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Lista de abreviaturas

ADR1 ACTIVATED DISEASE RESISTANCE 1

APX ASCORBATO PEROXIDASA

Avr  Proteinas de avirulencia

AvrRpm1l Proteinas de avirulencia de Pseudomonas syringae
BAK1 BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1- ASSOCIATED RECEPTOR KINASE 1
BIK1 BOTRYTIS-INDUCED KINASE 1
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ETI del inglés: effector-triggered immunity

flg22 Péptido conservado de la flagelina

FSL2 FLAGELLIN-SENSITIVE 2

GA Giberelinas (Acido giberélico)

GSL Genes que sintetizan calosa

GST8 GLUTATION TRANSFERASA 8

GST9 GLUTATION TRANSFERASA 9

HR Respuesta hipersensible

IPS1 genes INDUCED BY PHOSPHATE STARVATION 1
JA Jasmonatos

LPR1 LOW PHOSPHATE ROOT

LR delinglés: lateral root

MAPKs MITOGEN ACTIVATED PROTEIN KINASES
MCP Muerte celular programada

MEKK1 MAP KINASE KINASE KINASE

MP Membrana plasmatica

NB-LRR del inglés: nucleotide binding leucine-rich repeat

NLA NITROGEN LIMITATION ADAPTATION



NQR NADPH QUINONA REDUCTASA

PAD4 PHYTOALEXIN DEFICIENT 4

PAMP del inglés: pathogen-associated molecular pattern
PCRK1 COMPROMISED RECEPTOR-LIKE CYTOPLASMIC KINASE
PDR2 PHOSPHATE DEFICIENCY RESPONSE 2

PHF1 PHOSPHATE TRANSPORTER TRAFFIC FACILITATOR
PHO1 PHOSPHATE 1

PHO2 PHOSPHATE 2

pho2 mutante

PHR1 PHOSPHATE STARVATION RESPONSE 1

phrl mutante

PHT PHOSPHATE TRANSPORTER

PHT1 PHOSPHATE TRANSPORTER 1

Pi Fosforo inorganico

PO4 Fosfato

PR  del inglés: principal root

PR delinglés: Pathogen Resistant

PRRs del inglés: pattern recognition receptors

PTI  del inglés: PAMP-triggered immunity

RBOHD NADPH OXIDASE RESPIRATORY BURST OXIDASE HOMOLOG D
RLCK RECEPTOR-LIKE CYTOPLASMIC KINASES

RLK RECEPTOR LECTIN-KINASE

ROS delinglés: Reactive oxygen species

RPM1 RESISTANCE TO PSEUDOMONAS SYRINGAE

SA  Acido salicilico

SARD1 SAR DEFICIENT 1

WRKY75 WRKY DNA-binding protein 75

ZAT6 ZINC FINGER OF ARABIDOPSIS THALIAN



Introduccién

Las plantas poseen un sistema de defensa que va desde barreras fisicas hasta sefiales
moleculares y sistémicas (Ojito-Ramos y Portal, 2010), lo que les permite conocer y
responder ante diferentes estimulos como lo son el estrés bidtico o abidtico. El estrés bibtico
puede ser causado por patdgenos, los cuales son reconocidos por dos sistemas diferentes,
inmunidad desencadenada por patrén (PTI) e inmunidad activada por efectores (ETI)

(Bigerard et al., 2015).

En el sistema PTI la planta a través de receptores membranales, conocidos como
receptores de reconocimiento de patrones (PRRSs), reconocen patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMPs), que actian como elicitores capaces de activar y
desencadenar una respuesta en la planta (Newman et al., 2013). Mientras que el sistema
ETI se activa cuando los efectores de un patdgeno son reconocidos por las proteinas de
resistencia (PR) a enfermedades (Nomura et al., 2011). La respuesta es muy especifica y
en muchos casos culmina con la muerte celular localizada y programada, denominada HR

(respuesta hipersensible) (Newman et al., 2013)

Se ha reportado que Arabidopsis thaliana presenta un receptor (FSL2) indispensable para
reconocer el péptido conservado de la flagelina (flg22) (Bauer et al., 2001) que funciona
como elicitor (Jelenska et al., 2017) induciendo alteraciones en la membrana plasmatica, la
activacion de la via MAPKs (proteina quinasa activada por mitdgenos), la deposicion de
callosa, la produccion de etileno y de especies reactivas de oxigeno (Newman et al., 2013,

Smith et al., 2014). Estas respuestas moleculares confieren resistencia contra patégenos.

Otro tipo de estrés al que normalmente se enfrentan las plantas es el estrés abiético, que
puede ser provocado por varios factores, por ejemplo, sequia, altas temperaturas y

deficiencia nutrimental. En este Ultimo caso, la deficiencia de fésforo (P) es uno de los
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principales factores que limita el crecimiento y produccion de las plantas. Aunque el P es
uno de los elementos mas abundantes en el suelo, este no puede ser tomado directamente
por la planta, ya que ésta lo toma preferencialmente en forma de fosfato (PO.). Sin embargo,
el PO, es de poca accesibilidad para la planta, ya que se distribuye de manera desigual en
el suelo y no esta tan disponible para la raiz de las plantas (Rubio et al., 2001). A pesar de
estas limitantes, el PO4 es importante en el desarrollo y productividad de las plantas, debido
a que es necesario en distintos procesos fisioldgicos como la fotosintesis, el metabolismo
energeético, la respiracion y la regulaciéon de diversas enzimas. Asi mismo, el P forma parte
de biomoléculas como el ADN y ARN, asi como también de los fosfolipidos que forman las

membranas vegetales (Taiz y Zeiger, 2006).

La deficiencia de P en las plantas induce una serie de cambios a nivel morfol4gico,
fisiol6gico y metabdlico (Sanchez-Calderdn, 2006), por lo que las plantas han desarrollado
una serie de respuestas adaptativas para hacer frente a la deficiencia de PO4 (Rubio et al.,
2001). Se ha descrito una via de sefalizacion que controla las respuestas de A. thaliana a
la deficiencia de P, en la cual PHR1 es un factor de transcripcion critico que se une en forma
de dimero al promotor de los genes sensibles a la deficiencia de P (PSI). También, en
deficiencia de P se induce el microRNA miR399 que se encarga de regular la expresiéon de
PHO2, el cual controla la distribucién de P entre la raiz y la parte aérea de la planta (Bari et

al., 2006).

