dafio de las diferentes lineas infectadas con las dos cepas
bacterianas, se observo que a los 7 dpi, los genotipos WT, mpk6 y pfld 18-18 presentaron indices
de dafio menores con el patégeno virulento que con el avirulento. Esto es consistente con el
hecho de que la lesién en el caso de una interaccién compatible comienza mas tardiamente y
llega a ser de mayor intensidad a tiempos largos. Resulta muy interesante que las hojas de las
plantas Icb2a-1 no presentaron muerte del tejido cuando fueron expuestas al patégeno virulento
(1 x 108 UFC/mL), esto sugiere que la disminuciéon de BCL enddgenas producida por la carencia
de la subunidad LCB2a de la SPT impide la manifestacion de la muerte que se produce por
enfermedad en la planta ante el ataque de un organismo virulento. Por consiguiente, las BCL
podrian estar implicadas también en una muerte de tipo necrotico, como se ha visto en el caso de
la infeccion con patégenos necrétrofos como el hongo Alternaria alternata f. sp. lycopersici al
infectar Nicotiana benthamiana (Rivas-San Vicente, 2004; Rivas-San Vicente et al., 2013).

En general, se presentaron menores indices de dafio en las mutantes en comparacién con la
silvestre después de la infeccion con el patdgeno virulento, lo cual implica que las mutaciones en
los diferentes genes repercutieron en el desarrollo de la lesion causada por el proceso de
enfermedad. Lo anterior es interesante, ya que existen diferencias entre los mecanismos que se
establecen para llevar a la muerte por enfermedad y a la muerte que se presenta como defensa.
Por tanto, estos resultados sugieren que las BCL pueden ser estar involucradas en ambos
procesos. En este contexto, en el reporte de Peer et al. (2010) se encontré que hubo acumulacién
de BCL al tratar a las plantas con un patégeno virulento, sin embargo esta elevacion fue
transitoria y a tiempos tempranos, a diferencia de lo que ocurrié6 con una cepa avirulenta en
donde la elevacion fue sostenida a lo largo de los tiempos evaluados. Esta elevacion transitoria
de BCL a tiempos tempranos de la interaccibn compatible, podria ser ocasionada por el
reconocimiento de PAMPs. Al respecto, Hamdoun et al. (2013) reportaron que con una dosis de 1
x 108 UFC/mL los resultados de medicion de marcadores de defensa, como acumulacién de acido
salicilico y expresion del gen PR1, son muy similares entre las cepas avirulenta y virulenta. Estos
datos resultan sorprendentes ya que de acuerdo a la literatura no es de esperarse tener una
activacion tan robusta de respuestas de defensa en una interaccion de enfermedad como la del
caso de inmunidad ETI. Esto es una evidencia de la importancia del reconocimiento de PAMPs,
aun cuando las respuestas de defensa no sean exitosas. En el reporte de Hamdoun et al. (2013),

las diferencias significativas entre la susceptibilidad a efectores y la activacion de la inmunidad
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ETI se presentan al infiltrar 1 x 107 UFC/mL, lo cual representa una cantidad de bacterias
excesiva en comparacion con la cantidad a la que las plantas estan expuestas naturalmente.

En conclusion, la infeccién de las plantas con una carga bacteriana de 1 x 10° UFC/mL de las
cepas avirulenta y virulenta del patégeno Pseudomonas syringae DC3000, induce lesiones que
varian en intensidad dependiendo del genotipo, lo cual implica que los elementos afectados en
cada mutante son importantes para la manifestacién de las respuestas, tanto de inmunidad como

de enfermedad.

Comparacion de la MCP inducida por FB1 y cepas avirulenta y virulenta de Pseudomonas
syringae

Es importante hacer una comparacion del progreso, la intensidad y las caracteristicas de la lesion
ocasionada por la FB1 y los patdégenos avirulento y virulento, ya que un denominador comun en
los tres tratamientos es la acumulacion de BCL. Si bien, durante la interaccion con los patégenos
puede haber muchos otros factores importantes que desencadenen la muerte del tejido vegetal,
en el caso del tratamiento con FB1 se tiene la clara contribucion de la acumulacién de BCL que
se acumulan. Primeramente, las caracteristicas de la lesion varian ya que, como se puede
observar en la Figura 12, la coloracion de la lesion por efecto del tratamiento con FB1 es de un
tono amarillento, mientras que con los patdgenos la coloracion es grisacea y se aprecia mas
como una deshidratacién del tejido, aunque también aparecen zonas cloréticas principalmente
alrededor de la zona de infeccion. Por otro lado, la progresion de la lesiébn es mucho mas rapida
en el caso de la interaccion con el patdgeno avirulento, lo cual concuerda con que la respuesta de
HR es muy temprana (Heath, 2000). En cuanto a la temporalidad, la lesion de muerte por FB1 es
mas retardada que con los patégenos y a los mismos tiempos de analisis llega en general a
valores menores de indice de dafo que los que alcanza la infeccién con los patégenos con una
carga de 1 x 10® UFC/mL. Sin embargo, es importante considerar que los parametros
cuantitativos son dependientes de la dosis y del tiempo de exposicion.

Con el objetivo de evaluar en los genotipos en estudio si habia diferencias en la produccion de
ERO al ser infectados con los patégenos, se realizé la tincién con DAB para la deteccion de H2O..
Se sabe que la produccion de ERO se presenta como una de las primeras respuestas de defensa
ante el ataque de patégenos (Bolwell y Wojtaszek, 1997; Lamb y Dixon, 1997), lo que se conoce
como explosién oxidativa. Sin embargo, esta produccién de ERO (principalmente H,O, y Oz)
transcurre en fases dependiendo de si la interaccion es compatible o incompatible y se ha ligado
principalmente a las NADPH oxidasas (Torres et al., 2002; Torres et al., 2006). En una primera
fase, denominada transitoria, se detecta una produccién de ERO rapida pero débil y pasajera.

Esta fase transitoria es detectada tras la inoculacion de un patégeno avirulento o uno virulento
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(Torres et al.,, 2006). Debido a que en esta fase los niveles de ERO son bajos y transitorios
solamente pueden ser detectados con técnicas de alta sensibilidad. La segunda fase, llamada
persistente, es considerada una caracteristica propia y esencial de la interaccién incompatible, es
decir, de cuando existe el reconocimiento especifico por la interaccion gen-por-gen al ser
inoculado un patégeno avirulento (Orlandi et al.,, 1992; Torres et al., 2006). En este caso se
presenta una produccién masiva y prolongada de ERO la cual es detectable con la técnica de
tincién histoquimica con diaminobencidina (Gonzéalez Solis, 2009).

