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RESUMEN

Los esfingolipidos tienen un papel importante en las vias de transduccidén de sefiales que
regulan tanto funciones fisiologicas como respuestas a estrés en eucariontes. En plantas,
evidencias recientes sugieren que sus metabolitos precursores, las bases de cadena larga (LCBs),
actian como moléculas bioactivas en la respuesta inmune. Interesantemente, la virulencia de
dos hongos necroétrofos no relacionados, Fusarium verticillioides y Alternaria alternata, que son
patdgenos del maiz y jitomate, respectivamente, depende de la produccion de micotoxinas
analogas a la LCB esfinganina (SAMs). Estos metabolitos inhiben la biosintesis de novo de los
esfingolipidos en sus hospederos causando acumulaciéon de LCBs, que son reguladores clave
en la muerte celular programada. Por tanto, para profundizar en el papel que tienen los
esfingolipidos en la respuesta inmune contra hongos necrétrofos productores de SAMs,
interrumpimos el metabolismo de esfingolipidos en Nicotiana benthamiana mediante
silenciamiento génico inducido por virus (VIGS) de la serina palmitoil transferasa (SPT). Esta
enzima cataliza la primera reaccion en la sintesis de LCBs. El VIGS de la SPT afectd
profundamente el desarrollo de N. benthamiana, asi como la composicion de LCBs de sus
esfingolipidos. Mientras que los niveles totales de fitoesfingosina disminuyeron, los niveles de
esfinganina y esfingosina se incrementaron en plantas silenciadas en la SPT, comparadas con
plantas control. La respuesta inmune también fue afectada dado que las plantas silenciadas
acumularon acido salicilico (SA), expresaron constitutivamente al gen NbPR-1 que es inducible
por SA, y mostraron mayor susceptibilidad al hongo necrétrofo A. alternata f. sp. lycopersici. En
contraste, la expresion de los genes de defensa NbPR-2 and NbPR-3 se retrasé en las plantas
silenciadas ante la infeccién por el hongo. Nuestros resultados sugieren que las LCBs modulan
las respuestas de defensa dependientes de SA y proveen un modelo sobre el papel potencial
de las SAMs producidas por hongos necrétrofos para alterar la respuesta de defensa del

hospedero y permitir su colonizacion.



ABSTRACT

Sphingolipids play an important role in signal transduction pathways that regulate physiological
functions and stress responses in eukaryotes. In plants, recent evidence suggests that their
metabolic precursors, the long chain bases (LCBs) act as bioactive molecules in the immune
response. Interestingly, the virulence of two unrelated necrotrophic fungi, Fusarium
verticillioides and Alternaria alternata, which are pathogens of maize and tomato plants,
respectively, depends on the production of sphinganine-analog mycotoxins (SAMs). These
metabolites inhibit de novo biosynthesis of sphingolipids in their hosts causing accumulation
of LCBs, which are key regulators of programmed cell death. Therefore, to gain more insight
into the role of sphingolipids in plant immunity against SAM-producing necrotrophic fungi, we
disrupted sphingolipid metabolism in Nicotiana benthamiana through virus-induced gene
silencing (VIGS) of the serine palmitoyltransfersase (SPT). This enzyme catalyzes the first
reaction in LCB synthesis. VIGS of SPT profoundly affected N. benthamiana development as well
as LCB composition of sphingolipids. While total levels of phytosphingosine decreased,
sphinganine and sphingosine levels increased in SPT-silenced plants, compared with control
plants. Plant immunity was also affected as silenced plants accumulated salicylic acid (SA),
constitutively expressed the SA-inducible NbPR-1 gene and showed increased susceptibility to
the necrotroph A. alternata f. sp. lycopersici. In contrast, expression of NbPR-2 and NbPR-3
defense genes was delayed in silenced plants upon fungal infection. Our results strongly
suggest that LCBs modulate the SA-dependent responses and provide a working model of the
potential role of SAMs from necrotrophic fungi to disrupt the plant host response to foster

colonization.



I. INTRODUCCION.

A. Mecanismos de defensa de las plantas contra microorganismos patogenos.

Las plantas estdn expuestas a un gran numero de microorganismos patdgenos como
bacterias, hongos y nematodos. Sin embargo, a pesar de ser organismos sésiles, las plantas no
se comportan como hospederos pasivos frente a los patégenos con los que interactian, sino
que se defienden con todo un arsenal de mecanismos de defensa. Estos mecanismos de
defensa se han clasificado en pasivos/constitutivos, representados por barreras estructurales
como la cuticula y reservorios de compuestos antimicrobianos (fitoanticipinas) que se localizan
estratégicamente, y en activos/inducibles, los cuales se dan en respuesta a la presencia del
patdgeno invasor y que requieren del metabolismo activo de la célula vegetal. La resistencia de
las plantas contra los patégenos depende de la capacidad de éstas para reconocer a los
patdgenos en una fase temprana de la infeccién y en la activacion eficaz de las respuestas de
defensa, que generalmente termina en una forma de muerte celular programada conocida
como respuesta de hipersensibilidad (HR) (Greenberg, 1997; Jones & Dangl, 2006; Balint-Kurti,
2019).

Las estrategias de defensa pasivas o constitutivas en conjunto permiten a las plantas
detener la entrada de la gran mayoria de los microorganismos patdgenos a los que estan
expuestas en la naturaleza. Sin embargo, algunos patégenos pueden infectarlas a través de
aberturas naturales como los estomas, o por heridas generadas por dafilo mecanico. En estas
circunstancias las plantas pueden activar mecanismos de defensa para detener y prevenir el

progreso de la infeccion (Agrawal et al.,, 1999; Freeman & Beattie, 2008).

Cuando la célula vegetal detecta la presencia de un patdgeno, se activan las respuestas de
defensa inducibles. Como se mencion¢ anteriormente, en el tejido que esta directamente en
contacto con el patégeno se desarrolla una reaccion severa a nivel local conocida como HR, y
otras reacciones de menor intensidad a nivel sistémico, es decir, en los tejidos no infectados de
la planta. La HR tiene como consecuencia la muerte de las células infectadas, y es resultado de
varios eventos bioquimicos como la produccion de altas concentraciones de especies reactivas
de oxigeno (EROs), 6xido nitrico (NO), fitohormonas como el acido salicilico (SA) y la induccién
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de genes asociados con la patogénesis (PR). También se activan estrategias estructurales como
el reforzamiento de la pared celular para impedir la proliferacién y diseminacién del patégeno
hacia el resto de la planta. Esto ocurre principalmente por lignificacion (aumento de la
produccion de fenoles precursores de lignina y de perdxido de hidrogeno (H.0,) en la pared,
lo que permite su polimerizacién) y aumento en la sintesis y entrecruzamiento de glicoproteinas
estructurales de la pared. La HR es un mecanismo muy eficaz para delimitar al patégeno en el

tejido infectado (Jones & Dangl, 2006).

En los tejidos que rodean al sitio de entrada del patdgeno ocurre una reaccion denominada
de resistencia local adquirida (LAR). En estos tejidos también se acumulan EROs, SA y otras
fitohormonas, pero en concentraciones mas bajas que en las células infectadas. Estos
compuestos provocan la activaciéon de un gran nimero de genes de defensa. Un grupo de estos
genes codifica para enzimas involucradas en la sintesis de fitoalexinas, provocando un aumento
sostenido en la produccién de estos compuestos antimicrobianos y de fenoles precursores de
la lignina. Un segundo grupo de genes de defensa codifica para proteinas estructurales de la
pared celular, contribuyendo a su reforzamiento. Un tercer grupo codifica para enzimas
encargadas de la destoxificacion y protecciéon del tejido vegetal del daifo oxidativo. Finalmente,
otro grupo de genes de defensa codifica para proteinas asociadas con la patogénesis (PR) que
degradan la pared celular de hongos y bacterias (B-1,3-glucanasas y quitinasas). En
consecuencia, se protege al tejido circundante al sitio de infeccién potenciando las barreras

quimicas y estructurales (Chisholm et al., 2006; Jones & Dangl, 2006).

En los tejidos distantes al sitio de infeccion se produce una reaccion de resistencia sistémica
adquirida (SAR), que es similar a la LAR pero mas atenuada. La SAR permite proteger o
inmunizar al resto de la planta frente a una segunda infeccién por el mismo u otro agente
patégeno, durante varias semanas después de la infeccion primaria. Uno de los aspectos
interesantes de la SAR es la translocacion de sefales quimicas del tejido infectado hacia el resto
de la planta para que esta reaccion se active, y durante mucho tiempo se considerd que el SA
era la sefal sistémica. Sin embargo, se ha encontrado que se requieren otras sefales de
naturaleza lipidica para establecer la SAR (Durrant & Dong, 2004; Gao et al., 2015; Adam et al,,
2018).
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A.1. Los dos tipos de inmunidad en las plantas: PTl y ETI.

El sistema inmune de las plantas comparte algunas similitudes con el sistema inmune de
los mamiferos, pero también tiene caracteristicas especificas. Las plantas tienen un sistema
inmune basal que reconoce patrones moleculares asociados a los patdgenos (PAMPs) a través
de receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) en la membrana plasmatica. Los PRRs se
han clasificado en dos grupos con base en sus caracteristicas estructurales. Los RLKs (receptor
like kinases) poseen una estructura modular que consiste en un dominio extracelular de
repeticiones ricas en leucina (LRR), un dominio transmembranal, y otro citosolico con actividad
de cinasa de serina/treonina. Los RLPs (receptor like proteins) carecen de LRRs, o del dominio
citosélico con actividad de cinasa, o de ambos (Zipfel, 2008). Los PAMPs son elementos
estructurales esenciales de los patdgenos, como la flagelina de las bacterias o la quitina de la
pared celular de los hongos, y son reconocidos por un gran numero de especies vegetales. Las
plantas también responden a moléculas enddgenas liberadas por la invasion del patdgeno,
como fragmentos de la cuticula o pared celular vegetal, denominados patrones moleculares
asociados a dano (DAMPs; Boller & Felix, 2009). La estimulacion de los PRRs conduce a la

inmunidad activada por PAMPs, conocida como PTI (PAMP-triggered immunity).

El segundo mecanismo de percepcion involucra el reconocimiento de moléculas de
virulencia secretadas por el patdégeno denominados efectores, a través de receptores
intracelulares. Este reconocimiento conduce a la inmunidad activada por efectores, ETI (effector
triggered immunity). A diferencia de los PAMPs, los efectores son diversos y dispensables.
Generalmente los dos tipos de inmunidad, PTI y ETI, provocan respuestas similares (flujos
ionicos, estallido oxidativo, activacion de MPKs, expresion de genes de defensa, etc.) aunque
difieren en temporalidad y magnitud, siendo mas rapidas y de mayor intensidad durante la ETI
(Katagiri & Tsuda, 2010). Sin embargo, la PTI es la primera linea de defensa y es efectiva para

combatir a la gran mayoria de patogenos (Dodds y Rathjen, 2010).

A.2. Estrategias utilizadas por los patogenos para suprimir la PTI.
Debido a la eficiencia de la PTI como primera linea de defensa y a la coevolucion que ha
ocurrido entre plantas y microorganismos, muchos patégenos han desarrollado factores de
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virulencia para evadir o suprimir este tipo de inmunidad. Estos factores de virulencia tienen
estructuras quimicas muy diversas incluyendo proteinas (también llamadas efectores),
polisacaridos extracelulares y toxinas, lo que permite afectar distintos blancos celulares del

hospedero, y en consecuencia, proliferar y colonizarlo.

Efectores proteicos.

Los efectores proteicos de bacterias patdgenas (originalmente llamados proteinas de
avirulencia, Avr) son inyectados al citoplasma de la célula hospedera a través de sistemas de
secrecion tipo Il o lll (Cianciotto, 2005; Gohre & Robatzek, 2008). Las proteinas Avr secretadas
por la bacteria Pseudomonas syringae han sido las mas estudiadas, entre ellas AvrPto y AvrPtoB,
que interactuan fisicamente con los dominios de cinasa de los receptores FLS2, EFR y BAK1 e
inhiben su actividad de cinasa (Xiang et al., 2008, Shan et al., 2008; Gohre et al., 2008), y también
interfieren en la formacion del complejo funcional FLS2-BAK1 suprimiendo la respuesta de
defensa (Shan et al., 2008). Ademas, AvrPtoB tiene actividad de ubiquitin ligasa E3 que cataliza
la poliubiquitinacion del dominio de cinasa de FLS2 y CERK1, promoviendo su degradacion

(Gohre et al., 2008; Gimenez-lbanez et al., 2009).

Los hongos y oomicetos también expresan efectores proteicos que son secretados por
exocitosis al apoplasto o al citoplasma de la célula vegetal (Gohre & Robatzek, 2008). Los
efectores de estos patdogenos son generalmente proteinas pequefas (generalmente <200
aminoacidos) muy ricas en residuos de cisteinas (2 a 20%) que forman puentes disulfuro para
protegerlas contra proteasas presentes en el apoplasto de la célula vegetal (Kamoun, 2006;
Stergiopoulos & de Wit, 2009). Sus mecanismos de accion para suprimir la respuesta inmune
de las plantas también son muy diversos. Por ejemplo, las proteinas Avr2 y Avr4 del hongo
patogeno del jitomate Cladosporium fulvum, poseen 58 y 86 aminoacidos respectivamente, de
los cuales 8 son residuos de cisteina. Avr2 inhibe proteasas de cisteina del hospedero que son
importantes para la respuesta de defensa (Rooney et al., 2005), mientras que Avr4 se une a la
quitina de la pared celular del hongo protegiendo las hifas contra la hidrélisis por quitinasas
secretadas por la célula vegetal (van den Burg et al., 2006). El efector Ecp6 también secretado

por C. fulvum, suprime la activacion de la respuesta de defensa de la planta al secuestrar
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fragmentos de quitina que son percibidos por los receptores CeBiP y CERK1 en la célula vegetal.
Sorprendentemente Ecp6 contiene dominios de lisina (LysM) al igual que CeBiP y CERK1 (Bolton
et al., 2008; de Jonge et al., 2010).

Exopolisacaridos.

Las bacterias y hongos producen polisacaridos extracelulares (EPS) que pueden formar una
capsula para envolver a la célula microbiana, produciendo una masa amorfa que es secretada
al medio de crecimiento. Los EPS tienen multiples funciones como prevenir la desecacion del
microorganismo, acumular minerales y nutrimentos, y protegerlo contra macromoléculas

dafinas del hospedero (Denny et al., 1995).

Los EPS, aunque difieren en su composicion y estructura, tienen una funcién conservada
en los patogenos como factores de virulencia (Denny, 1995). Inicialmente se observo una
correlaciéon directa entre los sintomas de infeccion y la produccién de EPS por distintos
patovares de P. syringae (Fett y Dunn, 1989), mientras que mutaciones en los genes que
participan en la biosintesis de EPS tales como gum, alg y ams (para xantano, alginato y
amilovorano, respectivamente) comprometen la capacidad del patégeno para infectar y
colonizar al hospedero (Bugert & Geider, 1995; Kemp et al., 2004). Los EPS también suprimen
las respuestas de defensa del hospedero. El xantano producido por Xanthomonas campestris
pv. campestris, suprime la respuesta de defensa local de Arabidopsis y Nicotiana benthamiana
al inhibir la deposicion de calosa, que es importante para el reforzamiento de la pared celular
(Yun et al., 2006). Ademas, los EPS bacterianos suprimen el sistema inmune de las plantas al

quelar el Ca** e inhibir la sefializacién mediada por este cation (Aslam et al.,, 2008).

Los hongos patdégenos como Fusarium sp., Colletotrichum sp., Botrytis cinerea, Sclerotinia
sclerotium, Alternaria solani y A. alternata, también secretan exopolisacaridos (Seviour et al.,
1992; Selbmann et al., 2003). El EPS producido por Botrytis cinerea (3-(1,3)(1,6)-glucano)
promueve la infeccion en las plantas de jitomate (Solanum lycopersicum) al manipular la

sefalizacién dependiente de las fitohormonas como el acido salicilico (SA) y el acido jasmonico
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(JA), que son reguladores importantes de la respuesta de defensa contra patégenos (El Oirdi et

al, 2011).

Toxinas.
Tanto las bacterias como los hongos patdgenos producen metabolitos que son toxicos
para las células hospederas en muy bajas concentraciones. Las toxinas reproducen algunos o

casi todos los sintomas de enfermedad causados por el patdbgeno que la produce.

La bacteria Pseudomonas syringae produce una gran variedad de toxinas y la mayoria
carece de especificidad por el hospedero (Bender et al., 1999). Una de éstas, la coronatina,
provoca sintomas de clorosis en diversas especies vegetales como Arabidopsis, jitomate y N.
benthamiana (Mittal & Davis, 1995; Uppalapati et al., 2007; Wangdi et al., 2010), y tiene un papel
clave en la virulencia de P. syringae. Esta toxina facilita la entrada de la bacteria a las hojas de
Arabidopsis al suprimir el cierre de los estomas, que es una respuesta de defensa basal inducida
por patdgenos (Melotto et al., 2008). Ademas, la coronatina altera el balance hormonal del
hospedero mimetizando al JA para suprimir la respuesta de defensa dependiente de SA (Brooks

et al., 2005; Uppalapati et al., 2007).

La mayoria de los hongos también producen toxinas, que por su diversidad estructural
pueden interactuar con distintos blancos celulares (Mobius & Hertweck, 2009). El patégeno
foliar Alternaria spp. tiene un amplio rango de hospederos debido a que produce muchas
fitotoxinas, con diversos mecanismos de accion (Thomma, 2003). La brefeldina Ay la tentoxina
han sido las fitotoxinas no especificas mas estudiadas, y sus mecanismos de accién afectan la
secrecion de proteinas y la sintesis de ATP en el cloroplasto, respectivamente (Fujiwara et al.,
1988; Steele et al., 1978). Otra toxina muy estudiada por su mecanismo de accién molecular es
la toxina AAL producida por el hongo patdgeno del jitomate A. alternata f. sp. lycopersici.
Inicialmente se considerd hospedero-especifica (Wolpert et al., 2002; Thomma, 2003), pero se
ha demostrado que también es tdxica para otras especies vegetales incluyendo a Arabidopsis
(Gechev et al., 2004). La toxina AAL posee similitud estructural a la esfinganina, por lo que forma

parte de un grupo conocido como micotoxinas analogas a la esfinganina (SAMs) en el que
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también se incluyen a las fumonisinas producidas principalmente por el patégeno del maiz
Fusarium verticillioides y otras especies de Fusarium (Sdnchez-Rangel y Plasencia, 2010). Las
toxinas AAL y fumonisina B1 inhiben a la ceramida sintasa (esfinganina-N-acetiltransferasa),
interrumpiendo la biosintesis de novo de esfingolipidos complejos, y provocando acumulacion
de esfinganina (Abbas et al., 1994). El incremento en los niveles de esfinganina induce muerte
celular en jitomate, Arabidopsis, Nicotiana tabacum y N. benthamiana (Spassieva et al., 2002;

Gechev et al,, 2004; Shi et al., 2007, Takahashi et al., 2009a; Lachaud et al., 2010).

A.3. Activacion de ETI y genes de resistencia (genes R).

La respuesta en plantas a la produccion de efectores que inhiben la PTI, es la sintesis de
receptores para percibirlos e iniciar la segunda linea de defensa, la inmunidad activada por
efectores (ETI), también conocida como interaccion gen a gen (Jones y Dangl, 2006). La ETI se
activa cuando una proteina de resistencia (R) de la planta reconoce especificamente a un efector
(proteina de avirulencia, Avr) secretado por el patdgeno, desencadenando una respuesta de
defensa efectiva que puede limitar la propagacion de la infeccion y se establece una interaccién
incompatible desfavorable para el patdégeno. Debido a esta especificidad de reconocimiento,
los genomas de las plantas codifican un gran nimero de proteinas R que les confieren
resistencia contra muchos patégenos diferentes. El genoma de Arabidopsis codifica mas de 100
genes R,y el genoma del arroz codifica poco mas de 500 (Meyers et al., 2003; Zhou et al., 2004).
Cuando la planta carece del gen R para reconocer al patdgeno se produce una reaccién
compatible entre el hospedero y el patdgeno, es decir, no se activa una respuesta de defensa
eficiente en la planta permitiendo la penetracion y proliferacién del patdogeno en sus tejidos

que manifiestan sintomas de enfermedad.

La mayoria de las proteinas R intracelulares poseen estructuras modulares y pertenecen a
la familia NB-LRR, pues poseen un dominio central de unién a nucleétidos (NB) y otro dominio
C-terminal rico en repeticiones de leucina (LRR). Las proteinas R se subdividen en dos grupos
de acuerdo a la estructura de su dominio N-terminal. El primer grupo lo conforman proteinas
TNL (TIR-NB-LRR) que son estructural y funcionalmente similares al receptor Toll de Drosophila

y al de interleucina de humanos, mientras que el segundo grupo CNL (CC-NB-LRR) posee en
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su extremo N-terminal una estructura enroscada ‘coiled coil, (Ausubel, 2005; Jones y Dangl,
2006). En Arabidopsis las proteinas TNL forman el grupo mas numeroso, pero en
monocotileddneas no se han encontrado, y en solanaceas la mayoria de las proteinas R son del

tipo CNL (Meyers et al., 2003; Ooijen et al., 2007).

También se han encontrado otras proteinas R que no se pueden incluir en alguna de las
clasificaciones anteriores porque su estructura carece de los dominios descritos, como las

proteinas Asc-1 del jitomate y Hm-1 de maiz (Ooijen et al., 2007).

Existen dos mecanismos de reconocimiento molecular de los efectores patogénicos por las
proteinas R del tipo NB-LRR. El primero consiste en la interaccion fisica directa del efector con
su proteina R correspondiente, similar a la union de un ligando con su receptor. El segundo
mecanismo consiste en la interaccion indirecta mediada por proteinas accesorias que la
proteina R monitorea por modificaciones inducidas por el efector del patégeno (Jones & Dang],

2006).

A.4. Eventos de seializacion durante la respuesta de defensa.

El reconocimiento de los patdgenos por receptores del sistema inmune activa diversas
vias de sefalizacion intracelular como el incremento en la concentracidon citosélica de Ca?",
flujos idnicos, activacion de MPKs, estallido oxidativo, biosintesis de hormonas de defensa,
reprogramacion transcripcional, expresion de genes de defensa y produccion de compuestos
antimicrobianos (Fig. 1). Algunas de estas respuestas ocurren instantaneamente, desde los
primeros segundos y minutos de percibir al patdogeno hasta horas o dias posteriores. En
conjunto, estas respuestas contribuyen a la resistencia de las plantas contra una gran diversidad
de patdégenos. Sin embargo, su magnitud y temporalidad difieren durante la PTly la ETI (Peng
et al,, 2018). Por lo general, la activacion de la respuesta inmune antagoniza los programas de
crecimiento y desarrollo de la planta, lo que resulta en una reconfiguracion de la sefializacién

en la que participan varias fitohormonas (Reitz et al., 2015).
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Senalizacion por Ca*".

El incremento de la concentracion de Ca?* en el citosol ([Ca®*]qt) es una de las respuestas
mas tempranas y se considera inmediata al reconocimiento de PAMPs o efectores (Fig. 1). La
[Ca®*]. basal se mantiene entre 100 y 200 nmol, aproximadamente 100 veces menor que en
apoplasto u organelos celulares. La percepcion del patégeno aumenta la [Ca®*]ct entre los
primeros 30-40 seg, con un pico a los 2-6 min que se mantiene por al menos 30 min antes de
regresar a la concentracion basal (Ranf et al., 2011). Los cambios espaciales y temporales de
[Ca®*].t varian en términos del tiempo de aparicién de los picos, amplitud y duracion de la
respuesta a diferentes patégenos o PAMPS. La criptogeina, flg22 y el B-glucano provocan un
incremento bifasico de [Ca®*]a, mientras que la quitina provoca un solo pico (Seybold et al.,
2014). La elevacién de [Ca®*]c: se debe principalmente al influjo de Ca®* extracelular del

apoplasto, pero también podria haber movilizacién desde los organelos (Seybold et al., 2014).