También se ha trabajado con las mutantes de la ruta propuesta. En el caso de phrl en
deficiencia de P el crecimiento de la planta se reduce (Rubio et al 2001), mientras que pho2
exhibe sintomas de toxicidad de P cuando el suministro de este nutrimento es alto (Liu et

al., 2012).



Se ha reportado que la fosforilacibn de proteinas tiene un papel importante en la
sefalizaciébn de defensa, dado que los receptores asociados a la membrana (PRRS)
presentan varios sitios de fosforilacion, que en condiciones de P suficiente se activan e
inducen la respuesta inmune (Benschop et al., 2007). Sin embargo, se desconoce la
respuesta de las mutantes relacionadas con la deficiencia de P. Por lo tanto, el objetivo de
este trabajo es evaluar si la deficiencia de P afecta la respuesta inmune de dos mutantes

de Arabidopsis thaliana (phrly pho2)

Marco tedrico

1.0 Respuesta inmune en plantas (ETI, PTI)

Las plantas al ser organismos sésiles presentan un mecanismo de defensa innato que va
desde barreras fisicas hasta sefiales moleculares y sistémicas. Este sistema actla de dos
formas: la primera se denomina PTI (del inglés: PAMP-triggered immunity) y la segunda se
denomina ETI (del inglés: effector-triggered immunity) (Figura 1) (Ojito-Ramos y Portal,

2010).



Figura 1. Modelo zigzag de la respuesta inmune en las plantas
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Figura 1. Modelo zigzag que ilustra la respuesta inmune en plantas (Jones y Dangl, 2006; Ojito-

Ramos y Portal, 2010).

En la PTI las células de las plantas presentan receptores PRRs (del inglés: pattern
recognition receptors) que reconocen epitopes de moléculas conservadas indispensables
para organismos patdégenos conocidos como PAMPs (del inglés: pathogen-associated
molecular pattern) ( Zipfel et al., 2004; Heese et al., 2007; Lu et al., 2010; Ojito-Ramos y

Portal, 2010).

La percepcién de PAMPs mediante los PRRs induce la formacién del complejo receptor
inmune en la membrana plasmatica (MP), formado por el mismo PRR conocido como
FLAGELLIN-SENSITIVE 2 (FLS2) y el RECEPTOR LECTIN-KINASE (RLK) conocido como
BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1- ASSOCIATED RECEPTOR KINASE 1 (BAK1),
también se encuentra asociada la NADPH OXIDASE RESPIRATORY BURST OXIDASE
HOMOLOG D (RBOHD), se fosforilan y mandan una sefial a BOTRYTIS-INDUCED

KINASE 1 (BIK1), el cual es un RECEPTOR-LIKE CYTOPLASMIC KINASES (RLCK) que



activa la respuesta inmune. BIK1 activa dos cascadas de MITOGEN ACTIVATED PROTEIN
KINASES (MAPK o MPK); la primera cascada incluye MAP KINASE KINASE KINASE
(MEKK1), MAP KINASE KINASE (MKK1 y MKK2) y MAP KINASE 4 que promueven la
resistencia basal, mientras que la segunda cascada incluye MAP KINASE KINASE KINASE
(MPKKK), MAP KINASE KINASE (MPKK4 Y MPKK5) que activan MPK3 y MPK6
promoviendo la biosintesis de etileno y glucosinolatos (Figura 2) (Zipfel et al., 2004; Heese

et al., 2007; Lu et al., 2010; Dingzhong et al., 2017 y Peng et al., 2018).

Figura 2. Sefializacion molecular del sistema PTI
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Figura 2. Modelo que representa la sefializacion molecular del sistema PTI (Bigerard et al., 2015)

Otros RLCKs que se activan son COMPROMISED RECEPTOR-LIKE CYTOPLASMIC
KINASE (PCRK1y PCRK2) los cuales promueven la sintesis de acido salicilico (SA por

sus siglas en inglés),que contribuye a la resistencia a patdgenos, mediante los genes SAR



DEFICIENT 1 (SARD1) y CAM-BINDING PROTEIN 60-LIKE G (CBP60G) que también

regulan BAK1, BIK1, MKK4 y MPK3 (Peng et al., 2018).

Otra de las respuestas asociadas a la resistencia de las plantas contra patégenos, es la
liberacion de calcio (Ca*?) que abre los canales de la membrana (entra H+, mientras sale
K+, Cl- y NO-3). Existen reportes que demuestran que los flujos de Ca*? pueden inducir los
estallidos de especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés). Sin embargo,
para la producciéon de ROS, la enzima RBOH tiene que ser fosforilada en sitios especificos

por la CALCIUM-DEPENDENT-PROTEIN KINASES (CPK5) (Dingzhong et al., 2017).

A pesar de estas respuestas moleculares, hay patégenos que producen proteinas efectoras
que inhiben la PTI. Sin embargo, a través de procesos co-evolutivos, algunas plantas han
logrado activar receptores citoplasmaticos capaces de detectar las proteinas efectoras.
Estos receptores son codificados por los genes PR (Pathogen Resistant) (Heese et al.,
2007). Una vez detectados los efectores por los receptores PR, se activan una serie de
respuestas moleculares que constituyen la segunda forma de actuacion de la inmunidad
innata y se denomina ETI (del inglés: effector-triggered immunity) (Ojito-Ramos y Portal,

2010).