En el laboratorio hemos detectado una fase que corresponde a una produccion masiva de H>Og,
gue se presenta a tiempos largos, alrededor de las 48 h después de la infiltracion con los
patdégenos avirulento y virulento (Gonzalez Solis, 2009). Por la correlacion de esta respuesta con
parametros estructurales y funcionales de los cloroplastos, esto se ha interpretado como una
produccion masiva de ERO que sucede en este organelo celular a tiempos avanzados y que
permite definir la irreversibilidad de la muerte celular programada (Gonzélez Solis, 2009; Ishida y
Wada, 2009, Dong y Chen, 2013). La deteccién de H.O, posterior a la infeccién con el patégeno
avirulento es una referencia de la produccion de ERO durante una interaccion incompatible. En
este caso se observéd que todos los genotipos presentaron la coloracion indicativa del complejo
DAB-H.O; a las 24 h de exposicién a la bacteria avirulenta, lo cual es consistente con otros
reportes en donde se comprueba que el estallido oxidativo en la fase persistente es caracteristico
de la interaccién de la planta con el patégeno avirulento (Lamb y Dixon, 1997; Gonzalez-Solis,
2009). De igual manera, al tiempo de 72 h se detecté H.O- en las hojas de todos los genotipos
expuestas al patégeno avirulento, sin embargo, en este tiempo mas largo las ERO corresponden
a la fase de “ejecucion de muerte”, que se relaciona con la irreversibilidad del proceso. Estos
resultados indican que las modificaciones en relacién al contenido y tipo de BCL, en el caso de
las mutantes Icb2a-1 y sbhl-1, y de los elementos de vias de sefalizacion referentes a las lineas
mpk6 y pfld 18-18, no repercuten en la generacion de ERO durante una interaccion incompatible.
Esto podria indicar que hay vias alternativas para la transduccion de las multiples sefales
producidas por la bacteria para establecer la respuesta de defensa. Asi mismo, el hecho de que
haya sido evidente la sefial de produccion de H,O. en la mutante pfld 18-18, apoya como ya se
habia mencionado, que la expresion de la flavodoxina en esta mutante no abate totalmente la
produccion de ERO del cloroplasto y por lo tanto estas especies pueden ser detectadas con la
técnica de tincion con DAB. Ademas, no se descartan otras fuentes de ERO, como NADPH
oxidasas y mitocondria, que también han sido descritas en el establecimiento de la inmunidad
ETI.
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Las BCL en el control del crecimiento bacteriano en la ETI

Una estrategia para explorar de forma directa la participacion de BCL en los mecanismos de
inmunidad de las plantas, fue determinar el crecimiento de las cepas avirulenta y virulenta del
patégeno Pseudomonas syringae en plantulas previamente tratadas con FB1. En este caso, se
utilizé un sistema de plantulas de 3 semanas de edad crecidas en cajas de Petri, que permitié dar
un tratamiento con FB1 previo a la infeccion por aspersién con los patégenos. El razonamiento de
este experimento fue que la exposicion a la toxina FB1 12 h antes de la infeccidn, propiciaria la
acumulacién de BCL en diferentes proporciones en los casos de las mutantes Ich2a-1 y sbhl-1,
lo cual podria inducir respuestas de defensa que se manifestarian ante el desafio con las dos
cepas bacterianas. Mientras que en los casos de las mutantes mpk6 y pfld18-18, los niveles de
BCL no deberian variar, sin embargo, las afectaciones a nivel de la cinasa MPK6 y las ERO del
cloroplasto si podrian interferir con la respuesta de inmunidad ante el ataque de las cepas
avirulenta y virulenta, debido a la posiciébn de estos componentes corriente abajo de las BCL.
Segun lo reportado por Stone et al. (2000) y Peer et al. (2010), se puede predecir que las BCL
activarian respuestas de defensa que se traducirian en una disminucion de la proliferacién
bacteriana dependiendo de la interaccion entre los genotipos de las plantas y del patégeno.

Los resultados mostraron que efectivamente, las plantas pueden montar la inmunidad ETI al ser
infectadas con el patégeno avirulento, ya que las plantas WT, Icb2a-1, mpk6 y sbhl-1, sin
exposicion a la FB1, desarrollaron un crecimiento bacteriano alrededor de dos 6rdenes de
magnitud por debajo de los niveles observados en las plantas infectadas con el patégeno
virulento a las 24 h. Cabe destacar que los niveles iniciales de inoculacion fueron practicamente
idénticos para todos los genotipos (Apéndice 3). Estos resultados validan que efectivamente las
cepas utilizadas y el ensayo de infeccibn con las bacterias permiten evidenciar el fenotipo
expresado por los mecanismos moleculares de la inmunidad ETI, de acuerdo a lo que ya ha sido
reportado anteriormente (Tao et al., 2003; Bonfig et al., 2006; Hamdoun et al., 2013). Asimismo,
estos resultados complementan el reporte de Peer et al. (2010), en donde se describidé que la
exposicion al patdgeno avirulento estimulaba la formacion sostenida de BCL enddgenas, aunque
estos autores no midieron respuestas de inmunidad. En general, lo que ocurre durante la
interaccion con la bacteria avirulenta es una combinacién de PTI y ETI, por lo que son
reconocidos tanto los PAMPs por receptores membranales, como los efectores por receptores
dentro de la célula (Jones y Dangl, 2006). Esto resulta en una respuesta de defensa vigorosa y
sostenida que se expres6 en una disminucién del crecimiento bacteriano de la cepa avirulenta. El
Unico caso en el que los niveles de proliferacion del patdégeno avirulento fueron mayores que con
el virulento fue el de la linea pfld 18-18, lo cual pone de manifiesto que las ERO del cloroplasto

son muy importantes en el establecimiento de la respuesta ETI.
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El siguiente punto que es importante resaltar, es que en general no hubo diferencias
estadisticamente significativas en los valores de proliferacion bacteriana de la cepa virulenta en
las plantulas con el pre-tratamiento con FB1 y sus respectivos controles. En este contexto, los
resultados apoyan la idea de que la acumulacibn de BCL por efecto de la FB1, no tiene
repercusion en el crecimiento de la bacteria virulenta. Solamente el genotipo pfld 18-18 presento
un crecimiento ligeramente menor (10 %) de la cepa virulenta en condiciones control en
comparacion con el tratamiento de FB1.

Lo mas relevante de estos resultados es lo que ocurrié con el tratamiento con FB1 y la posterior
exposicion al patégeno avirulento, condicion en la que presumiblemente los niveles aumentados
de BCL promoverian reacciones de defensa, que llevarian a un menor crecimiento bacteriano en
la planta. En esta condicién, las plantas tipo silvestre y sbhl-1 presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos con FB1 y sus respectivos controles sin el
tratamiento con la toxina (menor crecimiento bacteriano tras la exposicién a la FB1). En las
mismas condiciones en las que se realizé este experimento se han medido las BCL en plantulas
WT encontrando una acumulacion diferencial desde las 4 h de exposicion a FB1 (Gonzalez-Solis,
2009; Saucedo-Garcia et al., 2011a), asi como una activacion de la MPK6 dependiente de BCL a
los 15 min (Saucedo-Garcia et al., 2011a). Lo anterior implica que desde tiempos tempranos la
acumulacion de BCL puede activar respuestas de defensa. Con el mismo razonamiento se
pueden analizar los resultados de la linea sbhl-1, en donde se acumulan mayoritariamente
especies de BCL dihidroxiladas (Chen et al., 2008). Al analizar lo que ocurre con las otras
mutantes vemos que, al tiempo de 24 h, las lineas Icb2a-1, mpk6 y pfld 18-18, no muestran
diferencias entre el control y el tratamiento con FB1. Sin embargo, el hecho de que la mutante
Icb2a-1 es capaz de montar una respuesta de defensa gracias a la elevacion de BCL, aunque sea
modesta y tardia, se refleja en la reduccion del crecimiento bacteriano a tiempos mas largos (48
h) (Saucedo-Garcia et al., 2011a).

Con estos resultados se puede concluir que las BCL tienen participacion como moléculas
sefalizadoras durante la respuesta ETI.

Aunqgue ya se han descrito las manifestaciones de defensa que se activan tras la infeccion con
patdégenos, hasta la fecha no se conoce el mecanismo mediante el cual el reconocimiento del
patégeno lleva a la acumulacion de las BCL. Tomando en cuenta que hay acumulacién transitoria
de fitoesfingosina a tiempos cortos después de la exposicion a patdgenos, virulento y avirulento
(Peer et al.,, 2010), una sefial podria ser el reconocimiento de PAMPs que desencadena la
sintesis de novo de BCL. Posteriormente, la elevacidon sostenida podria estar relacionada con la
interaccion de efectores con proteinas R. Para corroborar estas hipétesis, se tendra que dilucidar

si los receptores de membrana que reconocen PAMPs pueden sefializar de alguna manera hasta
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el reticulo endoplasmico, en donde ocurre la sintesis de novo las BCL. De igual manera, se
tendra que investigar cdmo se lleva a la sefializacién por la interaccién de efectores-proteinas R.