Las alteraciones en [Ca®*]tson percibidas por proteinas de unién a Ca®* que transmiten o
decodifican las sefales en respuestas especificas, incluyendo la calmodulina (CaM), proteinas
parecidas a CaM (CMLs), cinasas dependientes de Ca®*/CaM (CCaMKs), cinasas dependientes
de Ca** (CDPKs) y proteinas parecidas a calcineurina B (CBLs). Las CDPKs y CCaMKs transducen
directamente la sefial por su actividad cinasa, mientras que CaMs, CMLs y CBLs son sensores
sin actividad catalitica que interactian y modulan la actividad de proteinas blanco (Thuleau et
al., 2013). Mediante todos estos intermediarios la sefalizacidon por Ca®* activa diversas
respuestas de defensa. La CaM esta involucrada en la produccién de EROs mediante la
activacion de MPKs (Takahashi et al, 2011), asi como en la expresién génica a través de
activadores transcripcionales de unién a CaM: CAMTAs (Poovaiah et a., 2013). CBP60g es un
CAMTA que regula positivamente la biosintesis de SA via corismato al unirse al promotor del
gen que codifica la isocorismato sintasa (/CS7) y activar su expresion (Wang et al., 2009; 2011).
Por otro lado, las CDPKs también promueven la produccion de EROs al fosforilar a la NADPH
oxidasa RBOHD en la membrana plasmatica, y otras se mueven al niucleo para fosforilar factores

transcripcionales WRKY que activan la expresién de genes de defensa (Gao et al., 2013).
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Produccion de EROs.

El Ca** funciona de manera concertada con otros mensajeros importantes como las EROs.
El rpido incremento en su produccién se conoce como estallido oxidativo (Fig. 1), y las EROs
que participan en cascadas de sefalizaciéon son el peroxido de hidrégeno (H.0.), oxigeno

singulete ('0y), el radical hidroxilo (OH) y el anién superdxido (O2) (Gadjev et al., 2006).

En el estallido oxidativo participan peroxidasas de pared celular y NADPH oxidasas de la
membrana plasmatica. Estas Gltimas transfieren electrones del NADPH o NADH en el citosol al
oxigeno del apoplasto, produciendo superdxido que es convertido a H>O; por la superoxido
dismutasa (Torres et al., 2006). Generalmente el estallido oxidativo se inicia ~4-6 min después
de la percepcion del patégeno, alcanza un pico ~10-15 min y declina gradualmente ~30 min

posteriores (Jabs et al., 1997).

Las EROs inducen PCD y el H,O, se mueve a células vecinas para promover la produccion de
compuestos que prevengan dafo oxidativo (Levine et al., 1994). Ademas de su participacion en
la HR, las EROs inhiben la supervivencia y reproduccion del patogeno (Lamb et al., 1997). Por
tanto, las EROs estan directamente involucradas tanto en la transduccion de sefales como en
la respuesta de defensa inhibiendo la germinacion de esporas. Ademas de las peroxidasas y
NADPH oxidasas, otras enzimas participan en la produccion de EROs como la amina- y oxalato-
oxidasas (Karkénen & Kuchitsu, 2015). Algunos hongos necroétrofos producen acido oxalico
para suprimir el estallido oxidativo en etapas tempranas de la infeccion, pero incrementan la
produccién de EROs después del establecimiento. Las plantas producen oxalato oxidasas
también conocidas como germinas para degradar el acido oxalico a CO; y H>O;, e incrementar

su resistencia al patdbgeno (Dumas et al., 1995; Berna & Bernier, 1999).

Las EROs también promueven el entrecruzamiento de glicoproteinas que fortalecen la
pared celular para restringir el movimiento del patdgeno y limitar su acceso a los nutrientes

necesarios para completar su reproduccion (Bradley et al., 1992; Lamb et al., 1997).
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Figura 1. Mecanismos celulares activados en respuesta a patégenos en plantas. Los receptores
de reconocimiento de patrones (PRRs) perciben patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMPs) o patrones moleculares asociados a dafo (DAMPs), lo que activa una serie de
respuestas fisiologicas. Los PRRs interactian con proteinas adicionales que actlan como
adaptadores o amplificadores para una funcionalidad completa. La formacion de este complejo
activa rapidos eventos de fosforilacion mediados por cascadas de MPKs, cinasas dependientes
de calcio (CDPKs), etc., que regulan cambios transcripcionales que activan la expresion de genes
de defensa y otras respuestas. Las principales caracteristicas de la respuesta de defensa contra
patdgenos son: influjo de Ca®*, flujos idnicos, produccidn de especies reactivas de oxigeno
(EROs), dxido nitrico (NO), acido fosfatidico (PA) y fitohormonas. Otras respuestas de defensa
son la remodelacion de filamentos de actina, cierre de plasmodesmos y estomas, sintesis de
fitoalexinas y deposicion de calosa. Abreviaturas: DGK, diacilglicerol cinasa; PLC, fosfolipasa C;
PLD, fosfolipasa D; ET, etileno; JA, acido jasmonico; SA, acido salicilico; TF, factor de
transcripcién (Modificada de Yu et al., 2017).
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Activacion de MPKs.

Las cascadas MPK son modulos de sefializacion activados por la percepcion de estimulos
externos (PAMPs, efectores, estrés abiotico, etc). Tipicamente contienen tres cinasas que se
activan secuencialmente (Fig. 1). Las MPKKK (también denominadas MEKK) fosforilan a
proteinas MPKK (o MKK), conduciendo a la fosforilacion de MPK (Meng & Zhang, 2013). El
genoma de Arabidopsis contiene 60 MPKKK, 10 MPKK y 20 MPK (Ichimura et al., 2002). Sin
embargo, se han identificado solo algunas cascadas candnicas de MPK involucradas en la
respuesta de defensa. En Arabidopsis la cascada MEKK1-MKK1/MKK2-MPK4 regula
positivamente la respuesta inmune contra la bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000
(Pst DC3000) y el hongo Botrytis cinerea (Asai et al., 2002; Menke et al., 2004; Brader et al., 2007;
Gao et al,, 2008; Thulasi et al., 2018). Por el contrario, la MPKKK EDR1 regula negativamente la
resistencia contra Pst DC3000 y los hongos Erysiphe cichoracearum y Golovinomyces
cichoracearum. EDR1 interactia con MKK4/MKK5 y regula negativamente las actividades de
MPK3 y MPK6 (Zhao et al., 2014). Otra MPKKK, CTR1, suprime la respuesta a etileno inactivando
la cascada MKK9-MPK3/MPK6 (Colcombet & Hirt, 2008).

Las cascadas MPK estan involucradas en la sefializacion de multiples respuestas de defensa,
incluyendo la generacién de EROs, cierre de estomas, biosintesis y sefalizacion de
fitohormonas, activacion de genes de defensa, biosintesis de fitoalexinas, reforzamiento de
pared celular y HR (Meng & Zhang, 2013). Por ejemplo, la rapida activacion de MPK3 y MPK6
estimula la generacion de EROs dependiente de la NADPH oxidasa RBOHD, que promueve la
deposicion de calosa (Zhang et al., 2007). Por otro lado, MPK3 y MPK6 promueven la biosintesis
de etileno (ET) al fosforilar a las enzimas ACS2 y ACS6, promoviendo su estabilizacién y mayor
produccion de ET (Liu & Zhang, 2004). Las cascadas MPK también conducen a la activacion de
factores transcripcionales de la familia WRKY que interactdan con el motivo TTGACC/T (caja W)

presente en los promotores de genes de defensa tempranos (Ishihama & Yoshioka, 2012).

Biosintesis de hormonas de defensa.
Las fitohormonas son moléculas pequefas producidas y percibidas por las plantas para
regular diversos procesos fisiologicos incluyendo el crecimiento, desarrollo, respuestas a estrés
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bidtico y abidtico (Fig. 2). En particular, el acido salicilico (SA), el acido jasménico (JA) y el etileno
(ET) son las principales fitohormonas de defensa contra patégenos (Pieterse et al., 2009; Berens
et al.,, 2017), aunque otras como el acido abscisico (ABA), auxinas (AUX), brasinoesteroides (BR),
citocininas (CK), giberelinas (GA) y estrigolactonas (SL) también participan en la regulacion de
la respuesta inmune de las plantas (Pieterse et al., 2009; Wang et al,, 2015). Las vias de
sefalizacién mediadas por fitohormonas interactian de manera antagdnica o sinérgica
(Robert-Seilaniantz et al, 2011; Pieterse et al, 2012; Verma et al, 2016; Li et al, 2019),
permitiendo a la planta activar respuestas de defensa efectivas contra el patogeno y lograr un

balance entre defensa y crecimiento.

El SA ademas de regular multiples aspectos fisiologicos de las plantas (Rivas-San Vicente
& Plasencia, 2011), tiene un papel central en la resistencia local y sistémica contra patdogenos
bidtrofos como Pseudomonas syringae, que se alimentan del hospedero y lo colonizan
manteniéndolo vivo (Glazebrook et al, 2005; Vlot et al., 2009; Berens et al., 2017; Palmer et al,,
2017). Por otro lado, el JA y ET controlan la defensa contra insectos herbivoros y patogenos
necrotrofos como Botrytis cinerea, que invaden y matan a su hospedero para extraer nutrientes

(Glazebrook et al., 2005; Pieterse et al., 2009; Berens et al., 2017; Li et al., 2019).

Via de senalizacion del SA.

El SA es un compuesto fendlico (Fig. 2) que se sintetiza a partir del corismato a través de
dos rutas enzimaticas, una involucra a la fenilalanina amonio liasa (PAL), y la otra a la
isocorismato sintasa (ICS1/SID2) (Dempsey et al, 2011). El SA inducido por patdégenos es
sintetizado principalmente por la ICS1 en los cloroplastos (Wildermuth et al., 2001; Seyfferth,
2014). La sefalizacién por Ca?* regula al factor transcripcional CBP60g (calmodulin binding
protein 60g) que activa la expresion de ICST en etapas tempranas de la infeccidon. También su
homologo SARD1 (systemic acquired resistance deficient 1) controla la transcripcion de ICS7

en etapas tardias y no es una proteina de union a CaM (Wang et al.,, 2009; Wang et al., 2011).
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Figura 2. Fitohormonas que participan en la respuesta inmune de las plantas.

La sintesis, percepcién e integridad de la via de SA es esencial para ciertas respuestas de
defensa. Las plantas de Arabidopsis que no acumulan SA, como la mutante ics7 y la transgénica
nahG, o que son insensibles a SA como la mutante npr1, son susceptibles a patdgenos biétrofos
(Wildermuth et al., 2001; Delaney et al., 1994; Cao et al., 1994; Shah et al., 1997). La exportacion
de SA desde los cloroplastos esta mediada por el transportador EDS5 (enhanced disease
susceptibility 5), y este mecanismo también es muy importante pues la acumulacién de SAy la
respuesta de defensa estan comprometidas en la mutante eds5 (Nawrath et al., 2002; Ishihara

et al., 2008).

El SA activa una extensa reprogramacion transcripcional a través de sus receptores NPR1
(nonexpressor of pathogenesis-related gene 1) y NPR3/NPR4, que actian como reguladores
de factores transcripcionales de la familia TGA (Fu et al., 2012; Wu et al.,, 2012: Ding et al., 2018).
El SA es un potente inductor de genes asociados con la patogénesis conocidos como PR
(pathogenesis related) que codifican proteinas con actividad antimicrobiana cuya accién
concertada establece resistencia contra el patégeno (van Loon et al., 2006). El gen PR-7 es un
marcador canonico de la activacién de la via del SA. El gen PR-Ta de tabaco codifica a una
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proteina acida de secrecién que se une al ergoesterol en membranas de hongos (Gamir et al,,
2017). La familia de proteinas PR-2 tienen actividad de -1,3-glucanasas y las PR-3, -4, -8 y -11

de quitinasas (van Loon et al., 2006).

Por otro lado, muchos factores transcripcionales WRKY son inducibles por SA. Estos
factores activan o reprimen respuestas dependientes de SA, por lo que participan tanto en la
resistencia mediada por SA, como en mecanismos de regulacion de la via por retroalimentacion
(Wang et al., 2006; Rushton et al., 2010). Por ejemplo, en Arabidopsis WRKY50 actua
sinérgicamente con factores transcripcionales TGA para incrementar la expresion de PR-1
(Hussain et al., 2018). Asimismo, WRKY70 actia como activador de genes inducibles por SA,
pero también es un represor de genes inducibles por JA, integrando sefales de estas vias de

sefalizacion antagonicas (Li et al., 2004).

NPR1 es el regulador central de la via del SA (Fig. 3a). Las plantas que carecen de este
receptor son incapaces de expresar al gen de defensa PR-1, son mas susceptibles a patogenos
bidtrofos y no pueden establecer la SAR (Cao et al., 1994; Delaney et al., 1995). NPR1posee dos
dominios de interaccion proteina-proteina: en su extremo N-terminal un dominio BTB/POZ
autoinhibitorio, y un dominio central de repeticiones de ankirina que permite la interaccion con
los factores de transcripcion TGA2, TGA5 y TGAG6 (Fig. 3a) que se unen a promotores de genes
de defensa (Zhang et al., 1999). En el C-terminal tiene un dominio de transactivacidon y una
secuencia de localizacién nuclear (Cao et al., 1997; Rochon et al,, 2006). La unién de SA (con
cobre como cofactor) a los residuos Cys>*' y Cys>* en el extremo C-terminal provoca un cambio
conformacional que reduce su afinidad por el dominio autoinhibitorio BTB/POZ, y permite a
NPR1 funcionar como coactivador transcripcional en complejo con las proteinas TGA (Wu et

al, 2012).

En el genoma de Arabidopsis existen 5 paralogos a NPRT (Liu et al., 2005). NPR3 y NPR4
presentan el 34 y 36% de identidad con NPR1 y poseen estructuras muy similares (Liu et al.,
2005). Sin embargo, NPR3/NPR4 funcionan redundantemente como reguladores negativos de
la respuesta inmune. La doble mutante npr3 npr4 presenta una elevada expresion constitutiva
de los genes PR-1, PR-2 y PR-5, asi como mayor resistencia contra bacterias patdégenas y un

oomiceto, que no se asocian a niveles elevados de SA (Zhang et al., 2006). Estas respuestas no
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las presentan las mutantes nulas npr3 o npr4, y la complementacién de la doble mutante ya sea
con NPR3 o NPR4 suprime su fenotipo de mayor resistencia a patdbgenos (Zhang et al., 2006).
En ausencia de infeccion por un patégeno, NPR3/NPR4 actlan como represores
transcripcionales de los genes SARDT y WRKY70 mediante su interaccion con los factores
transcripcionales TGA2/TGA5/TGA6 (Zhang et al., 2006; Ding et al., 2018). En la doble mutante
npr3 npr4 hay sobreexpresion de SARD1 y WRKY70, en comparacién con plantas silvestres, y
por el contrario la sobreexpresion de NPR3 o NPR4 en protoplastos de Arabidopsis reprime su
expresion (Ding et al., 2018). Por otra parte, la mutacion de ganancia de funcién npr4-4D
reprime constitutivamente la respuesta de defensa dependiente de SA en Arabidopsis y
compromete su resistencia basal contra patogenos (Ding et al., 2018). El SA inhibe la actividad
de NPR4 como represor transcripcional dado que la aspersion de plantulas silvestres de
Arabidopsis con SA (200 uM) induce rapidamente (1 h) la expresion de SARD 1y WRKY70, pero
en plantulas npr4-4D su induccion es minima debido a que la proteina mutante NPR4-4D no

puede unir al SA 'y se mantiene como represor transcripcional (Ding et al., 2018).

La percepcion de SA por los receptores NPR1y NPR3/NPR4 activa dos vias de sefalizacion
paralelas e independientes que promueven la expresion de genes de defensa e inmunidad. La
union de SA a NPR3/NPR4 inhibe su actividad como represores transcripcionales, mientras que
su percepcion por NPR1 incrementa su actividad como coactivador transcripcional,

contribuyendo ambas vias a la expresion de genes de defensa (Ding et al., 2018).

La actividad de NPR1 esta regulada por cambios en el estado redox celular mediados por
SA (Fig. 3a), asi como por modificaciones post-traduccionales. En ausencia de patdgeno, la
mayor proporcion de NPR1 esta secuestrada en el citoplasma en forma oligomérica mediante
puentes disulfuro entre residuos de cisteina conservados. La formacién de esta estructura evita
que NPR1 entre al nucleo, inhibiendo su potencial interaccidon con factores transcripcionales
gue promueven la expresion de genes PR (Mou et al.,, 2003). El incremento en los niveles de SA
cambia el estado redox celular y promueve la monomerizacién de NPR1 que entra al nucleo a
través de proteinas en los poros nucleares e interactia con factores transcripcionales TGA que
se unen a promotores de genes inducibles por SA como PR-1, activando su expresion (Cheng

et al,, 2009). Durante este proceso NPR1 es fosforilada y ubiquitinada por una ubiquitin ligasa
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E3 para ser degradada por el proteasoma. La remocion de NPR1 fosforilada de los promotores
de los genes blanco es requerida para la induccion completa de genes dependientes de SA,

probablemente porque permite a nuevos mondémeros reiniciar el ciclo de transcripcion (Spoel

et al., 2009).
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Figura 3. Representacion esquematica de las vias de sefializacion dependientes de SA, JAy ET.
a) El SA cambia el estado redox de la célula que promueve un cambio en el estado de
oligomerizacion de NPR1 a su forma monomeérica activa que es translocada al nucleo. b) En la
sefalizacion mediada por JA, su forma activa (JA-lle) promueve la union de COI1 con proteinas
represoras JAZ para que sean degradadas, lo que permite la activacion de la expresion de genes
de defensa inducibles por JA por los factores transcripcionales MYC2, ERF1y ORA59. c) EI ET es
una hormona gaseosa que es percibida por receptores en la membranales como ETR1. La
percepcién de ET inactiva a los receptores, desactivando a su vez a CTR1 y se elimina la
represion de EIN2, un regulador positivo de la familia de factores transcripcionales EIN3
localizados en el nucleo. EIN3 activa la transcripcién de factores como ERF1y se expresan genes
que responden al ET (Modificada de Pieterse et al., 2009).

Via de senalizacion del JA.
El JA (Fig. 2) y sus derivados (jasmonatos) son compuestos derivados de lipidos que son

sintetizados rapidamente por la ruta de las oxilipinas (Gfeller et al., 2010). La biosintesis de JA
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inicia con la liberacion de acido a-linolénico de los lipidos de membrana. Una vez sintetizado,
el JA puede ser rapidamente metabolizado a metil jasmonato (MeJA), o conjugado a
aminoacidos como la isoleucina para generar a la forma activa jasmonoil-isoleucina (JA-lle)

(Fonseca et al., 2009).

El JA también se incrementa ante la percepcién de un patégeno e induce la expresion de
genes de defensa como PDF1.2 (plant defensin 1.2) y VSPT (vegetative storage protein 1) que
proveen resistencia contra necrétrofos (Ellis et al., 2001; Brown et al., 2003; Guerineau et al.,
2003). Los mediadores importantes de la sefializacion por JA son su receptor COI1, que es una
subunidad de E3 ubiquitin ligasa tipo SCF; las proteinas JAZ (jasmonate ZIM-domain) que son
represores transcripcionales de genes dependiente de JA, y los factores de transcripcion MYC2
(Fig 3b). La forma activa JA-lle promueve la interaccion de COI1 con las proteinas JAZ,
promoviendo su ubiquitinacion y degradacidén por el proteasoma para liberar a los factores
transcripcionales MYC2 (Thines et al., 2007; Chini et al, 2007; Fonseca et al., 2009). La
degradacion de proteinas JAZ permite la activacion de una gran cantidad de genes que
responden a JA, incluyendo al gen marcador VSP2 y a genes que codifican a factores
transcripcionales AP2/ERF (APETALA2/ethylene response factor), tales como ERF1y ORA59 que
activan al gen PDF1.2 (Berrocal-Lobo et al., 2002; Lorenzo et al., 2003; Pré et al., 2008; Moffat et
al,, 2012).

Via de senalizacion del ET.

El ET (Fig. 2) es una hormona gaseosa que es percibida por receptores en el reticulo
endoplasmico como ETR1, ETR2, ERS1, ERS2 y EIN4 (Lacey & Binder, 2014). El precursor para la
biosintesis de ET es el acido 1-aminociclopano-1-carboxilico (ACC), que se deriva de la S-
adenosilmetionina en una reaccion catalizada por la ACC sintasa (ACS), la reaccién limitante
para la biosintesis de ET (Wang et al., 2002). MPK3 y MPK6 regulan positivamente la produccion
de ET mediante la fosforilacion y estabilizacion de las isoformas ACS2 y ACS6 (Liu & Zhang,
2004; Joo et al., 2008).
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En ausencia de ET, los receptores activan a la proteina CTR1 (constitutive triple response
1), una cinasa de serina/treonina parecida a Raf que funciona como regulador negativo. CTR1
fosforila a EIN2 (ethylene insensitive 2), proteina unida al reticulo endoplasmico para reprimir
su capacidad de inducir respuestas a ET (Fig. 3c). Durante la respuesta inmune de la planta, la
percepcién de ET inactiva a los receptores, desactivando a su vez a CTR1 y eliminando la
represion de EIN2 que por protedlisis libera su dominio C-terminal que migra al ndcleo para
activar factores transcripcionales EIN3 localizados en el nucleo (Fig. 3c). EIN3 activa la
transcripcion de factores como ERF1 y se expresan genes que responden al ET (Ju et a., 2012;
Qiao et al., 2012; Wen et al,, 2012). Los niveles de EIN3 son bajos en ausencia de ET debido a la

degradacion por la via de ubiquitina-proteosoma 26S (An et al., 2010).

La sefalizacion dependiente de ET actua coordinada con SA o JA para activar las respuestas
de defensa apropiadas contra los patdégenos. Cuando funciona en conjunto con JA, la
sefalizacion de ET activa a factores transcripcionales ERF, mientras que la sefalizacion del JA
sin la influencia del ET activa a los factores de transcripcion MYC. Las vias de ERF y MYC son
antagonicas, los ERFs activan la respuesta de defensa contra hongos, mientras que la familia
MYC activa defensas contra insectos herbivoros (Fernandez-Calvo et al., 2011; Verhage et al,
2011). El ET puede ser también antagonico para la sefalizacion del SA bloqueando su
produccién al reprimir la expresion de ICS1/SID2 (Chen et al, 2009). La doble mutante de
Arabidopsis ein3 eil1 expresa constitutivamente a /ICS7/5ID2 y un gran niumero de genes de
defensa, acumulan SA y presentan mayor resistencia a P. syringae. Por el contrario, las plantas

que sobreexpresan a EIN3 son mas susceptibles a la bacteria (Chen et al.,, 2009a).

Antagonismo SA/JA.

Las vias de sefializacion del SA 'y JA/ET son generalmente antagdnicas y, en consecuencia,
una prevalece sobre la otra dependiendo del patégeno (Spoel et al., 2003; 2007; Leon-Reyes et
al, 2010). La aplicacion exdgena de SA, asi como la infeccidon por P. syringae (que induce la via
del SA) suprime la respuesta de defensa dependiente de JA en Arabidopsis e incrementa su
susceptibilidad al patégeno nécrotrofo Alternaria brassicicola (Spoel et al., 2007). Experimentos

farmacolégicos con Arabidopsis mostraron que los genes inducibles por JA como PDF1.2y VSP2
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son suprimidos por aplicacion de SA (Koornneef et al., 2008). Sin embargo, el tratamiento con
bajas concentraciones de JA y SA (10-100 uM) provoca un efecto sinérgico en los genes PDF1.2
y PR-1, aunque con altas concentraciones (250 uM) el efecto es antagonico, indicando que la
respuesta depende de la concentracién relativa de cada hormona (Mur et al., 2006). Ademas, el
tiempo y la secuencia de iniciacién de la sefalizacion de SA y JA también son determinantes
(Koornneef et a., 2008). Por lo tanto, la cinética de la biosintesis de las fitohormonas y la
activacion de sus vias de sefializacion son decisivas para definir cual debe controlar la respuesta

de defensa contra el patdgeno invasor (Pieterse et al., 2009).