Los receptores de la ETI son proteinas intracelulares de tipo NB-LRR (del inglés:
nucleotidebinding leucine-rich repeat), una de ellas es RESISTANCE TO PSEUDOMONAS
SYRINGAE (RPM1) que detecta proteinas efectoras producidas por patégenos en el
citoplasma de la célula huésped, que se denominan proteinas de avirulencia (Avr), en este
caso de Pseudomonas syringae (AvrRpml). La sefalizacion en cascada consta de una
rapida activacion de las MAPK e involucra un complejo molecular que controla la
estabilizaciébn de las proteinas NB-LRR. También se sugiere que AvrRpml regula
negativamente la funcién de algunas enzimas de Oxido-reduccién asi como la NADPH

QUINONA REDUCTASA (NQR) y la peroxiredoxina cisteina 2, mientras regula
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positivamente la GLUTATION TRANSFERASA (GST8 y GST9) (Gouveia et al., 2017) La
acumulacion de ROS puede oxidar 4cidos grasos (peroxidacion lipidica) que podria ser
reparada por la NQR, pero al estar regulada negativamente podria implicar que la
peroxidacion lipidica tiene un papel importante en la sefalizacion ETI, adicionalmente se
dafa la cadena transportadora de electrones del fotosistema Il durante la fotosintesis

(Hurley et al., 2014).

Las respuestas asociadas con la ETI son muy especificas y en muchos casos culminan con
la muerte celular localizada y programada, denominada HR (respuesta hipersensible, por
sus siglas en Inglés), mediada por los genes ENHANCED DISEASE SUSCEPTIBILITY 1
(EDS1) y PHYTOALEXIN DEFICIENT 4 (PAD4) (Newman et al., 2013; Gouveia et al.,
2017). También dispara los niveles de AS, mediante los genes SARD1 y CBP60G que al
igual que la PTI regulan algunos genes como EDS1, PAD4 y ACTIVATED DISEASE

RESISTANCE 1 (ADR1) (Peng et al., 2018).

1.1 Respuestas fisioldégicas de la respuestainmune

1.1.1 Inhibicién del crecimiento

Las plantas usan la fotosintesis para convertir la energia luminosa en energia quimica en
forma de carbohidratos, esa fuente de recursos después es destinada a crecimiento o
defensa segun el estrés (Huot et al., 2014). La defensa implica un gasto de energia, donde

se ha visto que el crecimiento se reduce (Navarro y Zipfel, 2004).

Otro costo es la defensa constitutiva, la cual es la inhabilidad de responder apropiadamente
a condiciones ambientales que limitan la energia de produccion y la susceptibilidad
aumenta cuando las plantas son atacadas por algun patégeno como Pseudomonas

syringae (Huot et al., 2014).
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Los recursos usados para el crecimiento, son destinados a la respuesta de defensa, las
hormonas parecen regular el ‘trade off” entre crecimiento y defensa. Esas hormonas son
(BR) brasinoesteroides, (GA) giberelinas, (SA) &cido salicilico y (JA) jasmonatos (Huot et

al., 2014; Jiménez-Gébngora et al., 2014).

1.1.2 Produccion de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS)

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) se generan por la ruptura o la excitacion del
oxigeno molecular (O, Oz, '02) o por la reduccién parcial del mismo (02, H20,, HO)
(Halliwell y Gutteridge, 2015). Juegan un papel importante en las vias de sefializacion de
varios procesos biol6gicos como crecimiento, desarrollo y respuesta a estimulos bidticos y

abidticos (Baxter et al., 2013).

Una de las respuestas celulares mas rapida de la defensa, después del reconocimiento del
patégeno, es la conocida explosion oxidativa. En ella se produce O, y H,O- en el sitio de
invasion, las cuales son producidas por la RBOH en la membrana plasmatica, peroxidasas
unidas a la pared celular y por aminooxidasas en el apoplasto (Rivera-Cabrera et al., 2008).
La funcion de la ola de ROS es alertar a los tejidos sobre estimulos localizados (Baxter et

al., 2013).

El O, puede dismutar a H,O; para hacer mas facil su paso a través de la membrana
plasmatica (Junhuan et al., 2017), también se difunde el acido salicilico (SA) y el NO™, estos
inhiben la actividad de enzimas antioxidantes como la ASCORBATO PEROXIDASA (APX)
por una regulacién postraduccional y la CATALASA (CAT) a nivel de mRNA, asi la planta
produce mas ROS mientras disminuye su capacidad para remover H,O>, resultando en una
sobreacumulacion de ROS que puede oxidar diversas biomoléculas, alterar el metabolismo

e inducir apoptosis o muerte celular programada (MCP) (Rivera-Cabrera et al., 2008).

1.1.3 Deposicién de calosa
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La calosa es un polisacarido con estructura - 1,3 glucano con algunas ramificaciones (-
1,6 (Xiong-Yan et al., 2009) que se deposita entre la membrana plasmética y la pared
celular, actia como una barrera fisica que detiene o vuelve lenta la invasion por patégenos

(Ellinger y Voigt 2014)

La deposicion de calosa es una respuesta de defensa controlada por distintas vias de
sefalizacién, dependiendo de las condiciones ambientales y el patron molecular asociado
a patégenos (PAMPs) (Estrella et al., 2011). En A. thaliana existen 12 genes que codifican
para la sintesis de calosa, GLUCAN SYNTHASE-LIKE (GSL), de los cuales GSL5 induce

la sintesis de calosa en tejido foliar en respuesta a patégenos (Xiong-Yan et al., 2009).

La deposiciéon de calosa es una respuesta multifacética de defensa que es controlada por
distintas vias de sefializacion, dependiendo de las condiciones ambientales y el PAMP
(Estrella et al., 2011). La fosforilacion y translocacion directa de la calosa sintasa parece
ser la clave postraduccional de mecanismos de regulacién enzimatica, mientras que el
control transcripcional de genes GSL puede ser solo una funcibn menor en respuesta al

estrés bidtico o abidtico (Ellinger y Volgt, 2014).