Con el estudio de la proteina RIN4 se ha logrado establecer el mecanismo mediante el cual se
limita la entrada de microorganismos patégenos al modular la apertura de estomas. Este ejemplo
podria dar indicios de los primeros eventos de sefializacién cuando se establece la respuesta ETI
en relacién con las BCL, ya que estas especies también estan involucradas en el cierre de
estomas. En ausencia de infeccion, se sabe que RIN4 interacciona con las proteinas de
resistencia RPM1 y RPS2, regulandolas negativamente (Mackey et al., 2002). Mientras que en
presencia de los efectores AvrRpm1 o AvrB internalizados por la bacteria, RIN4 interacciona con
dos isoformas de la ATPasa de H*, AHAl y AHA2, para poder regular la apertura y cierre de
estomas y con ello a limitar la entrada de los patdgenos (Liu et al., 2009). En este caso, la
interaccion proteina-proteina es fundamental para la activacion de la respuesta, este mecanismo
es interesante porque ya se sabe que las BCL estan involucradas en el cierre de estomas, por lo
gue su interaccion con proteinas también podria ser critica para activar la sefializaciéon por BCL

asociada a respuestas de defensa como la MCP tipo HR.

El uso de PAMPs en el estudio de lainmunidad PTl y las BCL

El estudio de la manifestacion individual de las inmunidades PTIl y ETI resulta muy complejo,
debido a que ante la presencia de cualgquier microorganismo, ya sea que eventualmente cause
enfermedad o no, los mecanismos de inmunidad innata (PTI) se inducen. Si el invasor es un
patégeno avirulento, adicionalmente se disparan los mecanismos mas especificos de defensa
gue son los de la respuesta ETI. El éxito de una u otra forma de defensa depende de muchos
factores como la cantidad del agente invasor, las condiciones ambientales que favorezcan su
crecimiento y las condiciones mismas de la planta. Por ello, en los experimentos con la bacteria
avirulenta se presenta tanto el reconocimiento de PAMPs, como la interaccion especifica con
efectores. Ambas formas de inmunidad involucran componentes que conforman vias de
sefializacion complejas, con algunos elementos compartidos (Henry et al., 2013). Asi mismo, en
el caso de la bacteria virulenta, aunque los PAMPs sean detectados, los factores de virulencia
internalizados (que no tienen contraparte en el hospedero) suprimen las respuestas de defensa
PTI (Mudgett, 2005; Jones y Dangl, 2006). Un alternativa experimental para superar estas
complicaciones, ha sido el uso de una cepa de Pseudomonas syringae denominada HrcC-, con la
cual se puede inducir la inmunidad PTI sin tener activada la inmunidad ETI (Guttman et al., 2002).
Esto se logr6 mediante la modificacion del sistema de secrecion tipo Il para evitar la
internalizacion de los efectores, por lo que con esta cepa se puede estudiar solamente la

interaccion de los PAMPs de la bacteria que son reconocidos por los receptores de la planta. Con
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esta cepa se ha encontrado que marcadores de respuestas de defensa como la produccion de
acido salicilico y la transcripcion del gen PR1, se inducen en menor proporciéon en comparacion
de lo que ocurre con la respuesta ETI, lo cual comprueba que esta Ultima es mas robusta y por lo
tanto mas efectiva para controlar la infeccién bacteriana, ademas revela que ambos tipos de
inmunidad comparten multiples reacciones comunes de defensa (Hamdoun et al., 2013).

Debido a que no se sabe si las BCL participan como moléculas sefalizadoras durante la
respuesta PTI, en este trabajo se decidié exponer a plantas de diferentes genotipos directamente
a algunos PAMPs. La primera eleccion fue la flagelina, ya que se han descrito elementos de la
via de sefalizacion que se activa después del reconocimiento de este PAMP por el receptor FLS2
(Felix et al., 1999; Gémez-GOomez et al., 1999; Niuhse et al., 2000; Asai et al., 2002) y porque ya
ha sido reportado que la exposicion a este PAMP induce la respuesta tipo HR (Naito et al., 2007).
Anteriormente, la MCP presentada en la HR era asociada exclusivamente a la inmunidad
causada por efectores (ETI), sin embargo, ya se ha publicado que los tratamientos con flagelina y
xilanasa también generan lesiones de muerte celular (Bailey et al., 1990; Naito et al., 2007).
Desafortunadamente, no se tuvieron resultados favorables con el tratamiento de flagelina,
purificada a partir de flagelos de Salmonella typhimurium, tanto en el sistema de plantulas de tres
semanas de edad, como en el de plantas adultas, ya que no se pudo detectar fenotipicamente la
lesion de muerte celular. La comparacion de las secuencias de la flagelina de Salmonella
typhimurium utilizada y la del péptido flg22 arroj6 un 77.3 % de identidad. El andlisis de las
secuencias resulta interesante, ya que por la falta de inducciéon de muerte celular, pareciera que
aun cuando los PAMPs y las respuestas que desencadenan sean muy conservadas, esas
pequefias diferencias en secuencia pudieran ser criticas para el reconocimiento por los
receptores membranales de las células vegetales. Sin embargo, también es importante
considerar que en el reporte de Naito et al., (2007), se describe que el tratamiento con flagelina
genera lesiones tipo HR, mientras que con el péptido flg22 no se presenta muerte celular. De
acuerdo con esto, aunque el reconocimiento del péptido de 22 aminoacidos puede inducir la via
de sefializacion que involucra fitohormonas, fosforilacion de MAPKs e induccion de factores de
transcripcién, debe haber otro mecanismo que se inicie por el reconocimiento de otra secuencia
presente en la flagelina pero ausente en el péptido flg22, que sea el que lleva a la progresion de
muerte celular. En este sentido, en el presente trabajo, al infiltrar el péptido flg22 no se detectd
muerte celular, lo cual concuerda con lo reportado (Naito et al., 2007). Sin embargo, en las
condiciones de exposicion a la flagelina y el flg22, tampoco fue posible detectar H,O, in situ como
manifestacién de una respuesta de defensa. También es posible que la generacion de esta ERO

no alcance los niveles necesarios para ser detectada por la técnica usada.
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Como una alternativa para el analisis de los efectos por PAMPs se decidié trabajar con xilanasa.
Esta es una proteina de origen fungico elegida porque también esta reportado que induce la
respuesta tipo HR (Bailey et al., 1990; Yano et al., 1998; Ron et al., 2000). En este caso si fue
posible detectar lesibn de muerte celular en las hojas de plantas tipo silvestre tratadas con
xilanasa, por lo cual se procedio a infiltrar hojas de todos los genotipos con el objetivo de detectar
posibles diferencias.

Si bien aun no esta descrita esta via de sefalizacion, se sabe que el receptor LeEix2 reconoce
una secuencia de 5 aminoacidos de la xilanasa (Rotblat et al., 2002; Bar et al., 2009). Tras el
reconocimiento, el receptor unido a la proteina es endocitado y se activan los elementos de
sefializacion que llevan a la HR.