La proteina NPR1 es el principal regulador de este antagonismo (Fig. 4) pues en la mutante
npr1 no se presenta el efecto supresor del SA en la expresion de los genes PDF1.2 'y VSP2. La
supresion del SA sobre la via del JA no requiere la localizacién nuclear de NPR1 (Spoel et al.,
2003; Dong et al., 2004). Algunos factores transcripcionales WRKY, TGA y ORA59 (Li et al., 2006;
Gimenez-lbanez & Solano, 2013; Van der Does et al., 2013), asi como las glutarredoxinas
GRX480 y GRXS13 también son importantes para la integracion de sefales entre SA y JA
(Ndamukong et al., 2007; Camera et al,, 2011; Zander et al., 2012). El SA induce la expresion de
GRX480 y GRX13, que son glutaredoxinas tipo CC que existen exclusivamente en plantas y
regulan procesos de desarrollo y respuestas a estrés (Gutsche et al., 2015). La sobreexpresion
de GRX80 en Arabidopsis bloquea la induccion de PDF1.2 por JA, y la de GRX13S provoca
susceptibilidad al hongo necrétrofo Botrytis cinerea (Ndamukong et al., 2007; Camera et al.,
2011). Por otro lado, diez GRXs mas de este grupo (también denominadas ROXYs) son capaces
de suprimir la activacion del promotor de ORA59 (Zander et al., 2012). Es probable que su efecto
antagoénico sobre la via del JA sea rio abajo de NPR1 pues la expresion de GRX480 es reducida
en la mutante npr7-71, mientras que su sobreexpresion en la misma mutante mantiene la
supresion de la expresion de PDF1.2 (Zander et al., 2012). Los posibles blancos de GRX480 son
los factores transcripcionales TGA (Fig. 4B) que participan en la via dependiente del SA ya que
GRX interacciona con TGA2 en ensayos de doble hibrido en levadura, y la sobreexpresion de
GRX480 no suprime la expresion del gen PDF1.2 en la triple mutante tga2 tga5 tga6
(Ndamukong et al., 2007).
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Figura 4. Modelo simplificado del antagonismo de la via del SA sobre la sefializacion
dependiente del JA. A) Cuando la concentracion de SA es baja, la via del JA se activa en
respuesta a patdégenos necrétrofos y la degradacidn de las proteinas JAZ elimina la represion
de genes de defensa inducibles por JA como VSP2, PDF1.2, ERF y ORA59. B) La activacion de
ambas vias de sefializacion provoca un efecto antagonico del SA sobre la via del JA. Algunos
reguladores del antagonismo son NPR1, GRX480 y factores transcripcionales TGA. La
localizacién nuclear de NPR1 es esencial para la expresion de genes de defensa inducibles por
SA, pero no para la supresiéon de los genes dependientes de JA. GRX480 impide la activacion
del promotor de ORA59 al interactuar con factores transcripcionales TGA, y afecta la activacion
del gen PDF1.2 (Modificada de Caarls et al., 2015),
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Manipulacion de la seializacion hormonal por patégenos.
La biosintesis y las vias de sefializacién mediadas por fitohormonas en la respuesta inmune
de las plantas constituyen un blanco de algunos efectores secretados por patégenos, lo que

facilita la colonizacion del tejido del hospedero (Pieterse et al., 2012; Han & Kahmann, 2019).

Anteriormente se mencioné que algunas cepas de P. syringae producen la toxina
coronatina (COR) que posee una estructura quimica similar a JA-lle, por lo que activa respuestas
de defensa dependientes de JA para suprimir las que son dependientes de SA y efectivas para
combatirla (Laurie-Berry et al., 2006; Zheng et al., 2012). La COR se une directamente al receptor

COI1y es mucho mas activa que la molécula endégena JA-Ile (Katsir et al., 2008).

La estrategia de interferir con la respuesta de defensa mediada por SA también es
explotada por hongos patogenos. El patdgeno biotrofo de maiz Ustilago maydis secreta una
corismato mutasa que convierte al corismato en prefenato para evitar la activacion de la via del
SA (Djamei et al., 2011). Una forma alternativa de reducir los niveles de SA es utilizada por el
oomiceto Phytophthora sojae y el hongo Verticillium dahliae que secretan isocorismatasas que
convierten el corismato a 2,3-dihidro-2,3-dihidroxibenzoato y piruvato, provocando que no

exista isocorismato disponible en el hospedero para la biosintesis de SA (Liu et al., 2014).

Los patdégenos también son capaces de sintetizar hormonas. El ascomiceto hemibiotrofo
Fusarium oxysporum produce jasmonatos como parte de su estrategia de virulencia (Cole et al.,
2014). También el hongo necrétrofo patdgeno de la vid Lasiodiplodia mediterranea activa la via
de sefalizacion del JA produciendo un éster de JA (lasiojasmonato A), el cual puede ser

convertido a JA-lle que es un fuerte inductor de muerte celular (Chini et al,, 2018).

B. Esfingolipidos.

Los esfingolipidos son un grupo de moléculas diversas en estructura, solubilidad, carga,
forma y tamafio (Markham et al., 2013). En células de plantas componen aproximadamente el
40% de los lipidos de la membrana plasmatica y estan enriquecidos en la cara externa. También
son abundantes en otras endomembranas, como reticulo endoplasmico, Golgi y tonoplasto

(Cacas et al, 2016; Michaelson et al., 2016). Ademas, los esfingolipidos son componentes
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importantes de las balsas lipidicas, microdominios de la membrana plasmatica indispensables
en procesos celulares como la transduccion de sefiales, trafico membranal, organizacion del
citoesqueleto e interaccion con patdgenos (Berkey et al., 2012; Cacas et al.,, 2016; Michaelson

et al., 2016).

B.1. Diversidad estructural de los esfingolipidos en plantas.

Los esfingolipidos de plantas se clasifican en 4 clases principales: bases de cadena larga
(LCBs), ceramidas (Cer), glucosilceramidas (GlcCers) y glucosil inositol fosfoceramidas
(GIPCs), siendo estos Ultimos los mas abundantes en tejidos vegetales (Markham et al., 2006;

Michaelson et al., 2016).

A diferencia de los fosfolipidos que poseen un esqueleto de diacilglicerol, los esfingolipidos
tienen como esqueleto hidrofébico a la ceramida que esta unida a residuos polares de azucar
para formar los componentes lipidicos amfipaticos de las membranas (Fig. 5d; Lynch & Dunn

2004; Chen et al. 2009b).

La ceramida estad formada por un aminoalcohol de cadena larga denominado base de
cadena larga (LCB) unido por un enlace amida a un acido graso. Las LCBs de plantas
generalmente contienen 18 atomos de carbono y pueden contener insaturaciones en las
posiciones A4 y A8 (Fig. 5a). La insaturacion en A4 existe Unicamente en configuracion trans,
mientras que en A8 puede encontrarse en configuraciones cis o trans. Tras su sintesis inicial, las
LCBs contienen dos grupos hidroxilo en C1y C3 denominandose LCBs dihidroxiladas (d18:0,
d18:1A4, d18:1A8, etc.; Fig. 5a), y pueden ser blanco de una hidroxilacién adicional en C4 para
producir LCBs trihidroxiladas (t18:0, t18:1A8; Fig. 5a). Las LCBs también pueden ser
fosforiladas en la posicion C1 para producir LCB-fosfatos (LCBPs). Las LCBs libres y fosforiladas
son muy poco abundantes en las células vegetales (Markham et al., 2006; Markham & Jaworski

2007).

La mayoria de las LCBs se unen a acidos grasos para formar ceramidas (Fig. 5b). La longitud
de los acidos grasos presentes en las ceramidas varia de 16 a 26 atomos de carbono y la mayoria

contiene un grupo hidroxilo en la posicién o o C2. La ceramida es el componente hidrofébico
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Figura 5. Estructura de algunas LCBs y esfingolipidos en plantas. a) Ejemplos de modificaciones
a LCBs en plantas. Se muestran LCBs dihidroxiladas y trihidroxiladas. Las nomenclaturas d18:0
y t18:0 indican que la LCB tiene dos o tres grupos hidroxilo respectivamente, 18 carbonos y no
tiene enlaces dobles. b) Hidroxiceramida formada por la LCB t18:1A8trans y el acido graso
24:109cis y que esta hidroxilada en C2. c) Glucosil inositol fosforil ceramida (GIPC) mas
abundante en hojas de Arabidopsis. d) Glucosilceramida (Tomada de Luttgeharm et al., 2016).
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de los esfingolipidos complejos. Los grupos polares se afladen a la ceramida en el C1 siendo

un grupo fosfato o una variedad de residuos de azucar (Chen et al., 2009b).

La GlcCer es el esfingolipido mas simple en plantas (Fig. 5d) pues contiene una molécula
de glucosa. Las GIPCs son los esfingolipidos mas complejos al contener un grupo inositol

fosfato unido a la ceramida con hasta siete residuos adicionales de hexosas y pentosas (Fig. 5¢).

Dada la diversidad quimica de LCBs, acidos grasos y grupos polares que conforman a las
ceramidas, existen cientos de esfingolipidos en las plantas. En Arabidopsis thaliana se han
podido identificar 168 esfingolipidos distintos, siendo los mas abundantes las GIPCs y GlcCers
(Markham & Jaworski, 2007). Es importante denotar que la composicion de esfingolipidos
difiere entre especies vegetales y de manera tejido-especifica (Markham et al., 2006;

Luttgeharm et al., 2015b).

B.2. Biosintesis de esfingolipidos.

Las LCBs, libres y fosforiladas, existen en las células vegetales en concentraciones
fisiolégicas muy bajas. Las plantas mantienen su biosintesis altamente regulada para asegurar
que existan suficientes esfingolipidos para regular el crecimiento y desarrollo, asi como para

limitar la acumulacion de sus intermediarios que inducen PCD.

Los esfingolipidos complejos se sintetizan por dos rutas principales: la biosintesis de novo
que inicia con la condensacion de serina y palmitoil-CoA (Fig. 6), y la ruta de salvamento donde
ceramidas y LCBs que provienen del catabolismo de esfingolipidos complejos son

reincorporados a la ruta biosintética (Chen et al., 2009b).

Sintesis de LCB.

La biosintesis de novo de esfingolipidos inicia en el reticulo endoplasmico donde se
produce el precursor de la LCB por condensacién de serina y palmitoil-CoA. Esta reaccion es
catalizada por la serina palmitoil transferasa (SPT) produciendo 3-cetoesfinganina (Fig. 6).
De manera similar a otros eucariontes, la SPT de Arabidopsis funciona como heterodimero

formado por las subunidades LCB1 y LCB2 (Chen et al., 2009b; Luttgeharm et al., 2016). La SPT
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Figura 6. Representacion esquematica de la biosintesis de esfingolipidos en plantas. La sintesis
de novo de la ceramida ocurre en el reticulo endoplasmico y la sintesis de esfingolipidos mas
complejos en el Aparato de Golgi. Los nombres de las enzimas estan en cuadros morados y el
de sus genes en cuadros grises. En rojo se indican inhibidores de la biosintesis de esfingolipidos
y sus blancos (Modificada de Berkey et al., 2012).
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es considerada como el principal punto regulatorio para la homeostasis de esfingolipidos (Li et

al., 2016; Kimberlin et al., 2016).

La 3-cetoesfinganina es reducida por la cetoesfinganina reductasa (KSR) para producir
esfinganina (d18:0; Fig. 6). La KSR es codificada por dos genes en Arabidopsis, KSR-1
(At3g06060) y KSR-2 (At5g 19200). Aunque ambos genes contribuyen a la actividad reductasa y

son esenciales, KSR-1 se expresa en mayor proporcion en la planta (Chao et al., 2011).

La esfinganina (d18:0) puede ser usada directamente por la ceramida sintasa, o ser
modificada por hidroxilacion o insaturacion en posicion C4 antes de usarse para la sintesis de

ceramida.

Modificaciones a las LCBs.

Tres enzimas son responsables de generar ocho LCBs a partir de la esfinganina (d18:0): la
LCB C4 hidroxilasa, LCB A8 desaturasa y la LCB A4 desaturasa (Chen et al, 2009b;
Luttgeharm et al., 2016; Michaelson et al., 2016).

Las LCBs dihidroxiladas presentan grupos hidroxilo en C1 y C3, mientras que la tercera
hidroxilacion que predomina en LCBs de plantas ocurre en el C4 y es catalizada por la LCB C4
hidroxilasa (Fig. 6). En Arabidopsis existen dos genes que codifican LCB C4 hidroxilasas: SBH1,
At1g69640 y SBH2, At1g14290 (Chen et al., 2008). Es probable que la hidroxilacién en el C4 de
las LCBs ocurra antes de su incorporacion a las ceramidas debido a que la fitoesfingosina (t18:0)
es la LCB libre predominante en hojas de Arabidopsis (Chen et al., 2008; Markham et al., 2006).
La sintesis de LCBs trihidroxiladas es critica para la regulacion del crecimiento asi como para el
contenido y composicion de esfingolipidos en las plantas. Las mutantes dobles sbh1 sbh2
carecen de LCBs trihidroxiladas y son demasiado pequenas, no progresan del estado vegetativo
al reproductivo y su contenido de esfingolipidos es de 2.5 a 3 veces mayor que en plantas

silvestres (Chen et al., 2008).

La insaturacion de LCBs ocurre en C4 o en C8, predominando en la segunda posicion. La
LCB A8 desaturasa es una enzima bifuncional en relacion con la estereoespecificidad de la

inserciéon del doble enlace. En la mayoria de las plantas los isémeros trans de LCBs A8
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insaturadas predominan en el extracto de esfingolipidos totales. Sin embargo, el isémero cis de
t18:1A8 esta mas enriquecido en GlcCers comparado con las GIPCs en Arabidopsis (Sperling et
al., 2005; Markham et al., 2006; Markham & Jaworski, 2007). En Arabidopsis existen dos genes
que codifican a esta enzima: SLD1, At3g61580 y SLD2, At2g46210. Sin embargo, todavia se
desconoce si las LCBs A8 insaturadas son esenciales en plantas y tampoco se sabe si el sustrato
de la LCB A8 desaturasa es una LCB libre, ceramida o esfingolipidos complejos (Chen et al,

2009b).

La LCB A4 desaturasa utiliza como sustrato LCBs libres dihidroxiladas y A8 insaturadas e
introduce el doble enlace exclusivamente en configuracion trans (Ternes et al., 2002). Las LCBs
dihidroxiladas y con doble insaturacién (d18:2) que produce se encuentran casi exclusivamente
en GlcCers y no en GIPCs (Sperling et al., 2005; Markham et al., 2006; Markham & Jaworski,
2007). Arabidopsis posee un solo gen LCB A4 desaturasa, At4g04930, cuya expresion casi se
limita a flores, especificamente en polen, y es muy baja en hojas (Michaelson et al., 2009). Sin
embargo, en otras especies como jitomate y soya, la produccién de LCBs d18:2 ocurre en toda

la planta y es la LCB mas abundante en GlcCers (Sperling et al., 2005; Markham et al., 2006).

Sintesis de ceramida y esfingolipidos complejos.

La sintesis de ceramida es catalizada por la ceramida sintasa, también llamada
esfinganina-N-acil transferasa, encargada de la acilacién del grupo amino de la esfinganina con
un acido graso (Fig. 6). Existen 3 genes para la ceramida sintasa en Arabidopsis, LOH1
(At3g25440), LOHZ2 (At3g19260) y LOH3 (At1g13580). Las ceramidas sintasas se dividen en dos
clases con base a la especificidad por sus sustratos. La clase | esta representada por LOHZ2 y
tiene una estricta especificidad por acidos grasos de 16C y LCBs dihidroxiladas. La clase I
incluye a LOHT1 y LOH3, y tiene especificidad por acidos grasos de cadena muy larga y LCBs
trihidroxiladas (Markham et al.,, 2011).

Posterior a su sintesis por las ceramida sintasas, las ceramidas pueden ser glicosiladas en
su grupo hidroxilo en el C1 para generar glucosilceramidas (GlcCers) o glucosil inositol

fosforilceramidas (GIPCs, Fig. 6). La sintesis de GlcCers es catalizada por la glucosil ceramida
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sintasa (GCS), también localizada en reticulo endoplasmico y que en Arabidopsis es codificada
por el gen esencial At2g79980 (Melser et al., 2010). Al parecer, las ceramidas sustrato para la
GCS provienen de la ceramida sintasa clase | debido a que las GlcCers estan enriquecidas en
ceramidas con LCBs dihidroxiladas y acidos grasos de 16C en comparaciéon con las GIPCs

(Markham et al., 2006).

Por otro lado, las GIPCs son sintetizadas por tres inositol fosfoceramida sintasas (IPCs)
y varias glucosil transferasas o glucoronil transferasas (Mina et al., 2010; Rennie et al., 2014). Las
IPCs se localizan en el aparato de Golgi (Fig. 6) y son codificadas por los genes IPCST o ERH],
At2g37940; IPCS2, At3g54020; IPCS3, At2g29525 (Wang et al., 2008; Mina et al., 2010). Posterior
a la sintesis de inositol fosfoceramidas, se pueden afadir hasta 7 residuos de glucosa a la cabeza
polar para formar las distintas GIPCs (Cacas et al., 2013). El primer residuo que se afiade al grupo
inositol fosforilo es el UDP-acido glucordnico, reaccion catalizada por la glucosil transferasa
IPUT1, At5g 18480 (Rennie et al., 2014). El resto de las glucosil transferasas que intervienen en
la sintesis de las distintas GIPCs todavia no se han identificado (Luttgeharm et al., 2016). Las
GIPCs estan enriquecidas en ceramidas con LCBs trihidroxiladas y acidos grasos de cadena muy

larga que provienen de las ceramida sintasas clase Il (Markham et al., 2006).

Fosforilacion de LCBs y ceramidas.

Esta modificacién es relevante para los mecanismos de sefalizacion en respuestas a estrés
bidtico, abidtico y muerte celular que involucran a los esfingolipidos. La fosforilacion de LCBs
ocurre en su grupo hidroxilo en el C1 y es catalizada por la LCB cinasa (Fig. 6). En Arabidopsis
existen 3 genes que la codifican: SPHK1, At4dg21540; SPHKZ2, At2g46090 y LCBK1, At5g23450b.
Mientras que la remocion del grupo fosfato de las LCB-P es catalizada por la LCBP fosfatasa
codificada por dos genes, At3g58490 y At5g03080 (Luttgeharm et al., 2016). La ceramida es
convertida a ceramida-1-fosfato (Cer-1P) por la ceramida cinasa codificada por el gen ACD5,

At5g57290 (Liang et al.,, 2003; Bi et al., 2014).
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B.3. Importancia de la serina palmitoil transferasa (SPT) en la regulacién de la biosintesis

de novo de los esfingolipidos.

Como se menciond anteriormente, la SPT cataliza la primera reaccion para la sintesis de
LCBs. La SPT de plantas, como la de todos los eucariontes, existe como un heterodimero
formado por las subunidades LCB1 y LCB2 localizado en el reticulo endoplasmico y que
interactla con varias proteinas reguladoras (Fig. 7). Las subunidades LCB1 y LCB2 presentan
similitud con las a-oxoamina sintasas; y el residuo catalitico de lisina que forma la base de Schiff
con piridoxal fosfato se encuentra en la subunidad LCB2 (Tamura et al., 2001; Chen et al., 2006;
Dietrich et al., 2008). En Arabidopsis, LCB1 es codificada por un solo gen AtLCB1 (At4g36480),
mientras que LCB2 es codificada por dos genes redundantes: AtLCB2a, At5g23670 y AtLCB2b,
At3g48780 (Chen et al., 2006; Dietrich et al., 2008).

La SPT es regulada a través de mecanismos transcripcionales y post-traduccionales
(Hanada et al., 2003); estos ultimos involucran interacciones fisicas con proteinas asociadas a

membrana que afectan la actividad de SPT (Han et al., 2009; 2010; Breslow et al., 2010).

Una de las proteinas reguladoras, ssSPT (small subunit of Serine Palmitoyl Transferase),
tiene 56 aminoacidos y carece de actividad enzimatica, contiene un dominio transmembranal
que ayuda a estabilizar al complejo (Fig. 7). Aunque la SPT puede funcionar como heterodimero
con minima actividad enzimatica, su interaccién con ssSPT la activa de tal forma que se
producen LCBs en cantidades suficientes para mantener la viabilidad celular en Arabidopsis. La
ssSPT es codificada por dos genes: ssSPTa, At1g06515 y ssSPTb, At2g30942, teniendo mayor
expresion ssSPTa en todos los érganos (Kimberlin et al., 2013). La caracterizacion de mutantes
de Arabidopsis lcb1, lcb2 y ssSPT ha demostrado que la actividad de la SPT es esencial para la
viabilidad de las células vegetales (Teng et al., 2008; Dietrich et al., 2008; Kimberlin et al. 2013).
Se desconoce si los niveles de ssSPT se modifican ante respuestas intracelulares que influyan
en la homeostasis de esfingolipidos, o si la SPT es regulada por modificaciones post-

traduccionales a los polipéptidos ssSPT.

Por otra parte, las proteinas orosomucoides (ORM, Fig. 7) actuan como reguladores

negativos de la SPT en respuesta a los niveles intracelulares de esfingolipidos (Breslow et al.,
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2010; Han et al,, 2010; Roelants et al., 2011). En levadura, las proteinas ORM1p y ORM2p son
fosforiladas en respuesta a bajos niveles intracelulares de esfingolipidos, lo que restaura la
actividad de la SPT e incrementa la sintesis de LCBs. En este circuito regulatorio la
defosforilacion de las ORM reestablece la inhibicion de la SPT en respuesta al exceso intracelular

de esfingolipidos (Roelants et al., 2011; Muir et al., 2014). Sin embargo, la regulacién de la SPT
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Figura 7. La serina palmitoil transferasa (SPT) es un complejo enzimatico localizado en el
reticulo endoplasmico (RE) conformado por el heterodimero catalitico LCB1/LCB2 y la
subunidad pequefia activadora ssSPT. En levadura, LCB1 tiene tres dominios trans-
membranales (TM) con su extremo N-terminal en el lumen del RE y el extremo C-terminal en
el citosol. LCB2 tiene dos dominios TM con los extremos N- y C-terminal en el citosol, mientras
que ssSPT tiene un solo dominio TM. La SPT esta sujeta a regulacidn negativa por las proteinas
ORM en respuesta a los niveles de esfingolipidos. Las proteinas ORM tienen cuatro dominios
TM e interacttan con el primer dominio TM de LCB1. La regulacion involucra la fosforilacién de
ORMs por Ypk1 para aliviar gradualmente la supresion de la SPT e incrementar la sintesis de
esfingolipidos en respuesta a niveles intracelulares sub-6ptimos, y la defosforilacion reversible
de la ORMs por la fosfatasa SAC1 para suprimir nuevamente la actividad de la SPT en respuesta
a un exceso intracelular de esfingolipidos. Las LCBs producidas por la SPT y la 3-cetoesfinganina
reductasa (KSR) son utilizadas por la ceramida sintasa (CS) con acil-CoA para producir
ceramidas. La FB1 es una micotoxina que inhibe a la CS y provoca muerte celular (Modificada
de Luttgeharm et al., 2016).
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en plantas y mamiferos parece ser mas compleja que en levadura porque sus proteinas ORM
carecen del extremo N-terminal que es fosforilado (Roelants et al., 2011). En Arabidopsis existen
dos genes ORM, ORM1 (At1g01230) y ORMZ2 (At5g42000), que se expresan constitutivamente
en toda la planta, pero la expresion de ORM1 es mayor en raiz, tallo, hoja y flores, mientras que
la de ORMZ2 es mas abundante en polen. La sobreexpresion de ORM1 y ORMZ2 provoca una
disminucion en el crecimiento de las plantas. El efecto en los bajos niveles de LCBs se refleja
también en una disminucion en la actividad de la ceramida sintasa clase |, e incrementa la
actividad de la clase Il. Por otro lado, la supresion de las ORM por RNAi incrementa la actividad
de la ceramida sintasa clase | y reduce la actividad de la clase Il. Estos resultados sugieren que
las ORMs podrian ejercer una regulacion coordinada de la SPT y también de las ceramida

sintasas (CS), posiblemente a través de los niveles de LCBs (Kimberlin et al., 2016).

B.4. Funcion biolégica de los esfingolipidos en plantas.

Anteriormente se mencion6 que los esfingolipidos tienen funciones criticas al ser
componentes estructurales de la membrana plasmatica y otras endomembranas,
contribuyendo a la integridad y estabilidad membranal. Ademas, al formar parte de los
microdominios en membrana plasmatica tienen funciones importantes en la transduccion de
seflales (Mongrand et al., 2004; Borner et al., 2005; Cacas et al., 2016). Los estudios de Genética
Funcional han revelado que los esfingolipidos participan y regulan una gran variedad de
procesos celulares (Tabla 1) incluyendo el crecimiento y la muerte celular programada (PCD)
que ocurre tanto en el desarrollo como en respuesta a condiciones de estrés bidtico y abidtico

(Chen et al., 2009b; Luttgeharm et al., 2016; Ali et al., 2018; Huby et al., 2019).