2.0 Fésforo y plantas

Las plantas requieren de ciertos nutrimentos (Fe*3, N, P, Ca*?, CI- entre otros) para crecer
y desarrollarse. Sin embargo, algunos de estos minerales se encuentran de manera
limitada, por ejemplo, la concentracion aproximada de P en el suelo es de 0.05ppm;-ademas
de que se puede encontrar reaccionando con otros elementos como nitrégeno, hierro, zinc
y calcio (Fernandez et al., 2007), por lo que las plantas han desarrollado una serie de

respuestas adaptativas para facilitar la toma de Py la regulacion interna de este (Lin 2009).
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En respuesta a la deficiencia de P, las plantas inhiben la elongacioén de la raiz principal (PR
por sus siglas en inglés), lo cual es regulado por los genes PHOSPHATE DEFICIENCY
RESPONSE 2 (PDR2), el cual modula la actividad meristeméatica de la PR en respuesta a
la disponibilidad de P y LOW PHOSPHATE ROOT (LPR1) que bloquea la comunicacion
con otras células, e induce la produccién de ROS y la deposicion de calosa (Figura 3)
(Sanchez-Calderon et al., 2006; Ham et al., 2017). También se estimula la iniciacién de
raices laterales (LR por sus siglas en inglés), regulado por los FACTORES DE
TRANSCRIPCION (TFs) WRKY DNA-BINDING PROTEIN 75 (WRKY75) que se encarga
de la produccion de la raiz lateral y pelos radicales y ZINC FINGER OF ARABIDOPSIS
THALIANA (ZAT6) que modula la estructura radicular y la formacién de dedos de zinc (Zn),
asi como también la expresion de la proteina PHOSPHATE TRANSPORTER (PHT) (Lin et

al., 2009; Liang et al., 2014).
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Figura 3. sefializacién en condiciones 6ptimas y deficiencia de fosforo
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Figura 3. Comparacion entre la sefializacion en células en condiciones 6ptimas y en deficiencia de
P (Ham et al., 2017)

Al mismo tiempo las células de la raiz secretan iones (H*, OH, HCO3) para dar cambios en
el pH y poder obtener el P a partir del PO4 (Fernandez et al., 2007), el cual es absorbido
por las plantas en forma de ion ortofosfato primario (H2.PO4) (Shen et al., 2011), por lo cual
es necesario un receptor de alta afinidad al que se le conoce como PHOSPHATE
TRANSPORTER 1 (PHT1). PHT1 transporta el P a la MP mediado por PHOSPHATE
TRANSPORTER TRAFFIC FACILITATOR (PHF1) (Figura 4), también puede ser
ubiquitinado y dirigido a la vacuola por PHOSPHATE 2 (PHO2) y por NITROGEN
LIMITATION ADAPTATION (NLA). En la vacuola PHT1 se degrada y la vacuola permanece
como una fuente de P que contiene proteinas con dominio SPX-MFS que se encargan de

translocar el P (Lin et al., 2009; Liang et al., 2014; Ham et al., 2017).
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Figura 4. Sefalizacion molecular de la homeostasis del P

Figura 4. Modelo de la sefializacion molecular para la homeostasis de P (Ham et al., 2017)

Ya en el nucleo los genes INDUCED BY PHOSPHATE STARVATION 1 (IPS1) empiezan a
transcribirse, uno de ellos es PHOSPHATE STARVATION RESPONSE 1 (PHR1) que
codifica un factor de transcripcion, el cual se une en forma de dimero a la region promotora
de otros genes (IPS), también induce la transcripcion del miR399 que se encarga de regular
la expresion de PHOZ2, e indirectamente regula la expresion de PHT1 y PHOSPHATE 1
(PHO1) ( Figura 5), este ultimo encargado del transporte de P al xilema y en la distribucion

del P a las hojas (Rubio et al., 2001, Liu et al., 2012).
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Figura 5. Sefializacion PSI
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Figura 5. Sefializacion de genes PSI

Justificacion

Tedricamente se sabe que la respuesta inmune inducida por algin patégeno puede verse
afectada por la deficiencia de algun nutrimento, en este caso se evalué si la deficiencia de
fésforo afecta la respuesta inmune de dos mutantes de Arabidopsis thaliana que expresan
dos fenotipos diferentes respecto a la acumulacién de fosforo phrl (no acumula P) y pho2

(sobre acumula P).
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Hipotesis
La deficiencia de fosforo afectara la respuesta inmune de las dos mutantes de Arabidopsis

thaliana (phrl y pho2) inducida por flg22.

Objetivos

Evaluar si la deficiencia de P afecta la respuesta inmune de dos mutantes de Arabidopsis

thaliana (phrl y pho2)

Objetivos particulares

= Determinar si la reduccion del crecimiento de A. thaliana inducido por el péptido

flg22 es afectada por la deficiencia de P

= Determinar si la deficiencia de P afecta la produccién de ROS inducida por flg22

= Determinar si la deficiencia de P afecta la deposicién de calosa inducida por flg22

Materiales y métodos

Material vegetal

Se utilizaron semillas silvestres (Wt) de Arabidopsis thaliana del ecotipo Col. O, y las
mutantes por insercion de tDNA phrl y pho2, las cuales fueron generadas en el fondo
genético Col. O y fueron obtenidas de la coleccibn de mutantes del “The Arabidopsis

Information Resouerce” https://www.arabidopsis.org/ Las semillas se desinfectaron

sumergiendolas en etanol al 70% durante 1 minuto y con cloro comercial durante 5 minutos,
posteriormente se enjuagaron con agua destilada estéril. Ya desinfectadas, se colocaron
en cajas Petri que contenian medio solido Murashige y Skoog (MS): MS+P [ImM] y MS -

P [5uM] a ¥ de concentracién, posteriormente se escarificaron incubandolas a 4°C por tres
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dias. Finalmente se colocaron a temperatura ambiente con un fotoperiodo de 16 horas

durante siete dias.

Evaluacion de la inhibicion del crecimiento inducido por flg22

Después de siete dias de crecimiento a 25 °C y con un fotoperiodo de 16 horas luz/8 horas
oscuridad, las plantas se pasaron a una placa de 12 pozas, las cuales tenian 1ml de medio
liquido MS (MS +P y MS -P) y 1l de flg22. Con este tratamiento, las plantas se mantuvieron
creciendo durante 10 dias bajo las condiciones ambientales ya descritas. Al término de este
tiempo, se midio la longitud (cm) de las raices y los datos fueron analizados aplicando la
prueba de Anova. Se realizaron tres réplicas biolégicas, cada una con tres plantas para

cada tratamiento.