Los resultados mostraron que las plantas mutantes sbhl-1 presentaron mayores indices de dafio
en comparacion con las mutantes pfld 18-18 y la plantas silvestres, lo cual sugiere la implicacién
de BCL dihidroxiladas, que son las prevalecientes en esta mutante, en la sefializacion de muerte
celular por xilanasa. Sin embargo, la mutante Icb2a-1 también presenté indices de dafio por
arriba de la WT, lo cual indica que aun con afectaciones a nivel de la subunidad LCB2a de la
SPT, la sefializacion hacia la muerte se puede llevar a cabo.

En contraste, la mutante pfld 18-18 mostr6 los menores indices de dafio con la exposicién a este
PAMP, sugiriendo que las ERO del cloroplasto pueden tener una funcién muy importante en la
respuesta de muerte celular inducida por la xilanasa. Sin embargo, en el andlisis de la produccién
de H;0,, no se detectaron diferencias entre los diferentes genotipos evaluados a los tiempos de
24 y 72 hpi, por lo tanto, las diferencias en magnitud de la lesién tipo HR que presentan las
diferentes lineas de Arabidopsis evaluadas con xilanasa, no esta en relacién a la produccién de
esta ERO.

Una estrategia experimental que seria fundamental para dilucidar la posible participacion de las
BCL en la inmunidad PTI es la medicion de las especies fosforiladas y desfosforiladas de BCL en

tratamientos con flagelina, flg22, xilanasa y la cepa HrcC'.

Lainduccion de genes de defensa en respuesta a la acumulacion de BCL y el papel de las
fitohormonas en esta via de sefializacion.

Se sabe que en plantas la sefalizacion por fitohormonas es fundamental durante las respuestas
de defensa contra organismos patdgenos (Derksen et al., 2013). Y, como ya se discutié en
secciones anteriores, cada vez se cuenta con mas elementos para sostener que las BCL también
participan como segundos mensajeros en los mecanismos de defensa. Por esta razén, en la
segunda parte de este trabajo se evalud si hay interrelacion entre las vias de sefalizacion por

fitohormonas y la via en la que las BCL son mediadores. Para ello, se hicieron experimentos en
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los que se analizé la expresion de genes marcadores de vias sefializadas por las fitohormonas
AS, AJ o0 ET, en condiciones de acumulacion de BCL por exposicion a FB1. El gen ACS6 codifica
para la enzima aminociclopropano carboxilato sintasa, la cual participa en la sintesis de ET, por lo
tanto este gen se ha catalogado como marcador de la via en la que participa esta fitohormona. El
gen gque se utilizd6 como marcador de la via del AS fue PR1, cuyo transcrito se acumula con
tratamientos que inducen la produccion de esta fitohormona. Por su parte, el gen PDF1.2 que
codifica para una defensina y el gen de la B-quitinasa se han considerado marcadores de las vias
de sefalizacion del ET y el JA.

En un trabajo que se hizo con protoplastos obtenidos de diferentes lineas mutantes afectadas en
elementos de vias de fitohormonas, se postulé que la via de sefializacién que lleva a MCP y que
es inducida por FB1 involucra a las fitohormonas AS, AJy ET (Asai et al., 2000). Sin embargo, en
este reporte el Unico indicador que se midi6 fue la viabilidad de los protoplastos y no se evaluaron
parametros moleculares. Por esta razén, uno de los objetivos de este trabajo fue determinar si
habia acumulacion de transcritos de genes relacionados con las vias de sefializacion que
involucran fitohormonas, en condiciones en donde hay diferentes niveles de BCL o esta afectada
su sefalizacion.

Debido a que la deteccion de los transcritos se realiz6 en el sistema de plantulas, inicialmente fue
necesario evaluar los fenotipos de las diferentes lineas expuestas a la FB1, para poder ver si
habia una relacién con la expresion de genes relacionados con defensa y la manifestacion de
muerte celular. En las imagenes de la Figura 24, se observa que las plantulas tipo silvestre, pfld
18-18 y sbh1-1 presentaron lesiones cloréticas mas exacerbadas que en los genotipos Icb2a-1 y
mpk6. En estas Ultimas mutantes si hubo muerte celular pero mas tardia, lo que indica una
tolerancia a la toxina. Estos resultados confirman que el gen LCB2a es importante para el
establecimiento de la respuesta de muerte y que la MPK6 esta involucrada en la sefalizacion
mediada por BCL (Saucedo-Garcia et al., 2011a). En este mismo sentido, en la mutante sbhl-1 la
manifestacion de la muerte celular fue mas exacerbada, lo cual se relaciona con la acumulacién
de especies esfingoideas dihidroxiladas (Chen et al., 2008). Estos resultados son consistentes
con los fenotipos en plantas adultas, la excepcion fue la mutante mpk6, la cual registré indices de
dafio por arriba de la planta tipo silvestre en plantas adultas, mientras que en plantulas la
manifestacion de muerte fue atenuada.

En cuanto a la evaluacion de la expresion de genes relacionados con defensa, en la linea tipo
silvestre a las 24 h de tratamiento con FB1, se indujo la acumulacién de los transcritos de los
genes ACS6, PDF1.2 y PRL1. Lo anterior coincide con resultados previos en donde también se ha
visto la activacion de genes de defensa en respuesta al tratamiento con FB1 o directamente con

la exposicion a BCL (Stone et al., 2000; Lachaud et al.,, 2011). Para estos tres genes la
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exposicion por 12 h a la toxina no tuvo efectos en la acumulacion de transcritos con respecto a
sus respectivos controles, lo cual indica la temporalidad para la transduccion de sefiales por BCL
en este sistema bioldgico. Por lo tanto, en la linea silvestre se determind que la exposicion a la
FB1 indujo la acumulacion de transcrito de genes relacionados con las vias del AS, ET y AJ.

En el caso de la mutante Icb2a-1, en ninguno de los dos tiempos analizados con exposicion a la
FB1, se observé una tendencia de acumulacion de los transcritos de los genes de defensa
evaluados, con respecto a los controles. Sin embargo, en comparacion con las otras mutantes, la
linea Icb2a-1 presentd niveles mas altos de los transcritos de los genes ACS6, BCHI y PR1 aun
en condiciones control. Esto es interesante, pues sugiere una relacién entre la activacion de
respuestas de defensa y la modificacion genética a nivel de la SPT (que en esta mutante que,
sOlo expresa a la subunidad LCB2b, unicamente forma el dimero LCB1/LCB2b de la SPT). En
reportes anteriores ya se ha encontrado una relacion entre la sobreexpresion de la subunidad
LCB2 de la SPT de Nicotiana y la activacion de respuestas de defensa, si bien en ese trabajo no
pudieron detectarse cambios en los niveles enddgenos de BCL (Takahashi et al., 2009). Por lo
tanto, en la mutante Icb2a-1, la ausencia de la subunidad LCB2a podria producir una
compensacion a través de la sobre expresion del gen LCB2b, lo cual puede explicar el aumento
basal de transcritos de genes de defensa aun en ausencia de FB1. El aumento en la acumulacién
de transcritos de genes de defensa sugiere que la planta intenta montar una respuesta mas
efectiva ante el atague de un patégeno, lo cual no se refleja en los datos de crecimiento
bacteriano, en donde con el pre-tratamiento con FB1, la disminucién en el crecimiento bacteriano
se logra a tiempos mas tardios en comparacién con las plantulas silvestres.

En la mutante sbhl-1, en donde el tratamiento con FB1 induce una acumulacién preferente de
BCL dihidroxiladas, no hubo una tendencia clara de aumento de transcritos de los genes
evaluados en las condiciones de tratamiento con FB1, en comparacién con los controles. Estos
resultados sugieren que las especies de BCL trihidroxiladas, que estdn en menores niveles en
esta linea, tienen una importante funcion en la sefalizacion para activar genes relacionados con
defensa.