De todos los procesos mencionados en la Tabla 1, la participacion de los esfingolipidos en
la PCD ha sido una de las funciones mas estudiadas (Berkey et al., 2012). Los niveles fisiol6gicos
de los esfingolipidos (especialmente de LCBs libres) son bajos y se mantienen bajo una estricta
regulacion al igual que sus derivados fosforilados para controlar el destino de la célula. La
acumulacion de LCBs y ceramidas induce PCD, mientras que las LCBs fosforiladas (LCBPs) y la
ceramida-1-fosfato (Cer1P) la inhiben (Shi et al., 2007; Saucedo-Garcia et al, 2011; Hou et al,,

2016). Las LCBs esfinganina, fitoesfingosina y esfingosina inducen de manera dosis-
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dependiente la generacion de especies reactivas de oxigeno (EROs) seguida de PCD, mientras
que estos efectos son inhibidos por la esfinganina-1-fosfato (Shi et al., 2007). También la
expresion de LCB cinasas (LCBK) y de la ceramida cinasa (CerK) que catalizan la produccién de

LCBPs y Cer1P respectivamente, inhibe la PCD (Hou et al., 2016).

Se conocen pocos elementos que participan en la PCD inducida por LCBs. La MAP cinasa
MPK6 de Arabidopsis fue la primera proteina caracterizada como transductor esencial de los
esfingolipidos en la induccion de PCD, y es rapidamente activada (~15 min) por adicion de
esfinganina o fitoesfingosina (Saucedo-Garcia et al., 2011). Otro regulador positivo es la cinasa
dependiente de calcio CPK3, que es regulada por proteinas 14-3-3. En extractos proteicos de
plantas silvestres CPK3 esta unida a proteinas 14-3-3. Ante la elevacion de los niveles de
fitoesfingosina se incrementa la concentracion intracelular de Ca®* activando a CPK3, y la
fitoesfingosina también modula a las proteinas 14-3-3 para permitir su fosforilacién por la CPK3
activada. La fosforilacién provoca la disociacién del complejo y la CPK3 es degradada durante

la PCD inducida por la fitoesfingosina (Lachaud et al., 2013).

El estado de fosforilacion de LCBs y ceramida es crucial para el proceso fisioldgico que
deben regular. Como se indica en la Tabla 1, las LCBPs también regulan la apertura de los
estomas. La esfingosina-1-fosfato (S1P) participa en la ruta de sefializacién mediada por acido
abscisico (ABA) que controla la apertura estomatal elevando los niveles de Ca®* en el citosol,
los cuales activan canales idnicos en las membranas de las células guarda, y el eflujo de K*
causa pérdida de la presion de turgor y cierre estomatal (Kim et al., 2010). En condiciones de
sequia la planta Commelina communis incrementa los niveles de S1P en las hojas, y cuando se
le aplica S1P exégena se observa un aumento de Ca?* intracelular seguido de cierre estomatal
(Ng et al., 2001). La fitoesfingosina-1-fosfato provoca la misma respuesta pero la esfinganina-
1-fosfato no, indicando que existe cierta especificidad en la regulacién de la apertura de los
estomas (Coursol et al., 2003). El tratamiento de plantas de Arabidopsis con ABA activa a la LCBK
y se considera que el blanco de la S1P podria ser un receptor acoplado a proteinas G, ya que
mutantes de Arabidopsis carentes de la subunidad o de la proteina G (gpaT) no responden a la

aplicacion de S1P (Coursol et al., 2005).
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Tabla 1. Funciones fisioldgicas, regulacién de procesos de desarrollo y respuestas a estrés por esfingolipidos.

Proceso / Funcion
Crecimiento y

Estrategia
La supresion de AtLCB1 por RNAI reduce el crecimiento y altera la morfologia de

Referencia
Chen et al., 2006

desarrollo las hojas. Chen et al.,, 2008

La mutante sbh1 sbh2 carente de LCBs trihidroxiladas crece muy poco y no
progresa del estado vegetativo al reproductivo. Luttgeharm et al,, 2015a
La sobreexpresion de la ceramida sintasa LOH2 provoca enanismo, mientras que
la de LOH1 o LOH3 promueve el crecimiento al incrementar la division celular. Msanne et al., 2015
La mutante gcsT carente de GlcCer presenta enanismo y se desarrolla hasta
plantula. Mortimer et al., 2013
Las mutantes iputl, gonst1 y gmt1 afectadas en la sintesis de GIPC también Fang et al., 2016
presentan enanismo severo. Tartaglio et al., 2017

Reproduccion, Las mutantes (heterocigotas) lcbT o ssSPTa (afectadas en la actividad de la SPT) Chen et al., 2006

desarrollo de polen

producen polen inviable.

La mutante nula lcb2a lcb2b presenta letalidad gametofitica.

La mutacién iputl interfiere con el direccionamiento del tubo polinico a los
o6vulos.

Las LCBPs modulan el desarrollo del tubo polinico por activacién de corrientes de
Ca’* mediada por proteinas G heterotriméricas.

Kimberlin et al., 2013
Dietrich et al., 2008
Tartaglio et al., 2017

Wu et al,, 2014

Organizacion
celular y secrecion
de proteinas

La interrupcién de la biosintesis de GlcCer induce cambios criticos en la
morfologia del Aparato de Golgi e interrumpe el transporte de proteinas solubles
y de secrecion a la superficie celular.

Melser et al., 2010
Msanne et al., 2015

Diferenciacion
celulary
organogénesis

Callos no diferenciados generados de la mutante de Arabidopsis gcsT son
incapaces de desarrollar 6rganos en medio de diferenciacién, pero si forman
raices y hojas en medio suplementado con esfinganina glicosilada.

Msanne et al., 2015

Formacion de
pared celular

La mutante gmt1 (afectada en la glicosilacién de GIPC) tiene un contenido
reducido de celulosa (22 al 45%) en la pared celular de hojas y tallo, y un
incremento (50%) en el contenido de lignina.

Fang et al., 2016




Apertura estomatal
dependiente de
acido abscisico

(ABA)

Los niveles de algunas LCBPs se incrementan en estrés por sequia. La esfingosina-
1-P promueve el cierre estomatal mediante el incremento de Ca®* en el citosol
de células guarda.

Ng et al,, 2001
Coursol et al., 2003
Coursol et al., 2005
Guo et al., 2012

Muerte celular
programada (PCD)

La perturbacién del metabolismo esfingoideo mediante inhibidores (toxina AAL
y FB1) induce acumulacion de LCBs y PCD en Arabidopsis y otras especies
vegetales. La aplicacién de LCBs también induce PCD y generacién de EROs,
mientras que las LCBPs la suprimen.

Mediante la caracterizacion de mutantes que desarrollan PCD espontanea se
identificaron genes involucrados en el metabolismo esfingoideo como acd5
(ceramida cinasa), acd11 (transportador de esfingolipidos) y erh T (IPC sintasa). La
PCD en acd5y acd11 se asocia a la acumulacion de ceramidas. También la adicion
de ceramida C2 (50 uM) a células en cultivo de Arabidopsis induce PCD precedida
por incremento de Ca?* citosolico y produccién de H,O..

Estudios dirigidos de genética reversa con la mutante loh7, asi como las dobles
mutantes loh2 loh3y sbh1 sbh2, corroboran la participacién de los esfingolipidos
en la regulacién de PCD.

La sobreexpresion de LCB2 en N. benthamiana induce PCD (posiblemente por
acumulacion de LCBs y mayor actividad SPT), asi como la sobreexpresién de LOH2
en Arabidopsis debido a la acumulacién de ceramidas.

Abbas et al., 1994

Shi et al.,, 2007
Saucedo-Garcia et al.,
2011

Greenberg et al., 2000
Liang et al.,, 2003
Brodersen et al., 2002
Wang et al., 2008
Townley et al., 2005.

Chen et al,, 2008
Markham et al., 2011
Ternes et al,, 2011
Takahashi et al., 2009b
Luttgeharm et al,, 2015a

Respuesta de
defensa contra
patégenos

Mutantes de Arabidopsis afectadas en distintos genes del metabolismo
esfingoideo como acd5, acd11, erhl, gonstl, iputl y gmtl desarrollan HR
espontanea relacionada con la acumulacion de SA entre 1.5y 200 veces, asi como
expresion constitutiva de genes de defensa. Ademas, algunas de las mutantes
presentan alteraciones en la respuesta de defensa contra patégenos como la
bacteria Pseudomonas syringae, y el hongo Botrytis cinerea.

Wang et al,, 2008
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B.5. Importancia de los esfingolipidos en la respuesta de defensa contra patégenos.

La participacion de los esfingolipidos en la respuesta inmune de las plantas fue revelada
por diversos estudios realizados con micotoxinas analogas a la esfinganina (SAMs), la
fumonisina B1 (FB1) y la toxina AAL (Fig. 8a). Las SAMs inhiben a la ceramida sintasa (Fig. 6) y
causan rapidamente (en horas) elevacién de LCBs induciendo PCD (Abbas et al., 1994). Las SAMs
son producidas por hongos productores de toxinas hospedero selectivas. La FB1 es producida
por Fusarium verticillioides, un importante patogeno del maiz que causa varias enfermedades
que afectan distintas etapas del desarrollo de la planta (Fig. 8b), y que ademas es toxica para
animales y humanos (Sanchez-Rangel & Plasencia, 2010). La toxina AAL es producida por el
hongo necrétrofo Alternaria alternata f. sp. lycopersici y causa cancer de tallo en jitomate (Fig.
8c) provocando importantes pérdidas econdmicas (Grogan et al., 1975). La patogenicidad de A.
alternata f. sp. lycopersici depende de la produccién de toxina AAL, dado que mutantes
deficientes en la biosintesis de la toxina no colonizan ni causan sintomas de infeccion en
cultivos susceptibles (Akamatsu et al., 1997). La resistencia a A. alternata f. sp. lycopersici y a la
toxina AAL es controlada por el gen Asc (Alternaria stem canker; Gilchrist & Grogan, 1976). El
analisis cuantitativo de LCBs demostrd que el genotipo de jitomate resistente Asc/Asc acumula
la mitad de los niveles de esfinganina y fitoesfingosina en comparacion con el genotipo
susceptible asc/asc (Abbas et al., 1994). Los sintomas de muerte causados por la toxina AAL
pueden suprimirse por aplicacion de miriocina, un potente inhibidor de la SPT que reduce la

acumulacion de LCBs (Spassieva et al., 2002).

Comparada con la toxina AAL, la FB1 ha sido mas utilizada para analizar la PCD debida a la
perturbacién del metabolismo esfingoideo y la activacion de la respuesta de defensa en las
plantas. La PCD inducida por la FB1 en Arabidopsis se asocia con generacién de EROS,
deposicién de compuestos fendlicos y calosa, acumulacién de fitoalexinas y expresion de genes
PR (Stone et al., 2000). Ademas, la PCD inducida por FB1 requiere de las vias de sefia lizacion
dependientes de las fitohormonas SA, JA 'y ET (Asai et al, 2000). La FB1 también induce
acumulacion de LCBPs (Markham et al., 2011; Saucedo-Garcia et al, 2011) que ayudan a

suprimir la PCD y la generacién de EROS (Shi et al., 2007).
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OH OH OH

Figura 8. a) Estructura de micotoxinas analogas a la esfinganina (SAMs) que inhiben la
biosintesis de novo de los esfingolipidos e inducen PCD. b) Planta de maiz infectada por
Fusarium verticillioides. c) Infeccion de plantas de jitomate por Alternaria alternata. Las
fotografias fueron tomadas de https://agronomag.com y www.omafra.gov.on.ca

En interacciones planta-patdgeno se ha encontrado que las plantas de Arabidopsis
inoculadas con Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) acumulan rapidamente fitoesfingosina
desde la primera hora posterior a la inoculacién (hpi) tanto con la cepa virulenta como con la
avirulenta. Sin embargo, solo las hojas inoculadas con ésta uUltima mantienen una acumulacion
sostenida de fitoesfingosina durante 24 h, que corresponde con la manifestacion de HR desde
las 8 a las 15 horas post-inoculacion (Peer et al., 2010). Al parecer la fitoesfingosina es un
regulador positivo de la HR, pero se desconoce como la percepcidn del patdgeno induce su
acumulacion.

Por otro lado, la expresion de la subunidad LCB2 de la SPT se incrementa en plantas de
papa ante la infeccion por el hongo Phytophthora infestans (Birch et al., 1999), asi como en N.
benthamiana por la bacteria Pseudomonas cichorii (Takahashi et al. 2009b). Ademas, la
resistencia de N. benthamiana contra P. cichorii se compromete por el silenciamiento de los

genes NbLCBT o NbLCB2 de la SPT, asi como por su inhibicion con miriocina (Takahashi et al.,
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2009b). Estos resultados indican que la biosintesis de novo de los esfingolipidos se requiere
para la activacion de la respuesta de defensa de las plantas. Interesantemente, plantas
transgénicas de Arabidopsis que sobreexpresan la subunidad LCB2 de arroz tienen acumulacion
de LCBs y ceramidas, asi como de calosa y deposicion de ceras, mayor expresion de genes de
defensa inducidos por SA, represion de genes dependientes de JA 'y se inhibe la infestacién por
insectos (Begum et al., 2016).

Otra evidencia de la participacion de los esfingolipidos en la respuesta de defensa de las
plantas es el impacto que tienen en la via del SA. Como se indica en la Tabla 1, numerosas
mutantes de Arabidopsis afectadas en el metabolismo esfingoideo presentan ademas de PCD
espontanea, acumulacion de SA y expresion constitutiva de genes de defensa. La mayoria de
las mutaciones (acd5, acd11, erhl, gonstl e iputl) afectan el metabolismo de ceramidas
provocando su acumulacion (Bi et al., 2014; Simanshu et al.,, 2014; Wang et al., 2008; Tartaglio
et al, 2017). Asimismo, la sobreexpresion de las ceramidas sintasas también provoca
acumulacion de SA. Las plantas que sobreexpresan a LOH1 o LOH3 presentan niveles de SA 3
veces mas altos que las silvestres sin desarrollar PCD espontanea, mientras que la
sobreexpresion de LOH2 incrementa 16 veces la acumulacion de SA, reduce el crecimiento e
induce PCD y expresion de genes de defensa (Luttgeharm et al,, 2015a).

Ademas de LCBs y ceramidas, los esfingolipidos mas complejos (GIPCs y GlcCers) también
son relevantes en la respuesta de defensa dado que en la membrana plasmatica se inicia la
transduccion de sefiales. Las GIPCs de plantas eudicotiledoneas actian como receptores de
citolisinas NLP (necrosis and ethylene-inducing peptide 1-like protein) que son producidas por
patdgenos de plantas bacterianos, fungicos y oomicetos. El residuo de azucar de la GIPC esta
expuesto en la superficie de la membrana plasmatica y es por tanto accesible a la unién de NLP.
Si la GIPC tiene solo dos hexosas (como en las eudicotileddneas), la NLP se une y causa lisis. En
monocotileddneas la presencia de una tercera unidad de hexosa impide la insercion de NLP a
la membrana plasmatica, por lo que no desarrollan lesiones necréticas. Aunque se ha
demostrado la importancia de las GIPCs en la respuesta de defensa de las plantas contra
patdgenos, aun se desconocen los eventos moleculares posteriores a este reconocimiento

(Lenarcic et al., 2017).
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Finalmente, los esfingolipidos fosforilados también son relevantes en la respuesta inmune
de las plantas. La mutante de Arabidopsis acd5 carente de actividad ceramida cinasa (CerK) y
gue acumula ceramidas, es mas susceptible al hongo necroétrofo Botrytis cinerea (Bi et al., 2014).
Por otro lado, la mutante [cbpl afectada en la liasa de LCBPs es mas tolerante al mismo hongo,
pero susceptible a la bacteria hemibiotrofa Pseudomonas syringae (Magnin-Robert et al., 2015),
denotando la importancia del balance entre LCBs y ceramidas y sus derivados fosforilados en
las interacciones planta-patdgeno para iniciar la cascada de sefalizacion de la respuesta de

defensa.

II. ANTECEDENTES

En el grupo de investigacion se ha estudiado la respuesta de las plantas de maiz ante la
infeccion por el hongo Fusarium verticillioides. Este hongo es productor de una gran variedad
de toxinas, entre ellas las fumonisinas, que se caracterizan por poseer una estructura quimica
analoga a las bases esfingoideas (o bases de cadena larga, LCBs). Debido a esa similitud uno
de sus mecanismos de accién molecular incide en la biosintesis de novo de los esfingolipidos.
En particular, la fumonisina B1 (FB1) es un potente inhibidor de la esfinganina-N-acil-
transferasa, enzima que cataliza la sintesis de ceramidas, por lo que interrumpe la biosintesis
de esfingolipidos complejos y provoca acumulacién de LCBs libres no sélo en maiz (Rivas-San
Vicente, 2001), sino también en diversas especies vegetales incluyendo a Arabidopsis thaliana

(Abbas et al., 1994; Saucedo-Garcia et al.,, 2011).

La FB1 provoca muerte celular asociada a la pérdida en la integridad del DNA gendmico
(Alcantara-Sanchez, 1998), y a la activacion de nucleasas especificas (De la Torre-Hernandez et
al, 2010). Sin embargo, también activa una serie de respuestas de defensa como la expresion
de genes asociados con la patogénesis (San Juan, 2001), acumulacién de SA, (Rivas-San Vicente,
2004), la activacion de una B-1,3-glucanasa acida que hidroliza la pared celular del hongo, asi

como la inhibicion de dos isoformas basicas (Sanchez-Rangel, 2012).

El SA es una de las moléculas de sefalizacion mas relevantes en la respuesta de defensa

(Vlot et al.,, 2009; Verma et al., 2016). En los embriones de maiz en germinacion la FB1 (10 uM)
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provocd que los niveles de SA libre se duplicaran a las 36 horas y se observo un efecto dosis-
respuesta cuando se probaron concentraciones mayores de la toxina. Para determinar si la
acumulacion de SA inducida por la FB1 era debida al incremento de LCBs (también provocado
por la toxina) se germinaron embriones en presencia de esfinganina o fitoesfingosina (10 uM).
Ambas causaron incremento de los niveles de SA; la esfinganina provocé un incremento de 4 a
6 veces en 16 horas, mientras que la fitoesfingosina triplico los niveles de SA a las 24 horas
(Rivas San Vicente, 2004). Ademas, una ceramida-C6 provocd el mismo efecto que la

fitoesfingosina en los niveles de SA de embriones en germinacién (Rivas San Vicente, 2004).

Se ha propuesto que el balance entre los compuestos esfingoideos bioactivos (bases
esfingoideas y ceramida) y sus derivados fosforilados modulan la respuesta de defensa y
muerte celular en plantas (Berkey et al., 2012; Huby et al., 2019). Ademas de las LCBs, las
ceramidas también pueden inducir muerte celular pues el tratamiento de protoplastos de
Arabidopsis con ceramida-C2 indujo fragmentacion nuclear caracteristica de células
apoptoticas. El derivado fosforilado (ceramida-C2-1-POs) bloqued parcialmente la induccion de
muerte celular por la ceramida-C2, lo cual sugiere que la ceramida modificada diferencialmente

tiene distintas actividades biologicas (Liang et al., 2003).

Por otro lado, distintas mutantes de Arabidopsis afectadas en genes del metabolismo
esfingoideo (acd5, acd11, erh1, gonstl, gmtl, iputl) presentan ademas de muerte celular
espontantea, acumulacion de SA (entre 3 y 200 veces mas que el ecotipo silvestre) y expresion

constitutiva de genes de defensa (Sanchez-Rangel et al., 2015).

Dada la asociacién entre esfingolipidos, SA y muerte celular en las plantas,
consideramos que esto podria ser aprovechado por hongos productores de micotoxinas
analogas a la esfinganina (SAM) para favorecer su establecimiento y proliferacion en el
hospedero. Por tanto, para profundizar en el papel que tienen los esfingolipidos en la respuesta
inmune contra hongos necrotrofos productores de SAMs, interrumpimos la biosintesis de novo
de esfingolipidos en Nicotiana benthamiana por silenciamiento génico inducido por virus
(VIGS) de la serina palmitoil transferasa (SPT) y analizamos el fenotipo y la respuesta de defensa

de las plantas silenciadas contra el hongo Alternaria alternata f. sp. lycopersici.
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IIl. HIPOTESIS.

Dado que las bases esfingoideas son compuestos que tienen funciones de sefializacién en
células vegetales, la alteracidon del metabolismo de esfingolipidos repercutira en la respuesta
de defensa de las plantas contra patdégenos necrétrofos.

La interrupcidon de la biosintesis de esfingolipidos en Nicotiana benthamiana por el
silenciamiento génico inducido por virus (VIGS) de la SPT modificara su contenido de LCBs
afectando la via de sefalizacion mediada por acido salicilico (SA) y comprometera la respuesta

de defensa contra patogenos necrétrofos.

IV. OBJETIVOS.

Objetivo general:
Evaluar el efecto de la alteracion de los niveles de bases esfingoideas en Nicotiana benthamiana

sobre la respuesta de defensa contra un hongo necrotrofo.

Objetivos particulares:

1. Clonar el cDNA total o parcial de la de la subunidad LCB2 de la SPT de N. benthamiana.

2. Silenciar transitoriamente la expresion de la subunidad LCB2 de la SPT en plantas de N.

benthamiana por VIGS.

3. Analizar el efecto del silenciamiento de la SPT en la composicion de LCBs esfinganina,

esfingosina y fitoesfingosina en tejidos de N. benthamiana.
4. Determinar el efecto del silenciamiento de la SPT sobre la via de sefializacidon del SA.

5. Evaluar el efecto del silenciamiento de la SPT en la interaccion entre N. benthamiana y

hongos necrétrofos.
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V. MATERIALES Y METODOS.

Condiciones de crecimiento de Nicotiana benthamiana.

Las semillas de N. benthamiana fueron proporcionadas por el Dr. Arturo Guevara Garcia
(IBT, UNAM). Las plantas se cultivaron en macetas de plastico que contenian una mezcla del
sustrato Sunshine Mix 4 y vermiculita (2:1), mantenidas en el invernadero a una temperatura de

25°C bajo fotoperiodo natural.

Para el tratamiento de plantulas de N. benthamiana con FB1, esfinganina o SA, las semillas
silvestres de N. benthamiana se desinfectaron en una solucion de hipoclorito de sodio al 2.5%
que contenia 0.05% de Tween20, agitando vigorosamente durante 2 min y posteriormente se
enjuagaron 3 veces con agua estéril. Las semillas desinfectadas se colocaron sobre un papel
filtro estéril y después se distribuyeron en cajas de Petri con medio GB-5 suplementado con
0.75% de sacarosa y 0.8% de agar. Las semillas se germinaron y crecieron durante 10 dias en
una camara de crecimiento Lab-Line (Mod. Biotronette) a 22°C bajo un fotoperiodo de 8 h de
luz y 16 h en oscuridad (lampara GE, 80 pmol m™ s™"). Las plantulas se transfirieron a medio
nuevo suplementado con FB1 (5 uM), esfinganina (25 uM) o SA (0.5 mM). Las plantulas control
se transfirieron a medio GB5 con metanol al 0.1% o etanol al 0.05%, solventes que se emplearon
para la preparacion de soluciones estandar de SA y esfinganina, respectivamente. Previamente
realizaron ensayos dosis-respuesta con diversas concentraciones de FB1 y esfinganina (1 a 25
uM) y se seleccionaron las que causaron un efecto significativo en la disminucidén de la
elongacion radicular. Las plantulas se mantuvieron en las condiciones antes descritas durante
24 y 48 horas, se colectaron las hojas e inmediatamente se congelaron en nitrégeno liquido

para la extraccion de RNA.

Reactivos.

La FB1, las LCBs (fitoesfingosina, esfinganina, y esfingosina), y el SA se adquirieron en

Sigma. Las soluciones stock de estos reactivos se prepararon de la siguiente manera: una

51



solucion de FB1 1 mM en agua estéril; para cada LCB un stock 50 mM en etanol absoluto, y el

stock de SA 125 mM en metanol al 50%.

Para el andlisis por HPLC se utilizaron solventes grado HPLC (J.T. Baker), y naftaleno-2,3-
dicarboxialdehido (NDA; Fluka) como agente derivatizante. Se prepard una solucion de NDA 20
mM en acetonitrilo. Todas las soluciones stock se protegieron de la luz y se almacenaron a -

20°C, excepto la solucién de FB1 en refrigeracion (4°C).

Extraccion de RNA total.