Medicién de la produccion especies reactivas de oxigeno (ROS)

Después de siete dias de crecimiento a 25 °C y con un fotoperiodo de 16 horas luz/8 horas
oscuridad, las plantas se pasaron a una placa con 96 pozas. Cada poza contenia 150l de
medio liquido MS (MS +P o MS -P), las plantulas se mantuvieron en estas condiciones por
un dia. Después se taparon con papel aluminio, aproximadamente por cuatro horas y
posteriormente se retird el medio liquido y se realizaron dos tratamientos, uno con flagelina
+flg22 (0.5ul de flg22) (Genescript, USA) y sin flagelina -flg22. Ambos con la solucién
reveladora la cual contiene 7.5ul de luminol (Waco, Japan), 2ul de HRP (Peroxidase from
horseradish, Sigma, USA) por cada ml de agua ultrapura, inmediatamente después se midi6
la quimioluminiscencia utilizando un contador de fotones de baja intensidad marca UVITEC
durante 25 minutos. Finalmente, las imagenes obtenidas fueron procesadas con el
programa IMAGEJ, utilizando los pixeles como unidades relativas de luminiscencia, los
datos obtenidos fueron analizados con una prueba de Anova. Se realizaron seis réplicas

biol6gicas y cada réplica tenia una planta para cada tratamiento.
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Deposicion de calosa

Después de 7 dias de crecimiento, con mucho cuidado se transfirid6 una plantula de cada
genotipo (ecotipo Wt Col. O, phrly pho2) y de cada tratamiento (+P y -P) a 1 ml de medio
liqguido MS (0.25X) adicionado con sacarosa al 1% y se dejaron reposando a 22°C para
evitar dafio mecénico. Posteriormente se agregd una concentracién 10nM de flg22 y se dejo
actuar por 24 horas a 22 °C. Después se lavaron las plantulas en 1ml de etanol al 50% por
30-60 minutos, en seguida se lavaron con una solucién de K;HPO, 67mM (pH 12) por 30-
60 minutos. Posteriormente el tejido fue tefiido con azul de anilina al 0.01% en K;HPO,4 67
mM (pH 12) por una hora y se lavaron de nuevo con K:HPO4 67 mM pH 12. Luego se
montaron las plantas en portaobjetos usando como medio de montaje una solucién
compuesta de 7ml de glicerol al 70%, 1ml de K;HPO467 mM y 2ml de agua destilada y se
almacenaron a 4°C Las preparaciones se observaron en un microscopio de
epifluorescencia ultravioleta; Ampliacion 4x (filtro DAPI), se tomaron fotografias y se conté
cada punto de deposicion de calosa por cada hoja, los datos fueron analizados con una

prueba Anova. Se realizaron tres réplicas biol6gicas con una planta para cada tratamiento.

Resultados

Las plantas pueden estar sometidas a diferentes tipos de estrés, uno de ellos es producido
por el ataque de patdégenos. La situacion de estrés se agrava cuando la planta presenta
deficiencia de nutrimentos (Navarro y Zipfel, 2004; Huot et al., 2014). En este trabajo se
utilizaron dos mutantes de A. thaliana que presentan un fenotipo que no acumula Pi (phrl)
y otro que sobreacumula Pi (pho2), dadas estas caracteristicas se usaron estas mutantes
para evaluar la respuesta inmune inducida por flg22 bajo dos condiciones nutricionales: +P

[ImM]y -P [5uM]. Se evalud la reduccién del crecimiento, asi como también se cuantificaron
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las especies reactivas de oxigeno (ROS) producidas y la deposicion de calosa, todas estas

respuestas inducidas por el péptido sintético flg22.

En los siguientes apartados se describen los efectos de la deficiencia de P en cada una de

las respuestas caracteristicas de la respuesta inmune

Inhibicion del crecimiento

Una de las consecuencias de la activacion prolongada de la respuesta inmune es la
inhibicion o reduccion del crecimiento (Navarro y Zipfel, 2004; Huot et al 2014). Para
determinar si la respuesta inmune inducida por flg22 en dos mutantes de A. thaliana (phrl
y pho2), inhibe el crecimiento de las plantas, se mantuvieron durante diez dias plantas en

medio MS +P [1mM] y en medio MS -P [5uM] con flg22 y se midio la longitud total.

Se encontrd que para la mutante phrl, la cual no acumula P (figura 6), estadisticamente
con una p<0.001 existen diferencias significativas respecto a la inhibicion del crecimiento
en los tratamientos representados por la clase a (Col. O +P), b (Col. O -P y phrl +P) y ¢
(Col. O +P flg22, Col. O -P flg22, phrl +P flg22 y phrl +P flg22), siendo la clase c la que
presenta una mayor inhibicién en el crecimiento, resaltando que en ella se encuentran los
tratamientos con flg22 y que sin importar si esta en +P o -P, el crecimiento se reduce. Estos
datos sugieren que la deficiencia de P en el caso de la mutante phrl si reduce el
crecimiento, lo mismo sucede con Col. O, sin embargo cuando se agrega el péptido flg22
en plantas con y sin deficiencia de P, el crecimiento estadisticamente es el mismo, no se

reduce.
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Figura 6. Inhibicion del crecimiento en la mutante phrl
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Figura 6. Gréfica de la inhibicion del crecimiento en Wt y la mutante phrl en presencia y ausencia
de flg22 en condiciones de +P [1mM] y -P [5uM]. Los datos fueron analizados mediante un analisis
de Varianza seguido de una prueba de Tukey. Las letras representan las diferentes categorias
estadisticas. Tratamientos compartiendo la misma categoria estadistica indica que no hay diferencia

significativa con una p<0.001.