El andlisis de los resultados que se obtuvieron para la mutante mpké indica que a las 12 h de
tratamiento con FB1 hubo incremento en los niveles de transcrito del gen ACS6. Por lo tanto, aun
en ausencia de la MPK®6, hay otros elementos de sefializaciébn que regulan la transcripcion de
este gen relacionado con la via de sintesis del etileno. En este contexto, se sabe que la
regulacion que involucra MPKG6 y la via de sintesis del etileno se da a nivel post-transcripcional,
con la fosforilacion de las isoformas ACS2 y ACS6, por las cinasas MPK6 y CDPK. La
fosforilacion estabiliza e incrementa la actividad de estas enzimas y por lo tanto causa una mayor

produccion de etileno (Lui y Zhang, 2004). En este caso, en esta mutante que carece de la cinasa
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estd afectada la regulacion a nivel de la fosforilacién de las proteinas ACS6 y ACS2, asi el
incremento en la acumulacién de transcrito del gen ACS6 puede ser una manera de compensar
la falta de activacidén de la enzima con una mayor cantidad de proteina.

En la mutante pfld 18-18 tampoco hubo diferencias en la expresion de los genes en relacién al
tratamiento con FB1, lo cual podria indicar que las alteraciones a nivel del cloroplasto por la
expresion de la flavodoxina pueden repercutir en la comunicacion con el ndcleo para activar
genes de defensa. Este resultado sugiere que la participacién de las ERO del cloroplasto tienen
una funcién ejecutora y no sefializadora de la muerte celular.

De acuerdo a los resultados obtenidos para el gen PDF1.2, marcador de las vias de ET y del JA,
hubo mayores niveles de transcrito con la exposicion por 24 h a FB1 en las plantulas tipo
silvestre, mientras que en el resto de las mutantes no se detecté la expresion de este gen con el
tratamiento con la toxina. Esto sugiere comunicacion de las vias de sefializacion por BCL y por
las fitohormonas ET/JA; sin embargo, no ocurrié lo mismo con el otro gen marcador de estas vias.
En relacion con estos resultados, hay evidencias en el sistema de Nicotiana que comprueban que
para la muerte celular causada por otra micotoxina, la AAL producida por el hongo Alternaria
alternata, es necesaria la sefializacién por etileno y por las MAP cinasas MEK2-SIPK-WIPK
(Mase et al., 2013). Asi mismo, en este trabajo se demostré que las mutantes de Arabidopsis etr-
1 y ein3, afectadas en la via de sintesis del etileno, presentan reduccién de la muerte celular
causada por FB1 (Mase et al., 2013), lo que refuerza la relacion entre la via de sefializacién en la

gue participa el etileno con las BCL.
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Modelo

A partir de los resultados de este trabajo, apoyados de otras evidencias de la literatura
planteamos el siguiente modelo. Hay evidencias que sustentan la idea de que las BCL son
moléculas de sefalizacion que se encuentran corriente arriba de otros elementos que pueden
bifurcar la sefal del estimulo inicial hacia dos destinos diferentes, pero ambos relacionados con la
defensa contra patdégenos (Lachaud et al., 2010). Un primer escenario se relaciona con altos
niveles de Ca?" en el citosol, que desencadenan respuestas de defensa, como produccién de
ERO de NADPH oxidasas, activacion de genes relacionados con defensa, fortificacion de la
pared celular, produccion de compuestos antimicrobianos, etc. Mientras que el segundo
escenario es la activacion de la programacion para muerte celular que se ha relacionado con los
siguientes eventos, entre los que aun no esta establecida una relacion: elevacion de niveles de
Ca?* en el nucleo, regulacion por una proteina 14-3-3 y la cinasa CPK3 (Lachaud et al., 2012;
Thuleau et al., 2013), activacion de la enzima de procesamiento vacuolar (yVPE) (Kuroyanagui et
al., 2005) y la produccion de ERO del cloroplasto (Figura 33A). En este sentido, la muerte celular
como respuesta de defensa no es totalmente necesaria, sino mas bien representa un ultimo
recurso para evitar la proliferacion del patégeno. Una evidencia que sustenta estos dos
escenarios es la mutante dnd1 (defense no death) en la cual esta afectado un canal de calcio. En
esta mutante durante la interaccion incompatible con la bacteria Pseudomonas syringae avrRpt2-
RPS2 no se presenta MCP tipo HR, sin embargo si se despliegan mecanismos de defensa como
la induccion de genes relacionados con patogenicidad y se logra limitar el crecimiento del
patdgeno (Clough et al., 2000).

Por otro lado durante la interaccidon compatible, es decir, cuando hay susceptibilidad a la
enfermedad, la elevaciéon transitoria de BCL es ocasionada por el reconocimiento inicial de
PAMPs, aunque finalmente las respuestas de defensa no sean exitosas (Figura 33B). En este
escenario, la muerte celular que se produce también podria estar mediada por procesos similares
a los que tienen lugar durante la interaccion incompatible, pero con temporalidad y regulaciéon

diferentes.
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Modelo de la interaccion con la bacteria avirulenta (RESISTENCIA A LA ENFERMEDAD)

A Reconocimiento PAMPs .
) Internalizacion de efectores
ETT™ v Respuesta

Efectores

RESPUESTAS
DEFENSA

ASETA)

CPK3 ﬂ AN ,
Ca2t
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Modelo de la interaccidn con la bacteria virulenta (SUSCEPTIBILIDAD A LA ENFERMEDAD)
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Figura 33. Modelos de la participacion de BCL en mecanismos de inmunidad. A) Participacion de las BCL
en la inmunidad mediada por efectores (ETI). B) Participacion de las BCL en la inmunidad desencadenada
por PAMPs y en la susceptibilidad por efectores. BCL, bases de cadena larga; CPK3, cinasa dependiente
de calcio; 14-3-3, proteina regulatoria; ERO, especies reactivas de oxigeno; yVPE enzima de
procesamiento vacuolar; MCP/HR, muerte celular programada tipo HR; AS, acido salicilico; AJ, acido

I:> Evidencias de la interaccion entre los elementos sefializadores.
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CONCLUSIONES

CONCLUSIONES

Las BCL participan en las en las reacciones tipicas de resistencia a la enfermedad (ETI) y

en reacciones de susceptibilidad a efectores (ETS).

Las BCL podrian participar en la via de sefalizacion que se presenta tras el

reconocimiento del PAMP xilanasa en células vegetales.

Las BCL, la MPK6 y las ERO producidas en el cloroplasto son elementos de la
sefalizacién que desencadena la MCP que se presenta en la respuesta ETI inducida por
la bacteria avirulenta.

La produccién de altos niveles de ERO esta asociada a una etapa avanzada de la MCP.

La acumulacién de BCL induce la expresién de genes de defensa relacionados con las

vias del &cido salicilico, etileno y acido jasmonico.

Conclusion general

Las BCL contribuyen a los mecanismos de inmunidad en células vegetales de manera diferencial:

en la ETI permiten una respuesta eficiente y sostenida y en la PTI, una respuesta transitoria.
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PERSPECTIVAS

En este trabajo se abordé el tema de la participacion de las BCL en los tipos de inmunidad ETI y

PTI, las siguientes estrategias experimentales podrian dar mas evidencias para complementar los

resultados obtenidos.

Evaluar la participacion de las BCL en la inmunidad PTI utlizando la cepa de
Pseudomonas syringae HrcC™ que permite inducir inmunidad innata sin que se active la
inmunidad ETI.

Purificar flagelina de Pseudomonas syringae e infiltrarla en hojas de plantas de los
diferentes genotipos para evaluar la manifestacion de muerte celular como una respuesta

de defensa.