Para la extraccion y manejo del RNA total el material se esterilizé durante 1 h en autoclave
y los reactivos se prepararon con H,O-DEPC estéril. Se colectaron 200 mg de discos de hojas
con un sacabocados e inmediatamente se congelaron en un mortero con nitrogeno liquido
para pulverizarlos. Se afadié 1 mL de TRIzol™ (Invitrogen) y la muestra se transfirid con una
espatula a un tubo eppendorf, después se incubd a temperatura ambiente durante 2.5 min. El
tubo se centrifugd a 13,400 rpm en una microfuga (Minispin eppendorf) durante 10 min a 4°C.
El sobrenadante se transfiri6 a un tubo eppendorf limpio, se le afadieron 200 uL de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1, Sigma), se agitd vigorosamente y se incubo a
temperatura ambiente durante 10 min. El tubo se centrifugd nuevamente a 13,400 rpm durante
10 min a 4°C. La fase acuosa se transfirid a un tubo nuevo, el RNA se precipité por adicidon de
500 pL de isopropanol frio y se incub6 a temperatura ambiente durante 10 min. El tubo se
centrifugo a 13,400 rpm durante 10 min a 4°C y el sobrenadante se elimin6 por decantacion. El
boton de RNA se lavo con 1 mL de etanol al 70% frio (preparado con H,O-DEPC), se centrifugo
a 6,400 rpm durante 5 min a 4°C para compactar nuevamente al botdn y el sobrenadante se
elimind por decantacion. El boton se resuspendié en 500 ulL de H,O-DEPC, se agregaron 167
uL de cloruro de litio (8 M) y se incubd a 4°C durante toda la noche. Se centrifugd a 13,400 rpm
durante 10 min a 4°C y se eliminé el sobrenadante por decantacion. Posteriormente el RNA
total se resuspendi6 en 100 pL de H,O-DEPC, se le agregaron 10 ulL de acetato de sodio3 My

200 pL de etanol frio para después incubar a -70°C durante toda la noche. Se centrifugo a

52



13,400 rpm durante 10 min a 4°C, se elimind el sobrenadante y finalmente se resuspendié el

RNA en 100 pL de H,O-DEPC.

El RNA extraido se cuantificd por espectrofotometria determinando la absorbancia de una

dilucion 1:100 a una A de 260 nm.

(LgRNA total/UL) =AbS260nm (40 ng/ul) (Factor de dilucion) (1 mL)
1 DO 1000uL

La integridad del RNA se confirmo por electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1%
con bromuro de etidio (0.5ug/mL) utilizando como amortiguador TAE 1X. El RNA tefido se

visualizd en un transiluminador de luz UV Hoefer Sicentific Instruments modelo UVTM-10.

Transcripcion reversa (RT) y amplificacion del cDNA por PCR.

Se empled 1 ug de RNA total como molde para sintetizar a los cDNAs con 1 uL de oligo
dT (500 pg/ul) y la transcriptasa reversa ImProm-II™ (Promega). En un tubo eppendorf de 0.5
mL estéril se mezclo el RNA total con el oligo dT y H,0-DEPC en un volumen total de 5 L. El
RNA se linearizé a 70°C durante 5 min e inmediatamente se enfrid en hielo durante 5 min.
Después se afiadieron 10 uL de la mezcla de reaccion (4 uL buffer ImProm-1I™ 5X, 2.4 uL MgCl»
25 mM, 1 uL dNTPs 10 mM, 1 L transcriptasa reversa ImProm-II™, 1.6 uL H,0-DEPC), se incub6
a 25°C durante 5 min para el alineamiento y posteriormente a 42°C durante 1 h para la
transcripcidn reversa. La enzima se inactivd por calentamiento a 70°C durante 15 min y los

cDNAs se almacenaron a -20°C.

Las reacciones de PCR se prepararon con 1 uL de cDNA en un volumen total de 15 pL
utilizando GoTaq® DNA polimerasa (Promega). La composicion de la mezcla de reaccién fue:
buffer GoTag® 1X (MgCl, 1.5 mM), dNTPs 0.2 mM, primer Fw 0.2 uM, primer Rv 0.2 uM y
GoTaq® DNA polimerasa 1 u. Las condiciones de amplificaciones fueron las siguientes: 1 ciclo
de desnaturalizaciéon a 94°C durante 3 min, seguido por 30 ciclos de amplificacion del
fragmento con desnaturalizacion a 94°C durante 15 seg, alineamiento de cebadores a 58°C por
40 seg y extension a 72°C por 40 seg. Finalmente se realizé un ciclo de extensién a 72°C por 5

min. Las reacciones se hicieron en un termociclador marca Applied Biosystems, modelo
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GeneAmp9700. Los productos de PCR se mantuvieron a 4°C y después se separaron en geles
de agarosa al 1.5% tefiidos con bromuro de etidio (0.5pug/mL) utilizando como amortiguador

TAE 1X.

Para los ensayos de RT-PCR semi-cuantitativo el RNA total se calibr6 por
espectrofotometria y en geles de agarosa al 1% por la banda de RNAr 18S. Para comparar los
niveles de transcritos se realizaron analisis sistematicos de concentraciones de cebadores (0.1
a 0.3 uM) y nimero de ciclos de amplificacion (22 a 32). Los niveles del transcrito NbEF1a se
usaron para la normalizacion permitiendo el analisis reproducible de varios transcritos dentro
de 3 0 4 réplicas realizadas. Los cebadores especificos para cada gen analizado se encuentran
en el Anexo A. El analisis densitométrico de los fragmentos generados por PCR fueron

cuantificados con el software Quantity One (Bio-Rad).

Clonacion de NbLCB?2 en el vector viral pTV00.

Para realizar el VIGS de NbLCBZ se eligié a un vector viral derivado del virus TRV (virus
sonajero del N. tabacum) que tiene un genoma bipartito de RNA de cadena sencilla, RNA1
(6971 nt) y RNA2 (3855 nt), encapsidado en particulas diferentes. Es capaz de invadir a todas
las células vegetales, incluyendo a los puntos en crecimiento, con la ventaja de no provocar los

sintomas de infeccion viral (Ratcliff et al., 2001).

El vector TRV fue proporcionado por el Dr. David Baulcombe del laboratorio Sainsbury
(Norwich, Inglaterra, http://www.tsl.ac.uk). El sistema comprende dos plasmidos Ti que se
propagan por separado en A. tumefaciens (Fig. 9). La construccién que contiene al RNA1 se
denomina pBINTRAG6 y posee al cDNA completo de la RNA polimerasa dependiente de RNA
(RdRp) y de la proteina de movimiento viral (Mp). El vector pTV00 codifica al RNA2 y posee al
sitio de clonacién multiple (MCS) para la insercion de la secuencia no viral (Ratcliff et al., 2001;

Lu et al,, 2003).

Se amplificd por PCR un fragmento de 1069 pb del cDNA sintetizado a partir de RNA total
extraido de hojas de N. benthamiana) utilizando los cebadores LCB2_602 Fw y LCB2_256 Rv

(Anexo A). El producto de PCR se separ6 por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% y pos-
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Spel, BamHI, Smal, Xmal, Hindlll,

w { BspDl, Clal, Accl, Apal and Kpnl.
Vector pTV00 Lb 5T { [TEH NPT

(5589 pb) Kan® (50 pg/mL)
PBINTRAG
("'20 kb) Lb E | RdRp [NIA1| [IMpil6K Rb

KanR (50 pg/mL)

pCH32 G [ vire1 | [ virE2 ] Tet

TetR (5 ng/imL)

Figura 9. Organizacion de los plasmidos de transformacion binarios pBINTRA6 y pTV0O. El
plasmido pTVOO se deriva del RNA2 de TRV y contiene al sitio de clonacién multiple (MCS). El
cDNA se inserta entre los bordes izquierdo (LB) y derecho (Rb) de T-DNA, y entre el promotor
CaMV 35S y el terminador transcripcional (T). El plasmido pBINTRA6 contiene una clona de
cDNA del RNA1 de TRV. Los marcos abiertos de lectura corresponden a la RNA polimerasa
dependiente de RNA (RdRp), proteina de movimiento (Mp), proteina de la capside (Cp) y a la
proteina 16K. El plasmido ayudador pCH32 contiene genes de virulencia (vir) de A. tumefaciens
requeridos para la transferencia de fragmentos grandes de DNA (Modificada de Ratcliff et al.,
2001).

teriormente se purificd con el kit QIAquick® Gel extraction (QIAGEN). EI DNA purificado se
cloné en el vector pGEM®-T Easy (Promega) y se reamplificé un fragmento de 602 pb
correspondiente a la region N-terminal de LCB2, utilizando los cebadores adaptadores LCB2-
BamHI y LCB2-Hindlll (Anexo A). El producto de PCR se tratd con las enzimas de restriccion
BamHI y Hindlll, se purifico de un gel de agarosa y se usd en reacciones de ligacion
independientes con la DNA ligasa T4 para insertarlo en el vector pTRV0O y en el plasmido
pUC19. Los productos de estas reacciones se emplearon para transformar células competentes
de E. coli DH5a por choque térmico (42°C/45 seq). Las colonias transformantes se seleccionaron
con el antibiético correspondiente (50 pg/mL; kanamicina para pTRV y amplicilina para pUC19).
La construccion en el vector pTRV (nombrada pTRVSPT) se empleo para VIGS como se describe
mas adelante y el plasmido pUC19 para secuenciar el inserto. A partir de las colonias
transformantes crecidas en medio LB con los respectivos antibidticos de seleccion se aislaron
los DNA plasmidicos con el kit QlAprep® miniprep (QIAGEN). La presencia del inserto se

corroboré por PCR con los cebadores LCB2_602. Adicionalmente, la secuencia del plasmido
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pTRV:SPT (Anexo C) se corrobor6 en la Unidad de Secuenciacién de Instituto de Fisiologia

Celular con el cebador TRV-Fw (Anexo A).

Posteriormente se transformaron células competentes de Agrobacterium tumefaciens (cepa
C58C1 que contenian al plasmido ayudador pCH32, Fig. 9) con 5 pg del plasmido pTRVSPT por
electroporacion (300 V/6 uF). Los cultivos de A. tumefaciens con las construcciones pBINTRAS,

pTRVOO, o pTRVSPT se almacenaron en glicerol al 10% a -70°C.

Silenciamiento génico inducido por virus (VIGS) de NbLCB2.

Se prepararon 15 mL de medio nutritivo (Anexo B) con los antibidticos de seleccion
kanamicina 50 ug/mL y tetraciclina 5 ng/mL (MN/kan/tet) en un matraz de 50 mL estéril.
Después se transfirieron 3 mL a 4 tubos de cultivo estériles. Uno se usé como testigo y los otros
3 tubos previamente etiquetados se inocularon con 200 uL de las cepas de A. tumefaciens
pBINTRA6, pTRV:00 y pTRV:SPT almacenadas con glicerol al 10% y a -70°C. Se incubd a

temperatura ambiente durante 16 h con agitacién constante.

Posteriormente se prepararon 50 mL de MN/kan/tet/acetosiringona 20 uM en un matraz
de 125 mL estéril y se transfirieron 15 mL a matraces de 50 mL con tapdn de rosca estériles.
Nuevamente uno se us6 como testigo y los otros 3 matraces previamente etiquetados se
inocularon con 500 pL del cultivo iniciador. Los matraces se protegieron de la luz y se incubaron

a temperatura ambiente con agitacion constante durante 12 h.

Los cultivos se transfirieron por decantacion a tubos Corning de 50 mL para separar por
decantacién al precipitado. Después se determiné la densidad éptica (DO) de cada cultivo a
una A=600 nm utilizando el MN/kan/tet/acetosiringona como blanco. La DO®*® apropiada para
la agroinfeccion es de 0.6 a 0.8. Se transfirieron de 10 a 12 mL de cada uno de los cultivos a
tubos Corex estériles previamente etiquetados con una micropipeta de 5 mL con puntas
estériles y se centrifugaron a 8000 rpm durante 10 min a 4°C (centrifuga Jouan MR1812).
Mientras transcurrid el tiempo de centrifugacion se prepararon 100 mL de buffer de
agroinfiltracion con agua estéril (MgCl, 10 mM/MES 10 mM pH 5.8/acetosiringona 200

uM/sacarosa 2%), y se mantuvo a temperatura ambiente protegido de la luz. Para cosechar las
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células de A. tumefaciens se decanté el medio de cultivo en un vaso de precipitados y cada
boton se resuspendié en 10 mL de buffer de agroinfiltracion. La suspension se centrifugd
nuevamente bajo las mismas condiciones y las células se lavaron por Ultima vez con 5 mL de
buffer de agroinfiltracién. Por ultimo, las células de cada cultivo se resuspendieron en
volimenes previamente calculados de buffer de agroinfiltracidn para una DO®® de 1.5. Las

células se incubaron durante 3 horas bajo agitacion suave y en oscuridad.

Para la agroinfiltracion se prepararon en tubos Corning de 15 mL estériles dos mezclas con
los cultivos de A. tumefaciens, en un tubo se mezclaron las suspensiones pBINTRA y pTRVO0O, y
en el segundo pBINTRA y pTRVSPT en proporcion 1:1 (v/v). Por ultimo, de cada mezcla se
infiltraron 150 ul repartidos en 3 hojas de plantas de N. benthamiana de 4 a 5 semanas (4 a 5
hojas), utilizando jeringas de insulina sin aguja. Con cada mezcla se infiltraron
aproximadamente de 15 a 20 plantas y el fenotipo causado por TRVSPT se observé a los 20
dias posteriores a la agroinfiltracion. El silenciamento se confirmé por RT-PCR semi-cuantitativo
utilizando dos diferentes sets de cebadores: LCB2_1069 y LCB2_256 (Anexo A). La replicacion
viral y la infeccion sistémica se analizaron utilizando los cebadores TRV_Cp y TRV_Mp, dirigidos

a los transcritos de las proteinas de la capside y de movimiento del virus TRV.

Extraccion de esfingolipidos y cuantificacion de LCBs totales.

Las LCBs totales se extrajeron a partir de hojas de plantas TRV y TRVSPT de acuerdo al
protocolo descrito por Markham et al. (2006), afadiendo 1 nmol de esfingosina C20 (d20:1)
como estandar interno a cada muestra. Se colectaron con un sacabocados de 15 a 20 discos de
diferentes hojas por planta para obtener una muestra representativa. Se pesaron
aproximadamente 500 mg de tejido y se congelaron inmediatamente en nitrogeno liquido para
su pulverizacién en un mortero. El tejido se transfirio a un tubo de ensayo con tapén de rosca
y se afiadio 1 mL de dioxano, 1 mL de hidréxido de bario (Ba(OH),.8H0) al 10%, y 1 nmol de
esfingosina C20. Se mezcldé en el vértex y los esfingolipidos se hidrolizaron durante 16 h a
110°C. Posteriormente se afiadieron 2 mL de (NH4),SO4 al 2% para precipitar los iones Ba** (y

evitar la formacién de precipitado durante la reaccién de derivatizacion de las LCBs para su
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deteccion por HPLC). Las LCBs liberadas se extrajeron con 2 mL de dietiléter y las fases se
separaron por centrifugacion a 3000 rpm durante 15 min en una centrifuga Beckman GS-6R. La
fase organica se transfirié a un tubo de vidrio limpio y se repitié la extraccion con dietiléter. El
segundo extracto se combind con el primero y el solvente se evaporé bajo una corriente de
nitrogeno. Todos los extractos se resuspendieron en 200 uplL de etanol absoluto y se

almacenaron a -20°C.

Para la cuantificacion de LCBs se transfiridé una alicuota de 20 ulL de los extractos a un tubo
eppendorf para acoplarlas al NDA por adicion de las siguientes soluciones: 140 ulL de buffer de
tetraborato de sodio 25 mM, 30 uL de KCN 2.5 mM y 10 uL de NDA 2.5 mM. El tubo se selld
con parafilm y se calent6 a 60°C durante 20 min. El equipo de HPLC marca Shimadzu consistio
en una bomba mod. LC-10ADVP, detector de fluorescencia mod. RF-10AXL y un integrador
mod. CR5A. Las LCBs acopladas a NDA se separaron por HPLC en fase reversa por elucidon
isocractica en una columna SUPELCO C18 (15 cm x 4.6 mm, 5 um), usando acetonitrilo:agua
(94:6 v/v) como fase movil a un flujo de 1.2 mL/min. Los derivados fluorescentes se detectaron
a una Aexc=419 y Aemision=493 nm. La cuantificacion de LCBs se hizo considerando la
recuperacion del estandar interno d20:1. También fue necesario analizar dos diluciones distintas
de las BCLs acopladas al NDA. Para cuantificar a la fitoesfingosina (t18:0) se inyectd una dilucidn
1:70 equivalente a 9.5 ug de tejido, mientras que la esfinganina (d18:0) y esfingosina (d18:1) se
cuantificaron en una dilucion menor equivalente a 44 ug de tejido. Las curvas de calibracion se

prepararon de 10 a 100 fmol, y para d20:1 de 100 a 500 fmol.

Extraccion de SA y cuantificacion por HPLC.

El SA se extrajo a partir de hojas siguiendo el método descrito por Meuwly y Métraux (1993)

utilizando 300 ng de acido o-anisico (0-ANI) como estandar interno.

Se tomaron aproximadamente 500 mg por muestra, se congelaron inmediatamente en
nitrégeno liquido para pulverizarlos en un mortero, y se transfirieron a tubos de vidrio con
tapon de rosca para afadirles 3 mL de metanol al 90%. Se sonico en un bafio L&R (Ultrasonic

T14B) durante 10 min a frecuencia fija y después se centrifugd a 3600 rpm durante 15 min en
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una centrifuga Beckman GS-6R. Los sobrenadantes se transfirieron a tubos limpios y el pellet
se resuspendio en 2 mL de metanol al 100%. Nuevamente se sonico y centrifugd bajo las
condiciones anteriores y el sobrenadante se combind con el primero. El solvente se evaporé
bajo una corriente de nitrdgeno y posteriormente los extractos se redisolvieron en 2.5 mL de
acido tricloroacético al 5%. Las muestras se sonicaron durante 5 min a frecuencia fija y después
se centrifugaron a 4000 rpm durante 10 min. Los sobrenadantes se transfirieron a tubos limpios
para extraer al SA libre con la mezcla ciclopentano:acetato de etilo 1:1 (v/v), agitando
suavemente durante 15 min. Las muestras se centrifugaron a 3600 rpm durante 10 min para
separar las fases y la fase organica se transfirio a tubos limpios. Se realiz6 una segunda
extraccion de la fase acuosa con la misma mezcla de solventes, después se centrifugo
nuevamente y se recupero la fase organica para combinarla con la de la primera extraccion.
Posteriormente los solventes se evaporaron bajo una corriente de nitrdgeno y los extractos de

SA libre se disolvieron en 400 uL de metanol.

El SA conjugado se extrajo de la fase acuosa remanente. Para ello se hidrolizé con HCI
concentrado a una concentracién final 4 N. Se incubd a 80°C durante una hora y la extraccion
se realizé con la mezcla ciclopentano:acetato de etilo 1:1 (v/v) bajo las mismas condiciones que

el SA libre.

El analisis por HPLC se realiz6 con el equipo descrito anteriormente, estableciendo la A de
excitacion en 305 nmy la A de emisién en 405 nm para el SA, y para el 0o-ANI en 305y 365 nm.
Las diluciones de los extractos de SA libre y conjugado se prepararon en fase mévil (metanol
40% y 60% agua acidificada con 4% de acido acético) en un volumen total de 250 uL y se
resolvieron por elucién isocratica a un flujo de 1.2 mL/min. Bajo estas condiciones el SA eluyd
a los 10 min y el o-ANI a los 5 min. El porcentaje de recuperacion del o-ANI fue del 46 al 74%
y los valores de SA se ajustaron de acuerdo a las pérdidas durante la extracciéon. La curva de

calibracién se preparé de 100 a 500 pg.

Los datos experimentales se expresaron como la media + error estdndar de tres
experimentos independientes en los que se cuantificaron 5 réplicas biologicas. Los datos se
analizaron con el modelo general lineal de varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey para

determinar la significancia estadistica al p<0.05 y 0.01, usando el software Statistix™.
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Aislamiento de Alternaria sp. e identificacion.

Alternaria sp. se aisldé a partir de hojas de plantas TRVSPT que mostraron sintomas de
infeccion. Las hojas infectadas se colocaron en agar papa-dextrosa (PDA) y se incubaron
durante 5 dias a temperatura ambiente bajo luz blanca fluorescente. Las colonias se
transfirieron con un asa estéril al centro de una caja Petri con agar PDA y se incubaron bajo las
mismas condiciones durante 7 dias. Posteriormente se obtuvo un cultivo monospérico para
tener un cultivo puro. Se prepard una suspension de esporas transfiriendo una asada del cultivo
en agar PDA a un tubo de ensayo con 10 mL de agua desionizada estéril y se agito
vigorosamente. De esta suspension se transfirieron 50 ul al centro de una caja Petri con agar
PDA y se incub6 a temperatura ambiente bajo luz blanca fluorescente durante 1 a 3 dias.
Después se seleccionaron, bajo el microscopio estereoscépico, conidios individuales
germinando y se transfirieron a cajas con agar PDA, que se incubaron durante 7 a 10 dias bajo
las condiciones descritas anteriormente. La cepa aislada se nombré A2SS y su identificacion se
basd en sus caracteristicas macro- y microscopicas. Las preparaciones se observaron en un
microscopio Olympus modelo CH30. Adicionalmente se confirmé su identidad por la
secuenciacion de su region espaciadora intergénica transcribible (ITS) localizada entre los genes
de RNAr 18S y 28S. A partir de un cultivo de 10 dias se prepard una suspension de conidias y
micelio para extraer al DNA con DNAzol® (Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones del
proveedor. La secuencia ITS se amplificd con los cebadores universales ITS4 e ITS5 (White et al.
1990), y el producto de 600 pb se analizé y purifico de un gel de agarosa al 1.5% para su

secuenciacion.

Inoculacion de tejidos de N. benthamiana con Alternaria sp.

Las cepas de Alternaria (A2SS, A. brassicicola y A. alternata f. sp. lycopersici) se cultivaron
en agar PDA durante 2 a 3 semanas a temperatura ambiente bajo luz blanca fluorescente. Las
conidias se colectaron adicionando 5 mL de agua desionizada estéril al cultivo y agitando
durante 20 min. La suspension se colecto y distribuyd en 5 tubos eppendorf de 1.5 mL estériles

para centrifugar a 13000 rpm durante 15 min. El sobrenadante se elimind y las conidias se
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resuspendieron en 200 uL de agua estéril para después combinarse en un solo tubo. El conteo
de conidias se realizd en la camara de Neubauer y se hicieron diluciones para ajustar la

concentraciéon a 1x10° conidias/mL.

Se colectaron hojas o fragmentos de tallo de 2 ¢cm de longitud de plantas de N.
benthamiana TRV y TRVSPT, y se colocaron en cajas de Petri de vidrio esterilizadas con un papel
filtro en su interior que se humedeci6 con agua estéril. Los tejidos se inocularon con 10 ul de
la suspensién de conidias y a los controles se les aplico el mismo volumen de agua estéril.
Posteriormente las cajas se sellaron con parafilm y se incubaron a 22°C con fotoperiodo de 8 h
luz/16 h oscuridad (GE lamps, 80 umol m? s™). Los sintomas de infeccidn se registraron con
fotografias. Para el conteo de conidias, a los 6 dpi los tallos se transfirieron a tubos eppendorf
de 1.5 mL con 1 mL de agua y las esporas se retiraron del tejido por agitacion vigorosa para
contarse en la camara de Neubauer. Se cuantificaron 40 fragmentos de tallos de plantas control
y silenciadas de dos experimentos independientes. Los datos se analizaron por ANOVA vy las

medias se compararon con la prueba de Tukey (p < 0.05).
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VI. RESULTADOS.

Clonacion de un fragmento de cDNA de NbLCB2.

Se amplificé un cDNA de 1069 pb a partir de RNA total de N. benthamiana (Fig. 20, Anexo
C) utilizando oligonucleétidos disefiados sobre la secuencia heteréloga de papa (Solanum
tuberosum, GenBank AJ242649). Al traducir la secuencia a aminoacidos observamos que ésta
tiene 99y 90% de identidad con las secuencias de tabaco y papa, respectivamente, y alrededor
del 80% de identidad con las secuencias de A. thaliana (NM_122272) y arroz (O. sativa, GenBank
AK120617.1), lo que corrobora la alta conservacion de LCB2 en plantas (Fig. 10). Este cDNA de
1069 pb (GenBank AM902524) contiene al 74% del marco abierto de lectura de la subunidad

LCB2 pues codifica a 356 de los 489 aminoacidos de la proteina NbLCB2 (solgenomics.net).

El VIGS de NbLCB?2 fue eficaz y causo alteraciones morfologicas en las plantas.