Para la mutante pho2 (figura 7), la cual acumula de 2-5 veces mas P que una planta silvestre
(Delhaize y Randall, 1995), se encontré que estadisticamente con una p<0.001 existen
diferencias significativas respecto a la inhibicion del crecimiento en los tratamientos
representados por la clase a (Col. O +P), b (Col. O -P, Col.O +P flg22, Col. O -P flg22 y
pho2 +P flg22) y ¢ (pho2 +P), existe también una clase bc (pho2 +P y pho2 -P flg22). Estos
datos sugieren que la deficiencia de P aumenta el rango de tamafio que puedan presentar
las plantas, estadisticamente es diferente al presentado por las plantas sin deficiencia de
P. Sin embargo, el crecimiento se ve comprometido en las plantas con condiciones éptimas
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de P cuando se agrega el péptido flg22 y su crecimiento es estadisticamente similar al de

las plantas deficientes de P

Figura 7. Inhibicion del crecimiento en la mutante pho2
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Figura 7. Grafica de la inhibicién del crecimiento en Wt y la mutante pho2 en presencia y ausencia
de flg22 en condiciones de +P [1mM] y -P [5uM]. Los datos fueron analizados mediante un analisis
de Varianza seguido de una prueba de Tukey. Las letras representan las diferentes categorias
estadisticas. Tratamientos compartiendo la misma categoria estadistica indica que no hay diferencia

significativa con una p<0.001.

22



Produccion de ROS

Las ROS juegan un papel importante en la sefializacion molecular en la regulaciéon de
numerosos procesos biolégicos como crecimiento, desarrollo y respuesta a estimulos
bidticos y abidticos (Baxter et al., 2013). Para evaluar la respuesta inmune inducida por
flg22 en mutantes de A. thaliana (phrl y pho2), bajo dos condiciones: +P [ImM] y -P [5uM],
se cuantificaron las especies reactivas de oxigeno (ROS) producidas, ya que es una de las

respuestas frente al ataque por patdégenos (Smith et al 2014).

Para la mutante phrl (Figura 8) se encontré que estadisticamente con una p<0.001 existen
diferencias en la produccion de ROS en los tratamientos representados por la clase a (Col.
O +P, Col. O -P, phrl +P y phrl -P) y la clase b (Col. O +P flg22, Col. O -P flg22, phrl +P
flg22 y phrl -P flg22), representada por los tratamientos con flg22 sin importar si son
deficientes 0 no en Pi, siendo esta la clase que presenta un incremento en la produccion de
ROS. Tanto para la mutante phrl como para Col. O el aumento en la produccién de ROS
se debe a la interaccién con el péptido flg22 y no a la deficiencia de P, sin embargo la

cantidad de ROS producida en +P y -P, +P flg22 y -P flg22 son estadisticamente similares.

23



Figura 8. Produccion de ROS en la mutante phrl
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Figura 8. Grafica de la produccion de ROS en Wty la mutante phrl en presencia y ausencia de flg22
en condiciones de +P [ImM] y -P [5uM]. Los datos fueron analizados mediante un andlisis de
Varianza seguido de una prueba de Tukey. Las letras representan las diferentes categorias
estadisticas. Tratamientos compartiendo la misma categoria estadistica indica que no hay diferencia

significativa con una p<0.001.

Para la mutante pho2 (Figura 9), se encontré que estadisticamente con una p<0.001 existen
diferencias en la produccién de ROS en los tratamientos representados por la clase a (Col.
O +P, Col. O -P), la clase b (Col. O +P flg22, Col. O -P flg22 y pho2 +P flg22), también
existe una clase ab (pho2 -P y pho2 -P flg22) y ac (pho2 +P), siendo la clase b la que tiene
una mayor produccion de ROS. La deficiencia de P en Col. O produce estadisticamente la
misma cantidad de ROS que en las condiciones suficientes de P. En el caso de la mutante

pho2, en deficiencia de P la produccién de ROS es diferente a la produccion de ROS por la
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misma mutante en condiciones suficientes de P, sin embargo estadisticamente se produce

la misma cantidad de ROS en condiciones deficientes de P, incluso si el tratamiento es con

flg22.
Figura 9. Produccién de ROS en la mutante pho2
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Figura 9. Gréfica de la produccion de ROS en Wt y la mutante pho2 en presencia y ausencia de flg22

en condiciones de +P [ImM] y -P [5uM]. Los datos fueron analizados mediante un analisis de

Varianza seguido de una prueba de Tukey. Las letras representan las diferentes categorias

estadisticas. Tratamientos compartiendo la misma categoria estadistica indica que no hay diferencia

significativa con una p<0.001.

Deposicion de calosa

La calosa es un polisacarido que se deposita en la pared celular de células vegetales en

procesos importantes como el desarrollo y la respuesta a estrés bidtico y abiotico (Xion-Yan
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y Jae-Yean, 2009). Para evaluar la respuesta inmune inducida por flg22 en mutantes de A.
thaliana (phrl y pho2), bajo dos condiciones: +P [LmM] y -P [5uM], se evalud la deposicion
de calosa, ya que es una de las respuestas frente al ataque por patégenos (Nishimura et

al., 2003).

Para la mutante phrl (Figura 10) se obtuvo que estadisticamente, con una P<0.001 existen
diferencias significativas en la deposicién de calosa entre los tratamientos representados
por la clase a (Col. O +P), la clase b (Col. O -P y Col-O +P +flg22) y la clase ¢ (Col. O -P
+flg22, phrl +P +flg22 y phrl -P + flg22). Sin embargo, se muestra una clase mixta bc (phrl
+P y phrl -P), siendo estas las que presentaron mas puntos de deposicion de calosa. Los
resultados indican que la deposicion de calosa es mayor en la mutante phrl respecto a Col.
O, sin embargo la deposicion es similar en el caso de Col. O -P con flg22 y la mutante phrl
+P y -P ambos con flg22. En el caso de Col. O la deposicion de calosa es mayor en las
plantas que presentaron deficiencia de P, aun si fueron tratadas con el péptido flg22,
mientras que para la mutante phrl la deposicion de calosa no mostré diferencias

significativas respecto a si presentaron deficiencia de P o no.
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Figura 10. Deposicidn de calosa en la mutante phrl
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Figura 10. Grafica de la deposicion de calosa en Wt y la mutante phrl en presencia y ausencia de
flg22 en condiciones de +P [ImM] y -P [5uM]. Los datos fueron analizados mediante un andlisis de
Varianza seguido de una prueba de Tukey. Las letras representan las diferentes categorias
estadisticas. Tratamientos compartiendo la misma categoria estadistica indica que no hay diferencia

significativa con una p<0.001.