Cuantificar las especies fosforiladas y desfosforiladas de BCL a diferentes tiempos
después de tratamientos con flagelina, flg22, xilanasa y con la cepa HrcC", con el objetivo

de proponer BCL especificas que participen en la sefalizacién de la respuesta PTI.

Verificar en la mutante dnd1 (defense no death) la bifurcacién de vias de sefializacion en
donde patrticipan las BCL. Evaluar en esta mutante la produccion de ERO y la activacion
de MPK®6.

Detectar H,O, con diaminobencidina en hojas de plantas de diferentes genotipos
infectadas con el patégeno avirulento (1 x 108 UFC/mL) y con la infeccién por los
patégenos avirulento y virulento (1 x 10® UFC/mL). Con el objetivo de explorar la
temporalidad de produccién de ERO en las reacciones de virulencia en comparaciéon con

las reacciones de defensa que se presentan tras la exposicion a la bacteria avirulenta.

Determinar la localizacion subcelular de ERO (H202) en respuesta a la exposicion con FB1

y los patégenos avirulento y virulento.
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APENDICES

APENDICE 1. Materiales y métodos adicionales

Purificacion de DNA a partir de geles de agarosa

Los productos de las reacciones de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 2 % preparado con
amortiguador TBE 1X y bromuro de etidio (0.26 pg/mL). EI DNA se visualizé en el gel en un
transiluminador, la banda correspondiente al amplicén se cortd y se colocé en un tubo Eppendorf
de 1.5 mL previamente pesado. El peso de la porcién de gel cortada se obtuvo por diferencia y se
procedio a la purificacion con el “Zymoclean DNA Recovery Kit” (Zymo Research D4001). A la
porcion del gel de agarosa conteniendo la banda de interés se le adicionaron 3 volimenes de
buffer ADB por cada volumen de agarosa. La mezcla se incub6 a 55 °C hasta que la agarosa se
fundié. Se transfirid la solucidon resultante a una columna Zymo-Spin acoplada en un tubo
colector. Se centrifugd por 1 min a 8 000 rpm. La solucién del tubo colector se decanté y se volvio
a colocar la columna. Se afiadieron 200 uL de Wash Buffer y se centrifugé a 8 000 rpm por 30 s.
El lavado se realiz6 por duplicado. Una vez concluido el lavado, la columna se colocé en un tubo
Eppendof de 1.5 mL, se adicionaron 10 uL de agua estéril a la columna y se incub6 por un min.
Por ultimo se centrifugd a 8 000 rpm por 1 min para recuperar el DNA. La muestra se almacené a
-20 °C.

Preparacion de células competentes de E. coli DH5a

La cepa de E. coli DH5a se inocul6 por asada en 10 mL de caldo Luria (LB) en un matraz de 125
mL y se incubd a 37 °C con agitacion (250 rpm) durante toda la noche. De este cultivo se tomaron
2 mL para inocular 200 mL de caldo LB en un matraz de 1 L que se incubd a 37 °C con agitacion
(200 rpm) hasta una densidad Optica de 0.37 a 590 nm. El cultivo se transfirié a 4 tubos Falcon de
50 mL estériles que se mantuvieron en hielo durante 5-10 min. Posteriormente, los tubos se
centrifugaron a 3 000 rpm a 4 °C durante 7 min.

El boton celular se resuspendié en 10 mL de solucion de CaCl. fria (CaCl. 10 mM/Glicerol 15 %)
y se centrifugd a 3 000 rpm durante 5 min a 4 °C. Los botones resultantes se suspendieron en 10
mL de solucién de CacCl. fria. El contenido de los tubos se transfiri6 a un solo tubo Falcon y se
dejo reposar en hielo durante 30 min. Después se centrifugé a 3 000 rpm por 7 min a 4 °C.
Finalmente, el boton celular se resuspendié en 2.5 mL de solucién de CacCl; fria y se distribuy6 en
alicuotas de 100 uL en tubos Eppendorf de 1.5 mL que se congelaron con N liquido y se

almacenaron a -70 °C hasta su uso.
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Reacciones de ligacion

La clonacion de los fragmentos de DNA amplificados se llevd a cabo en el vector pGEM-T Easy
Vector (Promega). Para la reaccién de ligacion se colocaron en un tubo eppendorf de 0.5 mL: 50
ng del vector (1 pL), 150 ng del producto de PCR, 5 uL de 2X Rapid Ligation Buffer, 3U/ul de T4
DNA ligasa (1 pL). La mezcla anterior se llevd a un volumen final de 10 ul, se agit6

moderadamente y se incubd a 4 °C durante toda la noche.

Transformacion de las células competentes de E.coli por choque térmico.

Se agregaron 5 uL de las reacciones de ligacion a 50 uL de células competentes en un tubo
eppendorf de 1.5 mL estéril que se mantuvo en hielo durante 20 min. El choque térmico se realizé
incubando el tubo a 42 °C durante 45 s en un heat-block. Una vez transcurrido este tiempo, se
coloco el tubo en hielo durante 2 min. Se afiadieron 500 uL de medio SOC a temperatura
ambiente y se incubaron a 37 °C durante 1.5 horas con una agitacion de 225 rpm en la
incubadora Lab-Line Orbit Environ Shaker. Una vez terminado el tiempo de incubacion, el cultivo
se centrifugd durante 4 min a 1400 rpm, se decanto el sobrenadante y el boton se resuspendié en
100 puL de medio SOC. Finalmente se dispersaron 100 uL de la suspension de células en cajas
Petri con medio LB selectivo (ampicilina/IPTG/X-Gal). Las cajas de Petri se incubaron a 37 °C

hasta el crecimiento de colonias.

Almacenamiento de células transformantes

Para almacenar las células transformantes se sembraron bacterias en 3 mL de medio liquido LB y
se incubaron a 37 °C, con agitacion de 200 rpm durante 14-16 h. Se tomaron 350 mL de cultivo y
se agregaron 150 mL de una mezcla de glicerol-LB (1:1) estéril, teniendo una concentracion final

de glicerol de 15 %.

Purificaciéon del DNA plasmidico

Se tomaron células de E. coli transformantes con la punta de una micropipeta estéril y se
inocularon en un tubo de ensayo con tapon de rosca con 3 mL de caldo LB suplementado con
ampicilina (100 pg/mL). EI cultivo se incubd con agitacion constante (225 rpm) durante toda la
noche a 37 °C. Posteriormente se procedié a la purificacion del plasmido de acuerdo al
procedimiento del KIT ZYMO RESEARCH®. Para ello, los 3 ml de cultivo se centrifugaron a
10000 rpm durante 1 min. El paquete celular se resuspendi6é en agua estéril y se le afiadieron 100
ul de solucién de lisis. Se agitd la mezcla por inversion y se dejé en hielo durante 2 min.

Enseguida se afadieron 350 ul del buffer de neutralizacion y se agité por inversion nuevamente.
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Se centrifugd a 11 000 rpm durante 2 min y en sobrenadante se transfiri6 a una columna Zymo-
Spin acoplada a un tubo colector. Se colectd el liqguido en un tubo eppendorf de 1.5 ml y se
desechd. Se afiadieron 200 pl de buffer de lavado, se centrifugd para colectar y se eliming el
liquido. ElI DNA plasmidico se eluy6 con 30 ul de buffer de elucion y se colectd en un tubo limpio.

La concentracion del DNA plasmidico se determin6 en el NANODROP 2000® Thermo Scientific.