El cDNA de 1069 pb se utilizé para subclonar un fragmento de 602 pb en el vector TRV y
la construcciéon se denominé pTRVSPT (Fig. 11a). Con estas construcciones se transformaron
células de Agrobacterium tumefaciens C5851 y se prepararon cultivos por separado para la
agroinfiltracién de plantas de N. benthamiana en el estadio de 5 hojas. A las 4 semanas
posteriores las plantas agroinfiltradas con el vector viral TRV vacio no presentaron alteraciones
en su fenotipo (Fig. 11b y c), aunque el crecimiento de algunas de ellas fue menor en
comparacioén con las plantas control infiltradas con el amortiguador (MgCl, 10 mM/MES 10 mM
pH 5.6/acetosiringona 200 uM). Los sintomas por la infeccion viral fueron minimos, muy pocas
plantas presentaron pequefias regiones cloréticas caracteristicas de la infeccion viral. La
translocacion viral en las plantas se verificd a través de la sintesis y amplificacion de los cDNAs
de las proteinas de la capside y de movimiento de TRV, utilizando como molde 1 pg del RNA
total extraido de hojas de N. benthamiana TRV y TRVSPT, usando como control negativo RNA

de plantas infiltradas con amortiguador (Fig. 21, Anexo D).
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Figura 10. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos deducida de NbLCBZ2 con secuencias
de solanaceas y Arabidopsis thaliana. El alineamiento se realizd usando BLAST con las
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secuencias disponibles en GenBank.

Las plantas silenciadas en la expresion de NbLCB2 con la construcciéon TRVSPT
mostraron alteraciones morfoldgicas a partir de los 15 dias posteriores a la agroinfiltracion. En
todas las plantas silenciadas se observaron alteraciones en hojas y flores, asi como disminucion
del crecimiento (Fig. 11b). Las hojas perdieron la forma acorazonada y desarrollaron una forma
asimétrica respecto a la nervadura primaria y algunas hojas se encorvaron. Asimismo, se

observaron mosaicos que no se deben a la infeccion viral pues no los presentaron las plantas
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agroinfiltradas con el vector viral TRV (Fig. 11c).
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Figura 11. VIGS de la subunidad LCB2 de la SPT en N. benthamiana. a) Esquema del cDNA de
NbLCB2 y la region utilizada para generar la construccion pTRVSPT para el VIGS. Las posiciones
de las parejas de oligonucléotidos LCB_256 y LCB_1069 usadas para el analisis RT-PCR semi-
cuantitativo se muestran con flechas. b) El fenotipo asociado al VIGS de NbLCB?2 se caracterizd
por disminucion del crecimiento y alteraciones en el desarrollo vegetativo y reproductivo. Las
plantas control TRV (izq) y silenciadas TRVSPT (derecha) se fotografiaron 4 semanas posteriores
a la agroinfiltracién. €) Cambios morfologicos de las hojas de plantas TRVSPT. d) Alteraciones
en las flores de plantas TRVSPT. e) Muerte celular espontanea asociada al silenciamiento de la
SPT. f) Niveles de los transcritos NbLCB2 en hojas de plantas TRV y TRVSPT. La expresion de
NbEFIo se utilizd como control de cargado.
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Las flores de las plantas silenciadas en la expresion de NbLCB2 también presentaron una
morfologia alterada denotada por encorvamiento de la corola, alteraciones en el nimero de
pétalos y senescencia temprana (Fig. 11d). También se observd muerte celular espontanea

denotada por lesiones necréticas en varias hojas (Fig. 11e).

La eficiencia del silenciamiento de NbLCB2 se evalué por RT-PCR semi-cuantitativo usando
dos diferentes pares de cebadores, LCB2_256 y LCB2_1069 (Fig. 11a), y se encontré una
disminucion entre el 20 y 50% en los niveles de transcrito NbLCBZ2 en las plantas silenciadas
TRVSPT, en comparacion con las plantas control TRV (Fig. 11f). Los niveles de transcritos virales
(de las proteinas de la capside y movimiento) se detectaron en niveles similares entre las plantas
control TRV y las silenciadas TRVSPT (Fig. 21, Anexo D), confirmando que la infeccion viral no
intervino en el fenotipo y cambios morfoldgicos asociados al silenciamiento de la SPT de N.

benthamiana.

El VIGS de la SPT en N. benthamiana alteré la composicion de LCBs de los esfingolipidos.

Debido a que la SPT es la enzima que cataliza la primera reaccion en la biosintesis de
esfingolipidos, se evalud el efecto del silenciamiento de NbLCB2 en la composicion de LCBs en
hojas de plantas a las 4 semanas posteriores a la agroinfiltracién. Se obtuvieron extractos de

LCBs totales (libres y conjugadas a esfingolipidos complejos) a partir de homogenados de hojas.

Las LCBs fitoesfingosina (t18:0), esfinganina (d18:0), esfingosina (d18:1) y la esfingosina C20
utilizada como estandar interno durante la extraccion (d20:1) se identificaron por los tiempos
de retencién de sus estandares (Fig. 12). Se detectaron picos adicionales que pueden
corresponder a otras LCBs liberadas por la hidrélisis alcalina de esfingolipidos de plantas
control TRV y silenciadas TRVSPT (Fig. 12a y b, picos 1 al 9). Por su abundancia, éstas pueden
corresponder a isémeros de 8-fitoesfingenina (t18:1-£ o t18:1 Z) (Mongrand et al., 2004;
Sperling et al.,, 2005), o a isomeros de 4,8-esfingadienina (d18:2-EE y d18:2-EZ), Sperling et al.,
2005; Markham et al., 2006; Buré et al., 2011), que se han detectado en solanaceas como tabaco

y jitomate.
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En las hojas de plantas silenciadas TRVSPT el perfil de LCBs fue alterado notablemente pues
los niveles de fitoesfingosina (t18:0) disminuyeron 50% con respecto a las plantas TRV (Fig. 13
y Tabla 2). El perfil cromatografico indica que otras LCBs también disminuyeron (Fig. 12a; picos

1, 2, 3y 4). Estas son las LCBs mas abundantes en los tejidos, sin embargo, también analizamos

a TRV b TRV

-
d20:1

: t18:0
g d20:1

Emision de fluorescencia (2. 493 nm)

L=

TRVSPT TRVSPT

-
RS

Emision de fluorescencia (A 493 nm)
 d20:1

EEVE

Tiempo de retencion (min) Tiempo de retencion (min)

Figura 12. Perfiles de las LCBs extraidas por hidrdlisis de esfingolipidos de hojas de plantas de
N. benthamiana TRV y TRSPT. Las LCBs fueron conjugadas a NDA y analizadas por HPLC. Se
inyectaron dos distintas diluciones de cada extracto equivalentes a 9.5 ug (a) y 44 ug (b) de
tejido fresco, debido a la diferencia en la abundancia de LCBs.
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otras LCBs cuyos niveles son menores pero que tienen actividad bioldgica (Fig. 12b). Los niveles
de esfingosina (d18:1) y esfinganina (d18:0) se incrementaron 3 y 4 veces, respectivamente, en
las plantas TRVSPT, comparados con las hojas control TRV (Fig. 13 y Tabla 2). Aunque no se
observd el decremento general de LCBs esperado, los resultados mostraron que el

silenciamiento de la SPT en N. benthamiana alteré la composicion de LCBs bioactivas.

Tabla 2. Contenido de LCBs totales (nmoles/g tejido) en hojas de N. benthamiana control TRV y
TRVSPT.

LCB nmol de LCB/g tejido fresco
TRV TRVSPT
fitoesfingosina (t18:0) 104.69 + 4.79 57.89 + 21.57
esfingosina (d18:1) 4.82 + 1.09 1341 + 3.36
esfinganina (d18:0) 3.61 + 1.66 15.54 + 3.32
120 %
OTRV
L m TRVSPT

(0]
o

nmol / g tejido
H (o))
o o

20 b b
‘m N
: LTI

t18:0 d18:1 d18:0

Figura 13. Contenido total (nmol/g tejido) de fitoesfingosina (t18:0), esfingosina (d18:1) y
esfinganina (d18:0) en hojas de plantas de N. benthamiana TRV y TRVSPT, a las 4 semanas
posteriores a la agroinfiltracion. Se colectaron de 15 a 20 discos de hojas por planta (aprox. 100
mg) para la extraccion. Los valores se expresan como la media + desviacion estandar de cuatro
plantas independientes. Las letras diferentes sobre las barras indican una diferencia significativa
(ANOVA de una via seguida por prueba de Tukey; p <0.01) entre los niveles de las LCBs
indicadas.
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El VIGS de la SPT en N. benthamiana activé la via de seializacion dependiente de SA.
Los niveles elevados de esfinganina y esfingosina encontrados en las plantas silenciadas
TRVSPT coincidieron con un fenotipo de muerte celular espontanea (Fig. 11e), que fue
comparable al desarrollado por varias mutantes de Arabidopsis afectadas en distintas
reacciones del metabolismo esfingoideo (acd5, acd11y erh1) que fue asociado con altos niveles
de SA (Greenberg et al., 2000; Brodersen et al., 2005; Wang et al., 2008). Por consiguiente,
comparamos el contenido de SA entre hojas de plantas silenciadas TRVSPT y plantas control
TRV. Los niveles de SA total en hojas de plantas silenciadas TRVSPT fue 50% (816 + 168 ng/g
tejido fresco) mas alto que en las hojas de plantas control TRV (527 + 81 ng/g tejido fresco, Fig.

14a).

La acumulacion de SA se asoci6 con la expresion constitutiva de NbPR-1, que es un gen de
defensa inducido por SA y que no se expresé en plantas control TRV (Fig. 14b). La abundancia
de los transcritos NbPR-1 se determiné en fase de saturacion de PCR, demostrando que la
infeccion viral no contribuy6 a la induccion de su expresion en plantas silenciadas TRVSPT. Estos
resultados sugirieron una estrecha asociacién entre el metabolismo de esfingolipidos y la via
de sefalizacion dependiente de SA, probablemente mediada por las LCBs que se incrementaron

por el silenciamiento de la SPT en N. benthamiana.

La esfinganina y la FB1 restringieron el crecimiento de plantulas de N. benthamiana y

activaron la expresion del gen NbPR-1 inducible por SA.

Para confirmar si la activacion de la via de sefalizacion dependiente de SA en las plantas
TRVSPT estaba mediada por la elevacién en los niveles de LCBs, se expusieron plantulas de N.
benthamiana de 10 dias a esfinganina exdgena asi como a la FB1 para evaluar los niveles del
transcrito NbPR-1. Inicialmente se determind la susceptibilidad de las plantulas de N.
benthamiana a la FB1 dado que se habia reportado que la mayoria de las solanaceas, en
particular las especies de Nicotiana, son insensibles a las SAMs (Mesbah et al., 2000; Brandwagt

et al,, 2001). Como se muestra en la Fig. 153, la FB1 indujo un arresto del crecimiento de la radi
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Figura 14. El VIGS de la SPT en N. benthamiana activé la via de sefalizacién dependiente de
SA. a) Contenido de SA total en hojas de plantas TRV y TRVSPT. Las muestras se tomaron 5
semanas después de la agroinfiltracion. Los valores corresponden a la media + desviacion
estandar de 5 plantas independientes. El asterisco sobre la barra denota una diferencia
significativa (p<0.0.1, prueba de Tukey). b) Expresion constitutiva del gen inducible por SA
NbPR-1 en plantas silenciadas TRVSPT. Los niUmeros corresponden a plantas independientes.

cula de manera dependiente de la concentracién. En las plantulas expuestas a FB1 (1 uM) se
observd una reduccion discreta de 24% en la elongacion radicular, mientras que en
concentraciéon 5 uM causé un decremento significativo de 64% (p <0.01, Fig 15b), pero no
indujo clorosis o muerte celular en los cotiledones. Estos resultados indicaron que N.
benthamiana tiene una sensibilidad intermedia a la FB1 de acuerdo a la clasificacién hecha por
Brandwagt et al. (2001). La restriccidn del crecimiento causada por la FB1 si podria deberse a la
acumulacion de LCBs dado que plantulas expuestas a la esfinganina también mostraron una

restriccion en la elongacion de cotiledones y raices similar (Fig. 15c).
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Figura 15. La FB1 y la esfinganina activaron al gen inducible por SA NbPR1 en plantulas
silvestres de N. benthamiana. a) N. benthamiana tiene una sensibilidad intermedia a la FB1.
Plantulas de 10 dias fueron transferidas a medio GB5 con o sin FB1 y fotografiadas 10 dias
después. b) Comparacion de la longitud radicular a los 10 dias de exposicion a la FB1 (n=10).
Los valores se expresan como la media + desviacion estandar. Las letras diferentes indican una
diferencia significativa (ANOVA seguida de Prueba de Tukey, p<0.01). ) La esfinganina también
inhibid el crecimiento de N. benthamiana. Fotografias de plantulas de 20 dias germinadas y
crecidas en presencia de la LCB a las concentraciones indicadas. El medio GB5 control contenia
0.05% de etanol. d) La FB1 y esfinganina indujeron la expresion del gen marcador de la via de
SA PR-1 en N. benthamiana. Plantulas de 10 dias de edad fueron transferidas a medio GB5
suplementado con FB1 5 uM, esfinganina 25 uM, o SA 5 mM. Se incluyeron tratamientos control
con etanol 0.05% y metanol 0.1% por haberse utilizado en la preparacion de soluciones stock
de esfinganina y SA, respectivamente. Las hojas se colectaron a las 24 y 48 h de tratamiento y
se congelaron inmediatamente para la extraccion de RNA. Los resultados mostrados son
representativos de dos ensayos independientes.
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Una vez confirmada la sensibilidad de N. benthamiana a la FB1, se transfirieron plantulas
de 10 dias a placas de medio GB5 suplementadas con FB1 (5 uM), esfinganina (25 uM) o SA
(500 uM), y otras plantulas se transfirieron a placas de medio GB5 que contenian los solventes
empleados (0.05% de etanol o 0.1% de metanol). Tanto la FB1 como la esfinganina indujeron
la expresion del gen inducible por SA NbPR-1 desde las 24 h y la respuesta aumenté a las 48 h,
especialmente con la LCB, mientras que en el control y los blancos con los solventes empleados
en la preparacion de soluciones de esfinganina y SA no hubo induccion de la expresion del gen
NbPR-1 (Fig. 15d). Estos resultados respaldan la hipdtesis de que las LCBs son reguladores de
la via dependiente de SA. En términos de la patogénesis, estos resultados permiten postular
que una posible estrategia empleada por hongos necrétrofos productores de SAMs es la
activacion de la via dependiente de SA inducida por las LCBs que conduce a muerte celular, y

que contribuye a una colonizacion exitosa.

El VIGS de la SPT comprometié la resistencia de N. benthamiana contra el hongo

patégeno necrétrofo Alternaria alternata.

Como se describid anteriormente, el silenciamiento de la subunidad LCB2 de la SPT causo
severas alteraciones en el desarrollo de las plantas de N. benthamiana. Un fenotipo adicional
sumamente interesante fue que las plantas TRVSPT crecidas en el invernadero frecuentemente
desarrollaron lesiones necréticas en tallos y hojas (Fig. 16a y b) que nunca se observaron en
plantas control TRV ni en plantas silvestres. A partir de estas lesiones se aislé un hongo y se
obtuvo un cultivo monospérico de la cepa que se denomin6 A2SS. En agar PDA el hongo
desarroll6 colonias negras con anillos concéntricos (Fig. 16c) y al microscopio se observaron
conidias color café con septos transversales y longitudinales que son caracteristicas de la
morfologia de Alternaria sp. (Fig. 16d). Este género es fitopatdgeno de cultivos importantes y
solanaceas como tabaco, papa y jitomate (Prior & Michailides, 2002). Las conidias del hongo
sobreviven en el suelo donde se genera la mayor parte del inéculo hacia las plantas hospederas

y el desarrollo de la enfermedad se favorece en condiciones humedas.
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Figura 16. El VIGS de la SPT confirid susceptibilidad al hongo patégeno necrotrofo Alternaria
alternata. Lesiones en tallos (a) y hojas (b) de plantas TRVSPT. A partir de las lesiones en hojas
TRVSPT se aisl6 la cepa A2SS y se presenta su morfologia macroscopica (c) y microscopica (d).
La cepa se cultivd en agar PDA 0.5X y se observo a los 15 dias posteriores. Para ensayos de
patogenicidad, se colectaron hojas TRV y TRVSPT para inocularse con 1x10° conidias de
Alternaria brassiciola (e) o la cepa Alternaria sp. A2SS (f) y se tomaron fotografias a los 10 dpi.
Las hojas inoculadas se mantuvieron en cdmaras himedas separadas a 22°C. Unicamente las
hojas de plantas TRVSPT inoculadas con la cepa A2SS desarrollaron sintomas de infeccion y
desarrollo del hongo (indicado por flechas rojas).

La caracterizacion molecular de un fragmento de aproximadamente 600 pb de la secuencia
de la region intergénica espaciadora (ITS) de los genes de RNA ribosomales acoté la identidad
a dos posibles especies: Alternaria alternata y A. tenuissima. Este resultado fue relevante porque
N. benthamiana, al igual que la mayoria de las especies de Nicotiana, es resistente a A. alternata
(Brandwagt et al. 2001). En consecuencia, el silenciamiento de la SPT y la interrupcién de la
biosintesis de esfingolipidos estaba directamente asociada a la susceptibilidad a este

necrotrofo.
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Para descartar que la susceptibilidad de las plantas TRVSPT fuera generalizada a otras
especies de Alternaria se inocularon hojas de plantas TRV y TRVSPT con una suspensién de
conidias (1x10° conidias/uL) de A. brassicicola y la cepa aislada A2SS. A. brassicicola no pudo
infectar las hojas de plantas TRV y tampoco hojas TRVSPT (Fig. 16e), y tal como se esperaba, la
cepa A2SS pudo infectar Unicamente las hojas TRVSPT causando lesiones necroticas expandidas
visibles desde los 7 dias posteriores a la inoculacion (dpi), mientras que en las hojas TRV se
observé una ligera clorosis (Fig. 16f). Estos resultados indicaron que el silenciamiento de la SPT
confirié una susceptibilidad selectiva al hongo A. alternata, resaltando una funcion potencial
de las LCBs en la respuesta de defensa, que correlaciona con que la virulencia del patotipo de
jitomate (A. alternata f. sp. lycopersici) dependa de la inhibicion de la biosintesis de
esfingolipidos y acumulacion de LCBs causada por la toxina AAL (Gilchrist & Grogan 1976;
Spassieva et al., 2002). Esto nos alentd a analizar la respuesta de defensa de plantas TRVSPT

infectadas por A. alternata f. sp. lycopersici.

Las plantas de N. benthamiana silenciadas en la expresion de la SPT se volvieron
susceptibles al hongo A. alternata f. sp. lycopersici, y mostraron una expresion de genes

de defensa alterada.

Para evaluar la relevancia de la homeostasis alterada de LCBs en las plantas TRVSPT en la
respuesta de defensa contra un hongo necrétrofo productor de SAM se realizaron ensayos de
patogenicidad con una cepa de A. alternata f. sp. lycopersici (provista por el Dr. Liancheng Du,
Universidad de Nebraska). Se inocularon hojas de plantas TRV y TRVSPT con una suspension
de conidias y a los tejidos control se les aplico agua estéril. A. alternata f. sp. lycopersici fue
incapaz de infectar las hojas de plantas TRV pues no es su hospedero y solo se observaron
sintomas leves de clorosis (Fig. 17a). En contraste, las hojas de plantas TRVSPT desarrollaron
sintomas severos de clorosis y lesiones necroticas en los sitios inoculados, también se observo
un incremento en el crecimiento del hongo a los 10 dpi (Fig. 17a). Debido a que A. alternata f.
sp. lycopersici es el agente causal del cancer de tallo en jitomate, también se realizaron ensayos
de patogenicidad en tallos de plantas de N. benthamiana. En los tallos de plantas TRVSPT la

proliferacion del hongo fue evidente a los 6 dpi, mientras que en los tallos TRV no se encontro
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Figura 17. El VIGS de la SPT en N. benthamiana comprometié su resistencia contra Alternaria
alternata f. sp. lycopersici. a) Hojas de plantas TRV y TRVSPT fueron inoculados con 1x10°
conidias. Las hojas inoculadas se mantuvieron en camaras humedas por separado a 22°Cy las
fotografias se tomaron a los 10 dpi. A la derecha se muestran acercamientos de los rectangulos
marcados en naranja. Los controles se inocularon con agua estéril y no desarrollaron sintomas
de infeccion (datos no mostrados). b) Analisis temporal de la expresion de genes PR por RT-
PCR semi-cuantitativo en hojas de plantas TRV y TRVSPT inoculadas con A. alternata f. sp.
lycpersici (1x10° conidias). NI corresponde a hojas control no inoculadas con el hongo. El
transcrito de NbEFT1a se utilizd como control de normalizacion. Los resultados mostrados son
representativos de tres experimentos independientes.

o fue muy discreto el crecimiento del hongo (Fig. 22a, Anexo E). En los tallos control inoculados
con agua estéril (tanto TRV como TRVSPT) no se encontraron sintomas de infeccién o desarrollo

fungico (datos no mostrados). Los niveles de colonizacion se determinaron contando las
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conidias desprendidas de los tallos a los 6 dpi. La colonizacién encontrada en plantas TRVSPT
se relaciond con un incremento de 10 veces en el nimero de conidias comparado con los tallos
de plantas TRV (Fig. 22b, Anexo E). Estos resultados son consistentes con la hipdtesis de que
las LCBs son moduladores de la respuesta de defensa contra patoégenos, incluyendo
necrotrofos, por lo que la alteracion en la homeostasis de LCBs en las plantas TRVSPT suprimio
su resistencia contra el hongo A. alternata f. sp. lycopersici, patdogeno del que N. benthamiana

no es hospedero.

Debido a que las LCBs actuan como transductores de sefiales en las plantas, se investigo si
la susceptibilidad de las plantas de N. benthamiana TRVSPT a A. alternata f. sp. lycopersici podria
estar asociada con la expresion retardada o disminuida de genes de defensa. Las infecciones
por hongos necrétrofos generalmente induce la activacion de genes PR que codifican proteinas
con actividades antifungicas potentes (Glazebrook, 2005). Por tanto, se analizaron por RT-PCR
semi-cuantitativo la expresion de los genes NbPR-1, NbPR-2 'y NbPR-3 en hojas de plantas TRV
y TRVSPT inoculadas. Desde las 8 horas posteriores a la inoculacion (hpi) se observd una
induccion en la expresion de los genes NbPR-2 y NbPR-3 en las hojas TRV que incrementé a
las 24 y 48 hpi (Fig. 17b), sugiriendo que durante la respuesta de defensa de N. benthamiana
contra este hongo necrétrofo se induce la actividad de glucanasas y quitinasas. La expresiéon
de NbPR-1 también fue inducida a las 24 hpi y aumento a las 48 hpi (Fig. 17b). Las hojas de
plantas TRVSPT mostraron una baja expresién de los genes NbPR-2 y NbPR-3 a tiempos
tempranos (8 y 24 hpi) en comparacién con las hojas TRV inoculadas (Fig. 17b) que correlaciond
con su susceptibilidad a la infeccion por A. alternata f. sp. lycopersici. Por otro lado, el aumento
en la expresion del gen NbPR-1 en las hojas TRVSPT ocurri6 las 8 hpi, antes que en hojas TRV
Es posible que la expresion constitutiva de NbPR-1 en las plantas TRVSPT debida a la
acumulacion de SA facilite su induccion temprana ante la infeccion por el hongo necrétrofo.
También la menor expresion de genes de defensa Nb-PR2 y NbPR3 en plantas TRVSPT podria

deberse a la interrupcidn de respuestas de defensa dependientes de JA/ET por el SA.

Por consiguiente, para determinar si la activacion de la via dependiente del SA encontrada
en las plantas TRVSPT podria tener un efecto antagdnico en la respuesta de defensa mediada

por el acido jasmonico (JA), se analizaron los niveles de transcrito del gen NbLOX en respuesta
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a metil jasmonato (MeJA) tanto en hojas TRV y TRVSPT. En las hojas TRV se observé una fuerte
induccién de la expresion de NbLOX que fue proporcional a la concentracion de MelA

empleada, mientras que en las hojas TRVSPT ocurrié en menor magnitud (Fig. 18).

TRV TRVSPT
0 50 100 0 50 100 uM MeJA
NDLOX2 = == == == T
NbPR-1 - -——-— =
NDLCB2 ~ wem e e
NDEF1q - = —— —

Figura 18. Las plantas de N. benthamiana TRVSPT tienen una respuesta atenuada al MeJA. Los
niveles de transcrito del gen inducible por JA NbLOX fueron menores en hojas de plantas
TRVSPT comparados con hojas TRV, posiblemente por la activacion de la via dependiente de
SA que provoca expresion constitutiva del gen NbPR-1.