Mientras que para la mutante pho2 (Figura 11), se obtuvo estadisticamente con una
P<0.001 existen diferencias significativas en la deposicion de calosa entre los tratamientos
representados por la clase a (Col. O +P), la clase b (Col. O -P, Col. O +P +flg22, pho2 +P,
pho2 -P, pho2 +P +flg22 y pho2 -P + flg22) y la clase c (Col. O -P +flg22), siendo las clases
b y c las que presentaron mas puntos de deposicion de calosa. Estadisticamente la

deposicion de calosa es similar en Col. O y la mutante pho2, excepto por Col. O +P y pho2
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+P, donde este ultimo presenta una mayor deposicion de calosa 'y Col. O -P con flg22 y la
mutante pho2 -P con flg22, siendo Col. O la que presenta mayor deposicion de calosa. En
el caso de Col. O la deposicién de calosa es mayor en las plantas que presentaron
deficiencia de P, aun si fueron tratadas con el péptido flg22, mientras que para la mutante
pho2 la deposicién de calosa ho mostré diferencias significativas respecto a si presentaron

deficiencia de P o no.

Figura 11. Deposicién de calosa en la mutante pho2
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Figura 11. Grafica de la deposicién de calosa en Wt y la mutante pho2 en presencia y ausencia de
flg22 en condiciones de +P [ImM] y -P [5uM]. Los datos fueron analizados mediante un anlisis de
Varianza seguido de una prueba de Tukey. Las letras representan las diferentes categorias
estadisticas. Tratamientos compartiendo la misma categoria estadistica indica que no hay diferencia

significativa con una p<0.001.
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La calosa es un polisacarido de la forma - 1,3 glucano con algunas ramas - 1,6 (Xiong-
Yan y Jae-Yean, 2009), que se deposita entre la membrana plasmatica y la pared celular,
actlia como una barrera fisica que detiene o vuelve lenta la invasion por patégenos (Ellinger
y Volgt, 2014). En la figura 12 se muestran fotografias que se tomaron en este trabajo,
donde a) Col. O +P, b) Col. O +P +flg22, c) Col. O -P, d) Col. O -P +flg22, e) phrl +P +flg22,
f) phrl -P +flg22, g) pho2 +P +flg22 y h) pho2 -P +flg22. Se puede observar que la
deposicion de calosa es evidente en las hojas de Col. O que fueron tratadas con flg22 (b,
d) respecto a las que no fueron tratadas con el péptido (a, c). Interesantemente, observamos
que la deficiencia de P aumentd la deposicion de calosa en plantas Wt. Esta tendencia de
acumular mas calosa en respuesta a la deficiencia de P fue confirmada en la mutante phrl,
la cual es incapaz de tomar P aun en condiciones control. La mutante phrl siempre acumulo
mas calosa, esto sin importar si crecia en condiciones Optimas (e) o deficientes de P (f).
Caso contrario a la mutante pho2, la cual es considerada como hiperacumuladora de P. La

mutante pho2 (g, h) acumulé menos calosa que la Wt y la mutante phrl.
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Figura 12. Fotografias en microscopio de epiflorescencia de Arabidopsis thaliana

Figura 12. Fotografias en microscopio de epiflorescencia de Arabidopsis thaliana donde, ecotipo
Col. O (izquierda) +P (a) y -P (c) y ecotipo Col. O con flg22 (derecha) +P (b) y -P (d). Para las
mutantes phrl (e, f) y pho2 (g, h) +P (izquierda) y -P (derecha) ambos con flg22.



Discusion

Las plantas pueden estar sometidas a diferentes tipos de estrés, uno de ellos es producido
por el ataque de patdégenos. La situacion de estrés se agrava cuando la planta presenta
deficiencia de nutrimentos (Navarro y Zipfel, 2004; Huot et al 2014). En este trabajo se
evalud si la deficiencia de P afecta la respuesta inmune de dos mutantes de A. thaliana,

una que no acumula P (phrl) y otra que sobre acumula P (pho2).

Los datos obtenidos en este trabajo revelan que para la mutante phrl la deficiencia de
fésforo si reduce el crecimiento. Sin embargo, el crecimiento de las plantas cuando se les
agrego el péptido flg22 no se redujo, sin importar si se trataba de +P o -P. Mientras que la
produccién de ROS se ve potenciada por la activacion de la respuesta inmune, a pesar de
ello la produccién de ROS es estadisticamente similar cuando se trata de +P y -P ambos
con flg22. En el caso de la deposicion de calosa, las plantas tratadas con flg22 no

presentaron diferencias significativas respecto a si tenian deficiencia de P o no.

Para la mutante pho2 se demostré que la deficiencia de P aumenta el rango de tamafio que
puedan presentar las plantas, estadisticamente es diferente al presentado por las plantas
con +P, pero el crecimiento se ve comprometido en las plantas con +P flg22 y su crecimiento
es estadisticamente similar al de las plantas con -P flg22. La produccion de ROS en -P es
diferente a la produccion de ROS por la misma mutante en condiciones suficientes de P.
Sin embargo, estadisticamente se produce la misma cantidad de ROS en condiciones
deficientes de P, incluso si el tratamiento es con flg22. En contraste, observamos que la
deficiencia de P incrementé la deposicién de calosa en plantas Wt. Este efecto fue mas
evidente en las mutantes phrl, las cuales no son capaces de absorber P, esto a pesar de

gue exista en el medio.
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En conclusion, la deficiencia de P parece afectar ciertos procesos de la respuesta inmune,
en nuestro caso, observamos que esta condicién nutrimental contribuye a incrementar la

deposicion de calosa.