Secuenciacion
La secuenciacion se realiz6 por el método de terminacién de cadena con didesoxinucleo6tidos
cuyos productos se resolvieron en un secuenciador automético de la Unidad de Secuenciacién

del Instituto de Biotecnologia de la UNAM, Cuernavaca Mor.

APENDICE 2. Preparacién de reactivos y medios de cultivo

3,3’-diaminobencidina

DAB (Sigma-Aldrich D5637-1G) 100 mg
Agua desionizada estéril 100 mL
Ajustar el pH a 3.8 con NaOH.

Agua-Dietil pirocarbonato (H.O-DEPC)

DEPC (SIGMA No. Cat. D5758) 430 uL

Agua desinoizada 1L

Se preparé agitando toda la noche y posteriormente se esteriliz6 en autoclave (121 °C/15 Ib/in?)
durante 1 h.

Amortiguador de muestra FRB para RNA
Formamida (JT Baker) 2.2 mL
Formaldehido 37 % (SIGMA F 8775) 0.8 mL
MAE 20 X pH 7.0, 250 pL

Glicerol 80 % 400 uL

H>.O-DEPC 350 uL

Azul de Bromofenol, una pizca

Amortiguador para DNA TBE 10X
Tris 0.9 M

Acido Borico 0.8 M

EDTA pH 8.0 20 mM

Amortiguador para RNA MAE 20X
MOPS (SIGMA M1254) 0.4 M
Acetato de sodio 100 mM

EDTA pH 6.5-7.0 20 mM

CaCl, 60 mM

CacCl; anhidro 0.882 g

Glicerol 15 mL

Agua estéril desionizada 85 mL
Ajustar pH a 7 con HCI
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Caldo Luria

Medio Luria (SIGMA L1900)15.5¢g
Agua estéril 1 L

Esterilizar 20 min a 121°C

Etanol 70 % para la extraccion de RNA
Etanol absoluto 70 mL
H.O-DEPC 30 mL

Flagelin22 (péptido flg22)
GeneScript Cat.No. RP19986

Gel agarosa 2 % para DNA
Agarosa 0.5 g

TBE 10X 2.5 mL

Bromuro de etidio (0.5 mg/mL) 13 pL
Agua desionizada estéril 22.5 mL

Gel agarosa 2 % para RNA
Agarosa 0.6 g

MAE 20X 1.5 ml

H.O-DEPC 26.1 ml

Formaldehido 37 % 2.4 ml
Bromuro de etidio 0.5 mg/mL 5 uL

IPTG 0.1 M
IPTG 23.83 g
Agua desionizada 1 L

Medio s6lido de Gamborg

Medio de Gamborg B-5 (SIGMA No. Cat. G5893) 3.2 g
Agar 10 g

Sacarosa 10 g

Agua desionizada 1 L

Medio LB/ampicilina/IPTG/X-Gal
Medio Luria Base 15.5¢g

Agar 15 g

Agua 1L

Ajustar pHa 7

Esterilizar 20 min y dejar enfriar a 50° C
Ampicilina 100 pg/mL

IPTG 5mM

X-Gal 80 ug/uL

Xilanasa 3 mg proteina/ml

Xilanasa de Trichoderma viride
(1,4-B-D-Xilanxilanohidrolasa EC 3.2.1.8) SIGMA X-3876

107



APENDICES

Medios de cultivo para Pseudomonas syringae
Medio base. Medio B de King

Proteasa peptona 10 g/L

KoHPO4 1.5 g/L

Glicerol 12 g/L

Agar 15 g/L

Para Pst DC3000 avrRPM1, agregar por cada 200 mL de medio B de King
200 pL de Rifampicina a una concentracion 50 pg/mL.

200 pL de Tetraciclina a una concentracion de 20 ug/mL.

2 mL MgCl; 1 M

Para Pst DC3000 vir, agregar por cada 200 mL de medio B de King
200 uL de Rifampicina a una concentracion de 50 pg/mL.
2mL MgCl, 1 M

Preparacion del in6culo bacteriano de Pst

De un stock de la cepa de Pst congelada a -70° C se toma una alicuota y se estria en una placa
de agar King B/Rif/Tet en el caso de la cepa avirulenta y en una placa de agar King B/Rif en el
caso de la cepa virulenta. Se incuba durante 48 h a 29° C. Posteriormente, se selecciona una
colonia aislada, se estria en la placa de agar correspondiente y se incuba a 29 °C durante 24 h.
Se toman asadas de la placa de agar y se prepara una suspension bacteriana en solucién de
MgCl> 10 mM estéril. Se ajusta la densidad éptica a una A=600 nm a 0.1 UDO.

(0.1 UDO= 1 x 108 UFC/mL).
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APENDICES

Valores de los indices de dafio de hojas de plantas silvestres y mutantes adultas
expuestas a la FB1 y a los patdégenos Pseudomonas syringae DC3000 cepa avirulenta
(avrRPM1) y virulenta.

Tabla S1. indices de dafio de hojas de plantas silvestres y mutantes infiltradas con FB1. Los valores se

representan en la Figura 9. Se presenta el promedio y el ES del analisis de un total de 20-30 hojas
provenientes de 2-3 plantas para cada linea.

Dia WT Icb2a-1 mpk6 pfld 18-18 sbhl-1
1 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
2 0.30 £ 0.03 0.53 £ 0.06 1.07 £ 0.06 0.88 £ 0.11 1.48 £ 0.04
3 1.00 £ 0.25 0.92+0.14 2.13+£0.12 1.75+£0.13 2.70£0.17
4 1.83+£0.17 1.06 £ 0.10 2.30£0.10 258+0.31 349+0.11
7 290+0.21 1.87+£0.12 4.01+0.21 4.21 +£0.19 4.29+0.19

Tabla S2. indices de dafio de hojas de plantas silvestres y mutantes infiltradas con el patégeno avirulento
Pst DC3000 avrRPML1. (Inéculo 1 x 108 UFC/mL). Los valores se representan en la Figura 10. Se presenta
el promedio y el ES del analisis de un total de 20-30 hojas provenientes de 2-3 plantas para cada linea.

Dia WT Icb2a-1 mpk6 pfld 18-18 sbhi-1
1 0.93 £ 0.06 0.40 £ 0.04 0.93 £ 0.06 0.89 £ 0.00 1.00 £ 0.00
2 1.79+£0.01 1.76 £ 0.02 2.01+£0.24 2.01+0.24 1.73+£0.02
3 2.79+£0.18 2.88£0.22 2.89+£0.19 3.01+0.35 2.73£0.23
4 3.85+0.26 3.83+0.29 4.02 +0.47 4.00 £ 0.00 3.81+0.33
7 4.63+£0.32 4.55 £ 0.39 4.81+0.32 5.00 + 0.00 4.01 +0.38

Tabla S3. indices de dafio de hojas de plantas silvestres y mutantes infiltradas con el patégeno virulento

Pst DC3000 (In6culo 1 x 108 UFC/mL). Los valores se representan en la Figura 11. Se presenta el
promedio y el ES del andlisis de un total de 20-30 hojas provenientes de 2-3 plantas para cada linea.

Dia WT Icb2a-1 mpk6 pfld 18-18 sbhl-1
1 0.13+£0.06 0.68 £ 0.06 0.45+0.00 0.54 +£0.03 0.45+0.04
2 1.80 £ 0.20 2.00£0.00 1.63+0.17 1.78 £ 0.00 1.71+£0.29
3 2.80+0.17 2.75+0.22 2.71£0.02 2.78+0.19 2.33£0.00
4 3.87 £ 0.23 3.04 + 0.07 3.73+0.23 3.85 + 0.26 4.00 + 0.00
7 3.88 + 0.05 476 £ 0.41 4.15+ 0.26 4.38 + 0.00 3.78 + 0.38

Tabla S4. indices de dafio de hojas de plantas silvestres y mutantes infiltradas con el patégeno avirulento
Pst DC3000 avrRPML1. (Inéculo 1 x 108 UFC/mL). Los valores se representan en la Figura 14. Se presenta

el promedio y el ES del andlisis de un total de 20-30 hojas provenientes de 2-3 plantas para cada linea.