En conjunto los resultados sugieren que la desregulacion de la homeostasis de LCBs
causada por el VIGS de la subunidad LCB2 de la SPT activo la sefializacion dependiente de SA
y afectdé mecanismos de defensa que comprometieron la resistencia de N. benthamiana contra

el hongo necrétrofo Alternaria alternata f. sp. lycopersici.
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VII. DISCUSION DE RESULTADOS.

Fenotipo de plantas de N. benthamiana silenciadas en el gen LCB2 de la SPT.

En la literatura hay dos reportes previos sobre el silenciamiento de NbLCB2 para explorar
la funcidn de los esfingolipidos en la resistencia a patégenos (Takahashi et al., 2009b) y en la
respuesta de hipersensibilidad en N. benthamiana (Gan et al, 2009). Sin embargo, en este
trabajo se observd un fenotipo mucho mas severo que los previamente reportados. Estas
diferencias podrian deberse a la secuencia del cDNA clonada en el vector viral. En este trabajo
y en el reporte de Takahashi et al. (2009b) se emplearon secuencias similares del extremo 5
del cDNA de NbLCB2, mientras que Gan et al. (2009) usaron un fragmento de 303 pb del
extremo 3 (Fig. 20, Anexo C). En N. benthamiana, LCB2 es un gen de copia Unica
(www.solgenomics.net) lo que facilita el analisis funcional y se lograron reducciones entre 20%
y 50% en los niveles de transcrito. La restriccion significativa del crecimiento y el desarrollo
anormal de las hojas (Fig. 11b y ¢) denota la importancia de los esfingolipidos como
componentes estructurales y moléculas de sefalizacion durante el crecimiento y desarrollo
vegetal (Pata et al, 2010; Zauner et al., 2010; Berkey et al., 2012; Michaelson et al., 2016;
Luttgeharm et al., 2016; Mamode Cassim et al., 2019).

El fenotipo de crecimiento alterado de las plantas de N. benthamiana TRVSPT es
comparable al de plantas de Arabidopsis silenciadas en la expresion del gen LCBTy en mutantes
nulas lcb2a lcb2b que muestran alteraciones morfoldgicas en las hojas y una severa restriccion
de crecimiento, ésta Ultima asociada a una expansion celular alterada. Se ha sugerido que las
plantas podrian ajustar sus mecanismos de crecimiento para compensar la reduccién en la
biosintesis de esfingolipidos (Chen et al, 2006; Dietrich et al, 2008). Asimismo, la
sobreexpresion en Arabidopsis de la ceramida sintasa LOH2 (At3g79260) cuyos sustratos son
las LCBs dihidroxiladas, también presenta una restriccion de crecimiento asociado a la
acumulacion de esfingolipidos con éstas LCBs (Luttgeharm et al., 2015a). Este fenotipo también
es muy similar al de la doble mutante sbh1 sbh2 (afectada en los dos genes que codifican LCB
C-4 hidroxilasas) que no contiene LCBs trihidroxiladas y que estd enriquecida en LCBs

dihidroxiladas (Chen et al., 2008), por lo que se ha sugerido que las LCBs trihidroxiladas o sus
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ceramidas promueven la divisién celular y crecimiento (Chen et al., 2008; Luttgeharm et al.,

2015a).

La forma irregular de las hojas de plantas de N. benthamiana TRVSPT (Fig. 11c) sugiere una
alteracion en el establecimiento de la polaridad. Estudios de protedmica han documentado el
enriquecimiento de algunas proteinas relacionadas con la polaridad en los microdominios de
la membrana plasmatica, como PIN1, SKU5 y COBRA, lo que apunta a la relevancia de los
microdominios en la expansion de las células vegetales (Willemsen et al., 2003; Mongrand et
al., 2004; Borner et al., 2005). Ademas, han surgido evidencias de la participacion de los
esfingolipidos en una ruta de secrecion para el transporte polar de auxinas. La interrupcion de
la biosintesis de esfingolipidos por la FB1 en células en cultivo de tabaco BY2, asi como en
plantulas de Arabidopsis, altera la localizacion polar del transportador de auxinas PIN1 a la

membrana plasmatica (Aubert et al.,, 2011; Markham et al., 2011).

Otro fenotipo que no habia sido reportado por el silenciamiento de LCB2 en N.
benthamiana y que observamos en este trabajo es el desarrollo y arquitectura de las flores (Fig.
11d). Este resultado apoya evidencias previas en Arabidopsis del papel esencial de la biosintesis
de esfingolipidos durante el desarrollo reproductivo. La expresion del gen AtLCB2a es mucho
mayor en los botones florales comparada con otros 6rganos como hojas y tallo, mientras que
las mutantes nulas lcb2a lcb2b presentan letalidad gametofitica y pérdida de la viabilidad de
polen (Dietrich et al., 2008). Por otro lado, en la doble mutante sbh1 sbh2 (que no sintetiza LCBs
trihidroxiladas) no se da la transicion del crecimiento vegetativo al reproductivo (Chen et al.,
2008). Las LCBPs son importantes para la regulacion del crecimiento del tubo polinico; la
esfingosina-1-fosfato (d18:0-P) y fitoesfingosina-1-fosfato (t18:0-P) inducen el crecimiento del
tubo polinico por activacion de canales de Ca®* en la membrana plasmatica, mediada por
proteinas G heterotriméricas (Wu et al., 2014). En el presente trabajo ya no se explord con mayor
detalle este aspecto que ciertamente resulta muy interesante sobre la funcion de los

esfingolipidos en el desarrollo gametofitico.

Por ultimo, otra caracteristica del fenotipo de las plantas de N. benthamiana TRVSPT fue la
presencia de lesiones espontaneas de muerte celular (Fig. 11e), que son consistentes con

reportes previos que relacionan a la biosintesis de esfingolipidos con la regulacién de la PCD.
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Evidencias bioquimicas mediante el empleo de SAMs, que inhiben la biosintesis de
esfingolipidos complejos y provocan acumulacion de LCBs, han mostrado que éstas inducen
muerte celular en varias especies vegetales (Abbas et al., 1994; Lamprecht et al., 1994; Stone et
al., 2000; Saucedo-Garcia et al., 2011). También, por evidencias genéticas en las que se han
caracterizado mutantes de Arabidopsis que afectan el metabolismo de esfingolipidos como
acd5, acd11, erh1y loh2 muestran un fenotipo de muerte celular acelerada. Estas mutaciones
afectan a la ceramida cinasa, a un transportador de esfingosina, a una inositol fosforil ceramida
sintasa y a una ceramida sintasa, respectivamente (Brodersen et al., 2002: Liang et al., 2003;
Wang et al,, 2008; Luttgeharm et al., 2015a). Varias evidencias sustentan que la activacion de la
PCD esta mediada por el incremento en los niveles de LCBs. La infiltracion o aspersion de hojas
de Arabidopsis y N. benthamiana con esfinganina, esfingosina o fitoesfingosina, o la adicion de
esfinganina a células en cultivo de tabaco BY2 promueven muerte celular (Shi et al., 2007;
Takahashi et al., 2009b; Lachaud et al., 2010). Asimismo, la sobreexpresién de la subunidad LCB2
de la SPT en N. benthamiana provoca muerte celular, probablemente debido a acumulacién de
LCBs (Takahashi et al., 2009b). Por el contrario, las mutaciones lcb1 o lcb2a en Arabidopsis, o la
inhibicién de la SPT con miriocina, previenen la acumulacién de LCBs inducida por la FB1 y

evitan la muerte celular (Shi et al., 2007; Saucedo-Garcia et al., 2011).

El silenciamiento de la SPT en N. benthamiana altera el balance de LCBs en los tejidos.

Uno de los objetivos de este trabajo fue analizar el efecto del silenciamiento de la SPT
sobre la composicion de LCBs en el tejido de la planta. Aunque se implementé un método
analitico muy sensible por la formacién del derivado fluorescente de las bases con NDA, no fue
posible detectar las LCBs libres. Por esta razon, realizamos una hidrélisis de esfingolipidos y
analizamos los derivados de NDA de las LCBs liberadas. La composicion de LCBs en hojas
control TRV (Fig.12) fue similar a las reportadas para otras solanaceas como tabaco y jitomate,
asi como en Arabidopsis (Sperling et al., 2005; Markham et al., 2006; Buré et al., 2011), en las
que las LCBs trihidroxiladas como la fitoesfingosina son mucho mas abundantes que las LCBs
dihidroxiladas esfinganina y esfingosina (Fig. 12 y 13; Tabla 2). Como lo muestran los

cromatogramas, hay otros compuestos que pueden corresponder a isomeros de 8-
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fitoesfingenina (t18:1-E o t18:1 Z) que fue detectada en cerebrosidos de la membrana
plasmatica y de las balsas lipidicas de N. tabacum (Mongrand et al., 2004; Sperling et al., 2005),
0 a isbmeros de 4,8-esfingadienina (d18:2-EE y d18:2-EZ), que también fue detectada en hojas
de tabaco, células en cultivo y hojas de jitomate (Sperling et al., 2005; Markham et al., 2006;
Buré et al., 2011).

Dado que la SPT es la enzima que cataliza la primera reaccién en la biosintesis de
esfingolipidos, es posible que el silenciamiento de la subunidad LCB2 de la SPT ocasione una
reduccion general en los niveles de LCBs, especialmente de esfinginanina por ser la primera
LCB sintetizada, y que es sustrato de desaturasas e hidroxilasas para generar otras LCBs (Chen
et al., 2009b). Sin embargo, encontramos que la fitoesfingosina (una de las LCBs trihidroxiladas
mas abundantes) disminuyd en 50% (Tabla 2, Fig. 13), mientras que las LCBs dihidroxiladas que
son mucho menos abundantes, esfinganina y esfingosina, aumentaron considerablemente (4 y
3 veces, respectivamente). Este efecto diferencial en el perfil de LCBs indica la complejidad de
la regulacion del metabolismo de esfingolipidos, y coincide con resultados reportados por Chen
et al. (2006). En Arabidopsis la reduccion de la actividad de la SPT en plantas LCB7-RNAi provoca
una elevacion de casi 4 veces en el contenido total de esfinganina y también de 2.5 veces en
los niveles de fitoesfingosina, mientras que otras LCBs trihidroxiladas como los isomeros de
fitoesfingenina (t18:1-Ey t18:1-2) disminuyen. Estas discrepancias entre Nicotiana y Arabidopsis
podrian atribuirse a diferencias en el contenido de LCBs entre géneros taxondémicos distintos,

como lo reportd Markham et al. (2006).

El silenciamiento de la SPT revela la funcion de las LCBs como transductores de senales

en la via dependiente del SA.

El acido salicilico es una fitohormona que no solamente participa en la respuesta a estrés
bidtico y abiotico, sino que también tiene una funcién esencial en la regulacién de muchos
procesos fisioldgicos a lo largo del desarrollo de la planta. Sus niveles estan estrechamente
controlados y mutantes de Arabidopsis que acumulan SA presentan restriccion de crecimiento

(Rivas-San Vicente y Plasencia, 2011). El fenotipo observado por el silenciamiento de la SPT en
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N. benthamiana, como la reduccién del crecimiento, muerte celular y susceptibilidad a un
patdgeno necrétrofo, podrian explicarse por la acumulacién de SA. En maiz, la FB1 provoca un
incremento en los niveles de esfinganina que inducen acumulacién de SA libre (de la Torre
Hernandez et al., 2010). La comparacion de los niveles de SA entre plantas TRV y TRVSPT indico
que efectivamente éstas Ultimas tuvieron una elevacion discreta pero significativa del contenido
de SA total que correlacioné con una fuerte expresion constitutiva del gen de defensa e
inducible por SA, Nb-PR1 (Fig. 14). De forma similar, varias mutantes de Arabidopsis afectadas
en el metabolismo de esfingolipidos (acd5, acd11y erh1, etc.) contienen niveles elevados de SA
(de 3 a 80 veces) y expresan fuertemente al gen AtPR-1 (Greenberg et al., 2000; Brodersen et
al., 2005; Wang et al., 2008; Sanchez Rangel et al., 2015; Tabla 3). Estas evidencias en conjunto
sugieren fuertemente que el incremento de intermediarios esfingoideos, especialmente LCBs,
activa la via de sefalizacion dependiente de SA. Para definir si la elevacion de LCBs observada
en las plantas TRVSPT era responsable de la activacion de la via del SA, tratamos plantulas de
N. benthamiana silvestres con FB1 y esfinganina y analizamos los niveles de transcrito del gen
NbPR-1. Este gen es un marcador canénico de la activacion de la via dependiente de SA (Mur
et al., 2006; Spoel et al., 2007; Koorneef et al., 2008; Denoux et al., 2008), y su expresién se
indujo por ambos compuestos (Fig. 15). Ademas, el mismo efecto ocurre en Arabidopsis,
indicando que las LCBs regulan positivamente la via dependiente del SA. Plantulas silvestres de
Arabidopsis que fueron tratadas con SAMs (FB1 y toxina AAL) muestran una induccién de la
expresion del gen PR-1 y otros genes de defensa de manera proporcional a la dosis aplicada
(Stone et al,, 2000; Gechev et al.,, 2004). Por otro lado, en células de tabaco BY2 la esfinganina
(25 pM) induce rapidamente la expresion de los genes de defensa NtPR-3 y NtMYBZ2, pero no
de NtPR-1 (Lachaud et al, 2011). En este caso la expresién de NtPR-1 podria no haberse
detectado porque las células fueron cosechadas a los 15 min posteriores a la adicién de
esfinganina, que podria ser un tiempo muy corto para activar la via del SA. Nuestros resultados
indican que la expresion de NbPR-1 es inducida a las 24 h (Fig. 15d), y este tiempo coincide con

la induccion causada por las SAMs en Arabidopsis (Stone et al., 2000; Gechev et al., 2004).
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Tabla 3. Asociacion entre el metabolismo de esfingolipidos, niveles de acido salicilico y expresion del gen PR1 (Modificado de Sanchez-
Rangel et al., 2015).

Producto Génico Perfil esfingoideo en la mutante o Niveles de SAen  Expresion de Referencia
planta silenciada la mutante o PR-1
planta silenciada
NbLCB2 Subunidad LCB2  Disminucién (--) del 50% de LCBs Incremento (++)  Constitutiva Rivas-San Vicente
AM902524 de la serina trihidroxiladas, e incremento (++) de de 1.5 veces (1.5x) et al. (2013)
palmitoil 4 veces (4x) de LCBs dihidroxiladas en los niveles de
transferasa SA total
AtLOH1 Ceramida sintasa  ++ ceramidas (7%) No se afectan Constitutiva Ternes et al.
At3g25540 ++ glucosilceramidas (19%) ++ 160x (2011)
++ LCBs trihidroxiladas (5x)
AtFAH1/ Hidroxilasa de ++ LCBs trihidroxiladas (5x) ++ SA libre (3.2x)  Constitutiva Konig et al. (2012)
AtFAH2 acidos grasos -- hidroxiceramidas (100x) ++ SA conjugado
At2g34770 -- fitoglucosilceramidas (2 a 4x) (4.3x)
At4g20870 ++ fitoceramidas (10x)
AtACD5 Ceramida cinasa  ++ ceramidas e hidroxiceramidas ++ SA libre (4x) Constitutiva Greenberg et al.
At3G21630 (2 a 6x) ++ SA total (9x) pero su (2000)
No se encontraron cambios en induccién Bi et al. (2014)
glucosilceramidas ni LCBs esta afectada
AtIPCS2 Inositol fosforil ++ ceramidas e hidroxiceramidas ++ SA libre y Constitutiva ~ Wang et al. (2008)
At2g37940 ceramidasintasa2 (2 a 3x) conjugado
Enriquecido en LCBs trihidroxiladas (3x)
AtACD11 Proteina ++ ceramidas (7x) ++ SA total (63x)  Constitutiva Brodersen et al.
At2g34690 transportadorade ++ hidroxiceramidas (3x) (2002; 2005)
ceramida-1-fosfato ++ GIPCy GlcCer (2x) Simanshu et al.
++ LCBs y LCB-P (2x) (2014)
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Aungue la mayoria de las especies de Nicotiana son resistentes a las SAMs (determinado
por ensayos de elongacion radicular en presencia de toxina AAL 0.2 uM, Brandwagt et al., 2001),
cuando se expusieron plantulas de N. benthamiana a FB1 (1 y 5 uM) presentaron una fuerte
inhibicion de la elongacion radicular y expansion de los hipocotilos (Fig. 15a), que es un efecto
muy similar al observado en especies con sensibilidad intermedia a las SAMs (Brandwagt et al.,
2001). Estas observaciones también son comparables con la restriccion de crecimiento inducida
por la FB1 en maiz, jitomate (Lamprecht et al., 1994), y Arabidopsis (Stone et al., 2000; Shi et al.,
2007; Markham et al., 2011; Saucedo-Garcia et al., 2011; Watanabe y Lam, 2011). Sin embargo,
a diferencia de las especies mencionadas, las plantulas de N. benthamiana expuestas a la FB1
no desarrollaron sintomas de clorosis o muerte celular (Fig. 15a). Es importante denotar que en
jitomate la resistencia al hongo necrotrofo Alternaria alternata f. sp. lycopersici y la
insensibilidad a su toxina AAL se debe al gen Asc-7 (Gilchrist y Grogran, 1976), que esta
conservado en la mayoria de las especies de Nicotiana (Brandwagt et al., 2001). Asc-7 es un gen
unicopia codominante que codifica a una ceramida sintasa tolerante a las SAMs, por lo que la
acumulacion de LCBs inducida por la toxina AAL en hojas de jitomate resistentes Asc/Asc es
discreta comparada con la causada en hojas susceptibles asc/asc (Spassieva et al., 2002). Lo
mismo podria ocurrir en Nicotiana sp. debido a que el tabaco es insensible a dosis bajas de
toxina AAL (Brandwagt et al., 2001), pero la FB1 1 uM provoca un incremento de 10 veces en

los niveles de esfinganina en células en cultivo BY2 (Aubert et al., 2011).

El silenciamiento de la SPT en N. benthamiana compromete su resistencia al hongo

necrotrofo Alternaria alternata f. sp. lycopersici.

N. benthamiana contiene y expresa el gen Asc-1 que confiere resistencia contra A. alternata
f. sp. lycopersici (Brandwagt et al., 2001). Sin embargo, las plantas silenciadas TRVSPT fueron
susceptibles a este hongo necrétrofo (Fig. 17). Consideramos que la alteracion de los niveles
de compuestos esfingoideos, en particular la elevacién de esfinganina (Fig. 13) que mimetiza

el efecto de las SAMs, podria haber generado una condicién de crecimiento favorable para este
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hongo necrétrofo (Fig. 17a). Para investigar los mecanismos involucrados en esta interaccién
compatible, analizamos la expresion de los genes de defensa NbPR-1, NbPR-2 y NbPR-3 que
son parte de las respuestas de defensa tempranas y tienen una funcién relevante al limitar la
entrada, crecimiento y dispersion del patdgeno. El patrén de expresidon de estos genes de
defensa en las hojas de plantas TRVSPT en respuesta a la infeccion por el hongo mostré
importantes alteraciones en comparacién con las hojas TRV (Fig. 17b). La resistencia
comprometida de las plantas TRVSPT contra A. alternata f. sp. lycopersici correlacioné con
niveles menores de los transcritos NbPR-2 y NbPR-3 (Fig. 17b). La produccién de enzimas
capaces de degradar la pared celular de hongos (3-1,3-glucanasas y quitinasas codificadas por
NbPR-2 y NbPR-3, respectivamente) y el tiempo en que se activa este mecanismo de defensa
es un componente importante de la respuesta de defensa. Su papel en la respuesta inmune de
las plantas ha sido demostrado por la mayor resistencia y retraso en los sintomas de infeccion
por hongos en plantas transgénicas que las sobreexpresan (Jach et al., 1995; Dana et al., 2006).
Mas aun, experimentos in vitro e in vivo han demostrado que el efecto antifungico de las
proteinas PR-2 y PR-3 es sinérgico cuando ambas enzimas estan presentes (Lawrence et al.,

1996).

La expresion constitutiva del gen NbPR-1 inducida por la acumulacion de SA en las plantas
TRVSPT (apenas observada bajo las condiciones de RT-PCR semi-cuantitativo) posiblemente
permitié una induccion mas temprana ante la infecciéon por el hongo, en comparacién con las
plantas TRV (Fig. 17b). Esta activacion constitutiva de la via dependiente del SA en las plantas
TRVSPT podria ser crucial en la susceptibilidad a A. alternata f. sp. lycopersici dado que las
fitohormonas tienen un papel central en la determinacion de las interacciones planta-patdgeno
(Spoel & Dong, 2008; Pieterse et al., 2009; 2012; Robert-Seilaniantz et al., 2011; Verma et al.,
2016; Li et al,, 2019). En los modelos de integracién de sefales entre las fitohormonas para la
respuesta inmune de las plantas, el JA'y el ET trabajan en conjunto para resistir a patégenos
necrotrofos, mientras que el SA generalmente los suprime o antagoniza (Spoel et al.,, 2007;
Koorneef et al., 2008; Ledn-Reyes et al., 2009, 2010; El Oirdi et al., 2011; Verma et al., 2016; Li et
al., 2019). En este sentido es posible que las SAMs actien como efectores que promueven la

elevacion de LCBs para inducir la muerte de sus hospederos, y para activar de manera sostenida
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la via dependiente del SA para antagonizar o suprimir los mecanismos de defensa efectivos
mediados por otras fitohormonas, como el JA (Collemare et al., 2019). La activacion de la via
del SA en Arabidopis (tanto por estrés bidtico como por tratamiento exégeno) provoca que
sean mas susceptibles a Alternaria brassicicola, exhibiendo severos sintomas de infeccién.
También presentan una fuerte expresion de PR-1 y una reduccidn en la expresién del gen
PDF1.2 que es inducido por JA (Spoel et al., 2007). La aplicacion de SA a bajas concentraciones
(1 - 10 puM) es suficiente para activar un rapido y duradero efecto antagonico en genes de
defensa regulados por JA (Koorneef et al., 2008). Esto también ocurre en solanaceas pues el
pretratamiento de hojas de jitomate con SA (50 uM) incrementa la infeccion por Botrytis cinerea
y reduce significativamente la expresion de los genes de defensa PI-I'y PI-Il regulados por JA.
Por otra parte, cepas agresivas de B. cinerea secretan un exopolisacarido que promueve una
elevacion de SA en el hospedero para suprimir la via dependiente de JA requerida para
resistencia (El Oirdi et al., 2011). Es posible que en las plantas TRVSPT la activacién constitutiva
de la via del SA suprima la respuesta de defensa mediada por JA como se encontr6 con los
niveles del transcrito NbLOX (Fig. 18). Se ha demostrado que tanto el JA como el ET estan
involucrados en la muerte celular inducida por A. alternata f. sp. lycopersici en jitomate (Egusa
et al,, 2009; Zhang et al., 2011), asi como en la muerte celular inducida en Arabidopsis y jitomate
por la FB1 y toxina AAL, respectivamente (Asai et al., 2000; Gechev et al., 2004; Mase et al.,
2012), pero todavia se desconocen los mecanismos de sefalizacion que relacionan a los

esfingolipidos con las fitohormonas.

En Arabidopsis las modificaciones del contenido de esfingolipidos afectan su respuesta de
defensa contra patégenos necrétrofos y hemibiotrofos. La mutante Atdpl1 (deficiente en la
esfinganina-1-fosfato liasa que regula la homeostasis entre LCBs y sus derivados fosforilados,
LCBPs) exhibe mayor tolerancia al hongo necrotrofo Botrytis cinerea, pero es susceptible a la
bacteria hemibidtrofa Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst), comparada con plantas silvestres
(Magnin-Robert et al. 2015). La mutante Atdpl1 es indistinguible de plantas silvestres bajo
condiciones normales de crecimiento y el contenido de esfingolipidos es muy similar entre ellas,
la Unica diferencia es que Atdpl1 acumula fitoesfingenina-1-fosfato (t18:1-P, aprox. 5 veces) y

es hipersensible a la FB1 (Tsegaye et al., 2007). La infeccidn por B. cinerea provoca acumulacion
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de ceramidas y LCBs en plantas silvestres, mientras que la mutante Atdpl7 acumula méas LCBPs
(t18:0-P y t18:1-P) y menos ceramidas y LCBs. En respuesta a Pst la t18:0-P se acumula en
mayores niveles en Atdpl1 en comparacion con las plantas silvestres. Un aspecto relevante es
que la mutante Atdpl1 presenta menor muerte celular en respuesta a ambos patégenos. Los
niveles de SA son similares en ambas plantas, independientemente del patdgeno, pero su via
de sefalizaciéon es reprimida en la mutante AtdplT ante la infeccion por Pst. En contraste, la
infeccion por ambos patégenos induce mayor acumulacion de JA con la consecuente expresion
de genes de defensa dependientes de JA en la mutante Atdpl7 (Magnin-Robert et al,, 2015). La
disminucion de la muerte celular y los altos niveles de JA podrian ser la razdn de que la mutante
Atdpl1 sea mas tolerante a B. cinerea pero mas susceptible a Pst. Ademas, el tratamiento con
t18:0-P exdgena a plantas silvestres redujo la muerte celular inducida por ambos patégenos,
por lo que esta LCBP podria ser esencial para modular la muerte celular y la resistencia de las
plantas contra patégenos (Magnin-Robert et al.,, 2015). Por ultimo, una evidencia adicional de
la importancia en la homeostasis de LCBs/LCBPs en la activacion de respuestas de defensa
dependientes de SA y JA es que plantas de Arabidopsis que sobreexpresan a la esfingosina
cinasa (SPHK1) acumulan mas SA en respuesta a la FB1, mientras que la supresion de la SPHK1
disminuye la sintesis de SA pero promueve la sintesis de JA y la expresién de sus genes de

defensa (Qin et al.,, 2017).