Inhibiciéon del crecimiento

Una de las consecuencias de la activacion prolongada de la respuesta inmune es la
inhibicién o reduccién del crecimiento, se sugiere gue la respuesta inmune reduce o inhibe
el crecimiento ya que requiere una mayor demanda de recursos y por lo tanto los recursos
destinados al crecimiento se desvian para apoyar a la defensa (Navarro y Zipfel, 2004; Huot
et al., 2014). Se ha reportado que la respuesta inmune en A. thaliana en condiciones de
deficiencia de nutrimentos reduce drasticamente el crecimiento, se explica que, en
condiciones Optimas de nutrimentos, la respuesta inmune parece no afectar el crecimiento
(Eichmann y Schafer, 2015). Sin embargo, en este trabajo para las mutantes phrl y pho2
al ser tratadas con flg22 en deficiencia y sin deficiencia de P, el tamafio no cambi6

significativamente.

Plantas con la activacion de la respuesta constitutiva también son enanas y con pocas
semillas, demostrando el costo de la activacion de defensa (Albrecht y Argieso, 2017). La
activacion de la PTI por flg22 reduce la expresion de genes asociados a la biosintesis de la
hormona BR, de 15-20 minutos después del tratamiento. Lo anterior sugiere que la sintesis
de algunas hormonas es importante para regular la respuesta inmune. (Jiménez-Gdongora
et al., 2014). En este estudio, a pesar de que se activo la respuesta inmune no se observo
una disminucién de crecimiento, sugiriendo que en las mutantes phrl y pho2 la expresion

de los genes asociados a la biosintesis de BR no es afectada.

Se ha reportado que una de las adaptaciones de las plantas frente a la deficiencia de algun
nutrimento es la reduccién en el crecimiento (Rubio et al., 2001). Con esta adaptacion la
planta desarrolla una geometria adecuada para adaptarse a la baja disponibilidad de
nutrimentos (Rajulu et al., 2014). Reportes previos indican que el crecimiento de las

mutantes phrl y pho2 es reducido en condiciones de deficiencia de P (Rubio et al., 2001;
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Liu et al., 2012), coincidiendo con los resultados obtenidos en este trabajo. Ademas, se
observé que la presencia de flg22 solo contribuyd a la reduccién del crecimiento en las

plantas +P, en las demés no se observaron diferencias significativas.

La acumulacion de P en plantas que crecieron en condiciones suficientes de P es menor
en la mutante phrl respecto a Wt (Bustos et al., 2010). Después de la deficiencia de P las
plantas Wt muestran un aumento significativo en la relacién de crecimiento de raiz a brote,
este aumento se redujo significativamente en phrl. También mencionan que en medio
deficiente de P cambia la longitud de los pelos radicales en esa misma mutante (Bustos et

al., 2010).

La mutante pho2 acumula mas P en las hojas, respecto a la Wt, sin embargo el peso seco
de la raiz de estas dos plantas no es diferente (Shen et al., 2016). Andlisis cinéticos
demostraron que la Vmax de la mutante pho2 incrementa (Aung et al., 2006), también se
ha reportado que el nivel de la familia de las proteinas transportadoras PHT aumentan en

la raiz respecto a Wt (Huang et al., 2013).

Produccion de ROS

Una de las respuestas celulares mas rapida a la defensa después del reconocimiento del
patdgeno, es la conocida explosion oxidativa que produce Oy y H20- en el sitio de invasion,
las cuales son producidas por la RBOH en la membrana plasmatica, peroxidasas unidas a

la pared celular y por aminooxidasas en el apoplasto (Rivera-Cabrera et al., 2008).

Por otra parte se ha reportado que la deficiencia de nutrimentos es una sefial que esta
asociada con la produccion y acumulacion de ROS (Pérez-Pérez et al., 2012), Shin et al.,
(2005), mencionan que las plantas con deficiencia de nutrientes presentan mas ROS que

las plantas que no se encuentran bajo deficiencia de nutrimentos, lo cual no concuerda con
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los resultados obtenidos en este trabajo. Estos autores también indican que la produccién
de H>Ozincrementa en la deficiencia de P, lo que sugiere que es un elemento en esa sefial.
Sin embargo, en este trabajo las mutantes produjeron la misma cantidad de ROS estando
en deficiencia y condiciones 6ptimas de P. Yuan et al., (2016) especulan que en deficiencia
de P se evita la excesiva produccion de ROS, la deficiencia de P en brotes causa una
estrategia adaptativa para reducir la expresion de genes PS (phosphorus starvation, por
sus siglas en inglés), también se suprimen algunos genes fotosintéticos en los brotes, lo
cual puede evitar el exceso de produccién de ROS causado por la actividad aberrante de

PS que dafia las células.

Si se agotan los recursos de P, phrl suprime la respuesta inmune y prioriza la respuesta al
estrés de P (Motte y Beeckman, 2017). La expresion de miRNA 399 es reducida, mientras
que la de otros genes es reprimida en la mutante phrl cuando tiene deficiencia de P; sin
embargo son regulados positivamente en la mutante pho2 sin deficiencia de P (Bari et al.,

2006).
Deposicion de calosa

La cuantificacién de la deposicion de calosa es una medida de la actividad de la respuesta
inmune y crecimiento del patdgeno usando imagenes fluorescentes (Zhou, 2012). Estrella
y colaboradores (2011) mostraron diferencias significativas en la deposicién de calosa de
una planta Wt respecto a una tratada con flg22, siendo esta ultima la que tuvo mayor
deposicion de calosa. Aunque en este estudio no observamos diferencias significativas en
la produccién de ROS, observamos un claro incremento de la deposicion de calosa tanto
en plantas Wt como en la mutante phrl. Esta acumulacién de calosa no fue tan evidente en
la mutante pho2, la cual hiperacumula P. Estos resultados sugieren que la deficiencia de P
puede incrementar los mecanismos de defensa mecéanico, en este caso la deposicion de
calosa, contra patégenos. Sin embargo, se requieren mas experimentos para conocer los
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mecanismos genéticos que activa la deficiencia de P y que conlleva al incremento de esta

defensa mecanica.

Conclusioén

Con base a los resultados obtenidos, se puede concluir que la deficiencia de fésforo parece

incrementar las barreras fisicas (deposicién de calosa) contra patégenos.

A pesar de que la deficiencia de fésforo incrementa la acumulacion de calosa, los resultados
sugieren que esta condicion nutrimental no afecta la reduccion del crecimiento y produccion

de ROS, ambos activados por el péptido flg22.
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