Dia WT Icb2a-1 mpk6 pfld 18-18 sbhi-1
1 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00+0
2 0.17 + 0.06 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00+0
3 0.27 + 0.06 0.15+ 0.02 0.06 + 0.01 0.00 + 0.00 0.00+0
4 0.44 + 0.06 0.32 + 0.06 0.11 + 0.05 0.00 + 0.00 0.00+0
7 0.72+£0.05 0.61+0.10 0.44 £ 0.06 0.00 £ 0.00 0.10+0.01
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Tabla S5. indices de dafio de hojas de plantas silvestres y mutantes infiltradas con el patégeno virulento
Pst DC3000 (Inéculo 1 x 108 UFC/mL). Valores de la Figura 15. Se presenta el promedio y el ES del
andlisis de un total de 20-30 hojas provenientes de 2-3 plantas para cada linea.

Dia WT Icb2a-1 mpk6 pfld 18-18 sbhi-1
1 0.00£0 0.00£0 0.00£0 0.00£0 0.00+0
2 0.12 £ 0.02 0.00£0 0.05+ 0.02 0.00£0 0.00+0
3 0.43 £ 0.06 0.00£0 0.21+£0.01 0.00£0 0.00+0
4 0.69 £ 0.02 0.00£0 0.35+0.02 0.04£0 0.00+0
7 1.13+0.15 0.00+0 0.74 £ 0.04 0.07 £ 0.03 0.12 £ 0.06

Tabla S6. indices de dafio de hojas de plantas silvestres y mutantes infiltradas con xilanasa (3 mg/mL).
Valores de la Figura 20. Se presenta el promedio y el ES n=18.

Dia WT Ich2a-1 mpk6 pfld 18-18 sbhl-1
4 0+0 0.77 £0.10 0.33+£0 0£0 05+0
7 1.55+0.10 2.16+£0.33 1.83+0.44 0.38£0.10 2.27£0.10
9 1.94 £ 0.25 2.77+0.35 2.11+0.25 0.50+0 3.27+£0.54
11 1.77+£0.42 2.83+£0.60 2.27 £0.10 0.83+0.17 3.44+0.10
14 2.00 £ 0.53 2.84 + 0.08 2.60 +0.40 1.33+0.31 3.3+0.26

Crecimiento bacteriano de los patdgenos Pst DC3000 avrRPM1 y Pst DC3000 en plantulas.

En la siguiente gréfica se muestran las cargas iniciales al momento de la infeccion con los

patégenos.
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Figura 34. Crecimiento bacteriano de los patdgenos Pst DC3000 avrRPM1 y Pst DC3000 en plantulas. Las
plantulas de los genotipos indicados fueron expuestas por 12 h a la toxina FB1 y enseguida se les aplic
por aspersion un inéculo bacteriano de 1 x 10 UFC/mL de Pseudomonas syringae cepa avirulenta DC3000
avrRPM1 (Pst avr) o cepa virulenta DC3000 (Pst vir). El crecimiento bacteriano se determiné a las Oh (justo

después de la infeccién). Se muestran los promedios + ES, n=6.
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Estadistica del analisis de la expresion de genes de defensa. Se realiz el analisis estadistico
ANOVA con el programa “Statistical Package for the Social Sciences” (SPSS) comparando los
resultados para cada gen y cada linea mutante. Se muestran los valores de significancia
estadistica para cada comparacién (p < 0.05).

WT
ACS6

12h 24h 12hFB1 24h FB1
12 h 0.684 0.961 0.002
24 h 0.684 0.918 0.013
12h FB1 0.961 0.918 0.004
24 h FB1 0.002 0.013 0.004
PDF1.2

12h 24h 12hFB1 24h FB1
12 h 0.999 0.995 0.000
24 h 0.999 1.000 0.000
12h FB1 0.995 1.000 0.000
24 h FB1 0.000 0.000 0.000
S-CHI

12h 24h 12hFB1 24h FB1
12 h 0.928 0.660 0.769
24 h 0.928 0.334 0.427
12h FB1 0.660 0.334 0.997
24 h FB1 0.769 0.427 0.997
PR1

12h 24h 12hFB1 24h FB1
12 h 1.000 0.949 0.057
24 h 1.000 0.954 0.055
12h FB1 0.949 0.954 0.022
24 h FB1 0.057 0.055 0.022
Mutante Icb2a-1
PDF1.2

12h 24h 12hFB1 24h FB1
12h 0.094 1.000 0.988
24 h 0.094 0.100 0.157
12h FB1 1.000 0.100 0.992
24 h FB1 0.988 0.157 0.992
Mutante mpk6
ACS6

12h 24h 12hFB1 24h FB1
12 h 0.078 0.000 0.017
24 h 0.078 0.009 0.821
12h FB1 0.000 0.009 0.043
24 h FB1 0.017 0.821 0.043
PDF1.2

12h 24h 12hFB1 24h FB1
12 h 0.416 0.222 0.434
24 h 0.416 0.967 1.00
12h FB1 0.222 0.967 0.959
24 h FB1 0.434 1.000 0.959
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S-CHI

12hFB1 24h FB1
12h 0.998 0.888
24 h 0.923 1.000
12h FB1 0.998 0.923 0.947
24 h FB1 0.888 1.000 0.947
PR1

24h 12hFB1 24h FB1

12 h 0.004 0.100
24 h 0.430 0.059 0.758
12h FB1 0.004 0.059 0.287
24 h FB1 0.100 0.758
Mutante pfld 18-18
ACS6

12hFB1 24h FB1
12h 0.946 0.224
24 h 0.38 0.999
12h FB1 0.946 0.380 0.437
24 h FB1 0.224 0.999 0.437
PDF1.2

12hFB1 24h FB1
12h 1.000 0.520
24 h 0.395 0.995
12h FB1 1.000 0.395 0.512
24 h FB1 0.520 0.995 0.512
S-CHI

12hFB1 24h FB1
12h 0.677 0.452
24 h 0.045 0.935
12h FB1 0.677 0.045 0.102
24 h FB1 0.452 0.935 0.102
PR1

12hFB1 24h FB1
12 h 0.695 0.998
24 h 0.013 0.073
12h FB1 0.695 0.013 0.598
24 hFB1 0.998 0.073

Mutante sbh1-1
ACS6

12hFB1 24h FB1
12 h 0.999 0.262
24 h 0.011 0.206
12h FB1 0.999 0.011 0.219
24 h FB1 0.262 0.206
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PDF1.2

12hFB1 24h FB1
12h 0.001 0.003
24 h 0.970 0.645
12h FB1 0.001 0.970 0.871
24 h FB1 0.003 0.645 0.871
B-CHI

12hFB1 24h FB1
12h 0.058 0.008
24 h 0.958 0.279
12h FB1 0.058 0.958 0.501
24 h FB1 0.008 0.279 0.501
PR1

24h 12hFB1 24h FB1

12 h 0.652 0.997
24 h 0.105 0.020 0.137
12h FB1 0.652 0.020 0.548
24 h FB1 0.997 0.137

Resultados de la secuenciacion

Se muestran los alineamientos de las secuencias de los genes ACS6, f-CHI y PR1 obtenidas,
con las secuencias correspondientes depositadas en la base de datos de NCBI

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/).
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C_B417
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