Es muy probable que las complejas interacciones entre distintas fitohormonas participen
en la susceptibilidad de las plantas de N. benthamiana TRVSPT al hongo necrétrofo A. alternata
f. sp. lycopersici, y se requieren investigaciones futuras para determinar si los niveles elevados
de SA en estas plantas antagonizan la respuesta defensa mediada por JA/ET y otras
fitohormonas. Asimismo, es importante identificar a los componentes de la via de sefalizacidn
que transducen la sefial de los esfingolipidos para la activacién de la respuesta de defensa

contra patogenos.
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Figura 19. Modelo experimental. La interrupcion de la biosintesis de novo de los esfingolipidos
en N. benthamiana por dos distintas estrategias (VIGS de la SPT y la exposicion de plantulas a
FB1) incrementa los niveles de LCBs dihidroxiladas como la esfinganina. Las LCBs actian como
moléculas de sefializacion que inducen la activacion de la via de sefalizacion del SA. Los
posibles mediadores de la sefalizacién de LCBs con el SA que se han reportado son el Ca**
EROs, MPK6 y 6xido nitrico (NO). El aumento en los niveles de SA es percibido por el receptor
NPR1 que cambia a su forma monomérica e ingresa al nucleo para activar la expresién de genes
de defensa dependientes de SA, entre ellos PR-1. En cambio, NPR1 en su forma oligomérica en
el citosol suprime la sefializacion que activa la expresion de genes de defensa dependientes de
JA que confieren resistencia a patdgenos necrétrofos. La glutarredoxina GRX480 es otro
regulador del antagonismo del SA/JA que bloquea la expresién de los genes ORA59 y PDF1.2.
Por ultimo, el incremento en los niveles de SA también provoca muerte celular, condicién que
favorece la proliferacion y desarrollo de A. alternata f. sp. lycopersici.
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Analisis de Impacto.

Se aprovecha el periodo de tiempo transcurrido entre la publicacion del articulo original
de investigacion (2013) y la presentacion de este documento (2020) para evaluar el impacto del
trabajo en términos de citas en la literatura cientifica. El articulo (Rivas San Vicente et al., 2013)
ha sido citado 14 ocasiones (excluyendo autocitas) desde su publicacion (Anexo G). Cuatro de
estas citas corresponden a articulos de revisién especializados en la funcién de esfingolipidos
(3) y sobre acido salicilico (1). Dos de las citas son articulos originales de investigacion sobre la
actividad biolégica de la fumonisina B1. Otras cuatro citas corresponden a articulos originales
en los que resaltan el uso de N. benthamiana como modelo para estudiar interacciones planta

— patdgeno y/o el empleo de VIGS para analisis funcional de genes.

Begum et al. (2016) reportan la caracterizacién del gen LCB2 de arroz y analisis funcional
por sobreexpresiéon en plantas de Arabidopsis que tienen niveles incrementados de
fitoesfingosina (LCB trihidroxilada), y fitoceramida. Esto se asocid con niveles mayores de
calosa, ceras en las hojas y resistencia a ataque por insectos. En estas plantas ocurre induccién

de genes de defensa asociados a la via de SA.

Finalmente, Magnin-Robert et al. (2015) a través del analisis de una mutante de Arabidopsis
en el gen DPL1 (liasa de dihidroesfingosina-1-fosfato) que regula el balance entre LCBs
fosforiladas y no fosforiladas, encontraron que los esfingolipidos tienen una funcién relevante
en la respuesta de defensa de la planta contra patégenos necrétrofos. Establecieron la conexién

entre la sefalizacidon por jasmonato, la muerte celular y el metabolismo de esfingolipidos.
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VIiIl. CONCLUSIONES.

El trabajo presentado demuestra que la alteracién en la biosintesis de novo de los
esfingolipidos en N. benthamiana por el silenciamiento de la SPT provoca elevaciones en los
niveles de distintas LCBs, activa la via de sefalizacion dependiente del SA y confiere
susceptibilidad al hongo necrotrofo Alternaria alternata f. sp. lycopersi. En este contexto, las
SAMs producidas por Fusarium verticillioides y A. alternata f. sp. lycopersici podrian tener una
doble funcién: la interrupcion del metabolismo esfingoideo para elevar las LCBs e inducir
muerte celular, y a la vez activar de manera sostenida la via dependiente del SA con la finalidad
de suprimir la respuesta de defensa dependiente de otras fitohormonas como JA y ET. Asi,

ambas estrategias asegurarian una invasion exitosa del hospedero.

IX. PERSPECTIVAS.

e Comparar los niveles de LCBs durante la respuesta de defensa de plantas TRV y TRVSPT
contra A. alternata f. sp. lycopersici.

e Determinar si los niveles de SA en las plantas TRV y TRVSPT cambian ante la infeccién por
A. alternata f. sp. lycopersici.

e Analizar la importancia de la via del SA en la susceptibilidad de las plantas de N.
benthamiana TRVSPT a A. alternata f. sp. lycopersici, comparando su respuesta con plantas
transgénicas nahG (incapaces de acumular SA), silenciadas con la construccion TRVSPT e
inoculadas con el hongo necroétrofo.

e Evaluar la potencial supresion de respuestas de defensa dependientes de JA y ET en las
plantas TRVSPT mediante la cuantificacion de los niveles de JA y el analisis de la expresion
de genes de defensa inducidos por JA/ET.

e Analizar con detalle el fenotipo del desarrollo gametofitico en N. benthamiana TRVSPT.
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Xl. ANEXOS

Anexo A. Secuencias de cebadores usados para la construccién de vectores virales y ensayos

de RT-PCR semicuantitativos.

Cebadores Fw (5'-3") Rv (5'-3')

LCB2_1069 CATACTTGACCGCCTTGACA AATTCGAGCCAGCTTCTGAG
LCB2_602 CATACTTGACCGCCTTGACA AGACCCTCGAGCACCATTTA
LCB2_256 GGGAGTCTGTGAGCTCTTGG AATTCGAGCCAGCTTCTGAG
LCB2-BamHI"  CGGGATCCCGCATACTTGACCGCCT

LCB2-HindlIl" CCCAAGCTTGGGAGACCCTCGAGCACC
TRV GCTGCTAGTTCATCTGCAC GCACGGATCTACTTAAAGAAC
TRV_Mp CAAATCTAGGGGCCATTGAA GGCGCCTAGTCGAATCAGTA
TRV_Cp TTGGGTGGAATCAGTTTCGT TCTTCCAAAGTCGAGCCAGT
NbPR-1 ATGCGCAAAATTATGCTTCC CCTAGCACATCCAACACGAA
NbPR-2 GCTGCCCTTGTACTTGTTGG TACTATCTTTGGGCGGGTTG
NbPR-3 GCCAATTCCTTTCCTGGTTT ATCTTCCACTGCGTCATTCC
NbLOX CACCAACTCGTCAACCACTG AAACTGCATATTCGGGATCG
NbEF1a ACCCTGACAAGATCCCCTTT GGAGTTGGAAGCAACAAACC
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG

"Usados para la clonacién direccionada en el vector viral pTV:00.
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Anexo B. Composicion del medio nutritivo para A. tumefaciens C58C1, soluciones y

antibidticos usados para el VIGS de la SPT.

Medio nutritivo para Agrobacterium tumefaciens C58C1

Se disolvieron los siguientes compuestos en 250 mL de agua desionizada en el siguiente

orden:
MgS04.7H20 0.075¢g
Sacarosa 259
Caseina 19
Extracto de levadura 19
K2HPO4 0.5g

El medio nutritivo se esterilizd durante 15 min en autoclave, se enfrié a temperatura

ambiente y se almacend a 4°C.

Antibioticos de seleccion

En tubos eppendorf de 1.5 mL estériles se prepararé 1 mL de kanamicina y tetraciclina

(20mg/mL) con agua desionizada estéril y se almacenaron a -20°C.

Acetosiringona 100 mM

Se prepar6 1 mL disolviéndola en DMSO (dimetil sulfoxido) y se almacend a 4°C

protegida de la luz (fotosensible).
MgCl> 1 M y MES (acido 2-morfolino etano sulfénico) 250 mM pH 5.8

Se prepararon 50 mL de cada solucion, el MgCl, 1 M se esterilizé en autoclave durante 15

min, y el MES 250 mM pH 5.8 por filtracion.
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Anexo C. Comparacion de las regiones del cDNA de LCB2 usadas para el VIGS de la SPT en

Nicotiana benthamiana.

No. acceso Vector Fragmento de cDNA usado Referencia
GenBank viral
EU117119 PVX 899-1202 Gan et al,, 2009
(303 bases del extremo C-terminal)
AB378334 TRV 1-527 (extremo N-terminal) Takahashi et al., 2009b
AM902524 TRV 34-636 Rivas et al., 2013
(602 bases del extremo N-terminal) (Anexo F)
1 80
NbLCB2 Gan

NbLCBZ2 Takah
NbLCB2 Rivas
Consensus

NbLCBZ2 Gan
NbLCBZ2 Takah
NbLCBZ2 Rivas
Consensus

NbLCBZ2 Gan
NbLCBZ2 Takah
NbLCB2 Rivas
Consensus

NbLCB2 Gan
NbLCBZ2 Takah
NbLCB2 Rivas
Consensus

NbLCB2 Gan
NbLCBZ2 Takah
NbLCB2 Rivas
Consensus

NbLCB2 Gan
NbLCB2 Takah
NbLCB2 Rivas
Consensus

NbLCB2 Gan
NbLCB2 Takah
NbLCB2 Rivas
Consensus

NbLCB2 Gan
NbLCB2 Takah
NbLCB2 Rivas
Consensus

NbLCB2 Gan
NbLCB2 Takah
NbLCB2 Rivas
Consensus

NbLCB2 Gan
NbLCB2 Takah
NbLCB2 Rivas
Consensus

TGTCCTTTCT CCACTCTCTC TTTCTCTCTC TTCCTTTTTC TCTCTCATCA GAGCTCTCGG ATTCTGCTTA TTCAGATCCG

AT GATCACCATT CCATATTTGA CCGCCTTGAC AACTTACTTC AGCTATGGCC TGCTCTTCGC CTTTGGCCAA
ATCCAAAT)

ACTTACTTC AGCTATGGCC TGCTCTTCGC CTTTGGCCAA

........ at gatcaccatt ccatatttga ccgccttgac aACTTACTTC AGCTATGGCC TGCTCTTCGC CTTTGGCCAA

240

TTCCGTGATT TCTTCAGAAA AATCTTTGAT TGGTGGAGGC CACGCAATCT TCAGGGATAT GCTCCGATCT GCTTAGGACT

TTCCGTGATT TCTTCAGAAA AATCTTTGAT TGGTGGAAGG CCAGCAATCT TCAGGGATAT GCTCCGATCT GCTTAGGACT
TTCCGTGATT TCTTCAGAAA AATCTTTGAT TGGTGGAaGg CcaGCAATCT TCAGGGATAT GCTCCGATCT GCTTAGGACT
241 320
TGAAGATTTC TACATCCGCC GATTGTATCA TCGCATTCAG GATTGTTTTG GACGGCCAAT ATGTAGTCCT CCTGATGCTT

TGAAGATTTC TACATCCGTC GATTGTATCA TCGCATTCAG GATTGTTTTG GACGGCCAAT ATGTAGTCCT CCTGATGCTT
TGAAGATTTC TACATCCGtC GATTGTATCA TCGCATTCAG GATTGTTTTG GACGGCCAAT ATGTAGTCCT CCTGATGCTT
321 400
GGTTCGATGT GGTGGAGCGT GTGTCCAATG ACAATAACAA GACACTAAAG CGGACCACAA AAGTTTCAAG GTGCCTAAAC

GGTTCGATGT GGTGGAGCGT GTGTCCAATG ACAATAACAA GACACTAAAG CGGACCACAA AAGTTTCAAG GTGCCTAAAC
GGTTCGATGT GGTGGAGCGT GTGTCCAATG ACAATAACAA GACACTAAAG CGGACCACAA AAGTTTCAAG GTGCCTAAAC
401 480
TTGGGTTCAT ACAATTACCT TGGTTTTGCT GCATCTGATG AATATTGTAC ACCTCGTGTC ATTGAGTCTT TGAAAAAGTT

TTGGGTTCAT ACAATTACCT TGGTTTTGCT GCATCTGATG AATATTGTAC ACCTCGCGTC ATTGAGTCTT TGAAAAAGTT
TTGGGTTCAT ACAATTACCT TGGTTTTGCT GCATCTGATG AATATTGTAC ACCTCGcGTC ATTGAGTCTT TGAAAAAGTT
481 560
TTCTGCAAGC ACTTGCAGTG CCCGAGTAGA CGGAGGTACC ACAAGCATCC ATACGGAATT GGAAGAATGT GTGGCTAATT

TTCTGCAAGC ACTTGCAGTG CCTGTGTAGA CGGAGGTACC ACAAGCATCC ATATGGAATT

TTCTGCAAGC ACTTGCAGTG CCcGtGTAGA CGGAGGTACC ACAAGCATCC ATAtGGAATT

561

TTGTTGGCAA GCCAGCTGCC ATCGTTACAG GCATGGGTTA TGTAACAAAT TCAGCCATAC
CATAC

TCAGCCATAC

TCAGCCATAC

GGAAGAATGT
GGAAGAATGT

GTGGCTAATT
GTGGCTAATT
640
GATTGGGAAG
GATTGGGAAG
GATTGGGAAG
GATTGGGAAG
720
CTATTCGTGT
CTATTCGTGT
CTATTCGTGT
CTATTCGTGT
800
ACACACAGGC
ACACACAGGC
ACACACAGGC
ACACACAGGC

TTCCTGTTTT
TTCCTGTTTT
TTCCTGTTTT
TTCCTGTTTT

TTGTTGGCAA
TTGTTGGCAA
641

GGAGGTTTGA
GGAGGTTTGA
GGAGGTTTGA
GGAGGTTTGA
721

TTTTCAACAT
TTTTCAACAT
TTTTCAACAT
TTTTCAACAT

GCCAGCTGCC
GCCAGCTGCC

ATCGTTACAG
ATCGTTACAG

GCATGGGTTA
GCATGGGTTA

TGTAACAAAT
TGTAACAAAT

TTATCAGCGA
TTATCAGCGA
TTATCAGCGA
TTATCAGCGA

CTCTCTCAAC
CTCTCTCAAC
CTCTCTCAAC
CTCTCTCAAC

CACAACTCTA
CACAACTCTA
CACAACTCTA
CACAACTCTA

TTGTAAATGG
TTGTAAATGG
TTGTAAATGG
TTGTAAATGG

TGCTCGAGGG
TGCTCGAGGG
TGCTCGAGGG
TGCTCGAGGG

TCTGGAGCTA
TCTGGAGCTA
TCTGGAGCTA
TCTGGAGCTA

AACACACCTT
AATACACCTT
AATACACCTT
AAtACACCTT

CTCACTTGGA
CGCACTTGGA
CGCACTTGGA
CgCACTTGGA

GAAGGTTTTA
GAAGGTTTTA
GAAGGTTTTA
GAAGGTTTTA

AGAGAACATA
AGAGAACATA
AGAGAACATA
AGAGAACATA

TTGCTGAGGG
TTGCTGAGGG
TTGCTGAGGG
TTGCTGAGGG

ACAACCCAGA
ACAACCCAGA
ACAACCCAGA
ACAACCCAGA
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801 880
NbLCB2 Gan CGTGGAAGAA GATAGTTGTT ATAGTGGAGG GCATATACAG CATGGAAGGG GAGCTATGCC AGCTTCCGGA GATTGTTGCC
NbLCB2_Takah CGTGGAAGAA GATAATTGTT ATAGTGGAGG GCATATACAG CATGGAAGGG GAGCTATGCC AGCTTCCGGA GATTGTTGCT
NbLCB2 Rivas CGTGGAAGAA GATAATTGTT ATAGTGGAGG GCATATACAG CATGGAAGGG GAGCTATGCC AGCTTCCGGA GATTGTTGCT

Consensus CGTGGAAGAA GATAaTTGTT ATAGTGGAGG GCATATACAG CATGGAAGGG GAGCTATGCC AGCTTCCGGA GATTGTTGCt
881 960
NbLCB2 Gan ATATGCAAGA AATACAAGGC ATATGTTTAT TTGGACGAGG CTCACAGCAT TGGAGCTGTT GGAAAAACAG GAAGGGGGGT

NbLCB2 _Takah ATATGCAAGA AATACAAGGC ATATGTTTAT TTGGATGAGG CTCACAGCAT TGGAGCTGTT GGAAAAACAG GAAGGGGGGT
NbLCB2 Rivas ATATGCAAGA AATACAAGGC ATATGTTTAT TTGGATGAGG CTCACAGCAT TGGAGCTGTT GGAAAAACAG GAAGGGGGGT

Consensus ATATGCAAGA AATACAAGGC ATATGTTTAT TTGGAtGAGG CTCACAGCAT TGGAGCTGTT GGAAAAACAG GAAGGGGGGT
961 1040
NbLCB2 Gan CTGTGAGCTC TTGGGAGTTG ACAC

NbLCB2 _Takah CTGTGAGCTC TTGGGAGTTG ACACGGCTGA TGTGGACATT ATGATGGGAA CTTTCACAAA GTCATTTGGT TCATGTGGGG
NbLCB2 Rivas CTGTGAGCTC TTGGGAGTTG ACACGGCTGA TGTGGACATT ATGATGGGAA CTTTCACAAA GTCATTTGGT TCATGTGGGG
Consensus CTGTGAGCTC TTGGGAGTTG ACACGGCTGA TGTGGACATT ATGATGGGAA CTTTCACAAA GTCATTTGGT TCATGTGGGG
1041 1120
NbLCB2 Gan
NbLCB2 Takah GTTATATTGC TGGATCCAAA GAACTTATTG AATTTTTGAA GCACACTTGC CCAGCTCATC TGTATGCCAC ATCAATATCA
NbLCB2 Rivas GTTATATTGC TGGATCCAAA GAACTTATTG AATTTTTGAA GCACACTTGC CCAGCTCATC TGTATGCCAC ATCAATATCA
Consensus GTTATATTGC TGGATCCAAA GAACTTATTG AATTTTTGAA GCACACTTGC CCAGCTCATC TGTATGCCAC ATCAATATCA
1121 1200
NbLCB2 Gan
NbLCB2 Takah CCTCCAGCTG CCCAACAAAT CATTTCTGCT ATCAAGGTTA TACTTGGTGA AGATGGTTCT AGTAGAGGGG CTCAGAAACT
NbLCB2 Rivas CCTCCAGCTG CCCAACAAAT CATTTCTGCT ATCAAGGTTA TACTTGGTGA AGATGGTTCT AGTAGAGGGG
Consensus CCTCCAGCTG CCCAACAAAT CATTTCTGCT ATCAAGGTTA TACTTGGTGA AGATGGTTCT AGTAGAGGGG ctcagaaact
1201 1280
NbLCBZ2 Gan
NbLCB2 Takah TGCACGCATT CGTGAAAATA GCAATTTTTT CCGATCAGAA CTGCAGAAGA TGGGTTTTGA AGTCCTTGGG GACAATGATT
NbLCB2 Rivas
Consensus .gcacgcatt cgtgaaaata gcaatttttt ccgatcagaa ctgcagaaga tgggttttga agtccttggg gacaatgatt
1281 1360
NbLCB2 Gan [EFEETETGAT GCCCATCATG CTCTACAATC CTGCAAAAAT ACCTGCTTTT TCACGGGAAT GTCTCAAACA GAATGTGGCC
NbLCB2 Takah CTCCTGTGAT GCCCATCATG CTCTACAATC CTGCAAAAAT ACCTGCTTTT TCACGGGAAT GTCTCAAACA GAATGTGGCC
NbLCB2 Rivas

Consensus ctcctgtgat gcccatcatg ctctacaatc ctgcaaaaat acctgctttt tcacgggaat gtctcaaaca gaatgtggcc
1361 1440
NbLCB2 Gan GTAGTGATTG TTGGTTTTCC AGCAACCCCT TTACTTTTGG CCAGAGCACG CATATGTATT TCTGCTGCTC ACTCACGGGA

NbLCB2 Takah GTAGTGATTG TTGGTTTTCC AGCAACCCCT TTACTTTTGG CCAGAGCACG CATATGTATT TCTGCTGCTC ACTCACGGGA
NbLCB2 Rivas

Consensus gtagtgattg ttggttttcc agcaacccct ttacttttgg ccagagcacg catatgtatt tctgctgctc actcacggga
1441 1520
NbLCB2 Gan AGATCTTAAC AAAGCACTGG AGGTTATCAG CAGAGTTGGT GATCTAGTTG GCATAAAATA CTTCCCCGCT GAGCCCAAGA

NbLCB2 Takah AGATCTTAAC AAAGCACTGG AGGTTATCAG CAGAGTTGGT GATCTAGTTG GCATAAAATA CTTCCCCGCT GAGCCCAAGA
NbLCB2 Riv

Consensus agatcttaac aaagcactgg aggttatcag cagagttggt gatctagttg gcataaaata cttccccgct gagcccaaga
1521 1600
NbLCBZ2 Gan AACAACAGCT TGAAGAAAAC AGAGTCAAGC TGGAATGA

NbLCB2 Takah AACAACAGCT AGAAGAAAAT AGAGTCAAGC TGGAATGATT ACTGTAGTTT TATTTTAGTT CTCCGAAGGA GTTTCCGAGC

NbLCB2 Rivas

Consensus aacaacagct .gaagaaaa. agagtcaagc tggaatga.. e eeeiiee tette et et et
1601 1651

NbLCB2 Gan

NbLCB2 Takah TGTTGTTTAT TGTTCATGTA TGATTTTGAA ATCCTTTGGA TATGATGTGT G

NbLCB2 Rivas

CONSENSUS 4 ittt it iis ttstsenens teeaeaanne tesenennn sannenennn

Figura 20. Secuencias reportadas en Genbank del cDNA de NbLCBZ2 indicando los fragmentos
empleados para el VIGS de la SPT.
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Anexo D. Movimiento sistémico del virus TRV durante el VIGS de la subunidad LCB2 de la

SPT en N. benthamiana.

wWT TRV TRVSPT
1 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 6 planta
LCB2_256
LCB2_1069 i - R
LCB2_602 g e —
TRV_Cp B S
TRV_Mp —_———— — — = — — — —
EF1a — e ———— - —

Figura 21. La replicacion y movimiento sistémico de TRV se confirmo a los 20 dias posteriores
a la agroinfiltracion por la expresion de las proteinas de la capside (TRV_Cp) y de movimiento
(TRV_Mp) en hojas no inoculadas. Con los cebadores LCB2_1069 y LCB2_256 que amplifican la
secuencia casi completa del cDNA de NbLCB2 o un fragmento de su extremo C-terminal,
respectivamente, se observo una eficiencia de silenciamiento aproximadamente del 50%. Sin
embargo, con los cebadores LCB2_602 se detecto la expresion de NbLCBZ2 y del inserto en el
RNA viral.
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Anexo E. Susceptibilidad de tallos de plantas de N. benthamiana TRVSPT a A. alternata f. sp.

lycopersict.

TRV TRVSPT

N W B

conidias/tallo (Log 10)

TRV TRVSPT

Figura 22. Desarrollo y proliferacién de Alternaria alternata f. sp. lycopersici en N. benthamiana
asociados al VIGS de la SPT. a) Fragmentos de tallos de plantas TRV y TRVSPT inoculados con
1x10° conidias y mantenidos en camaras himedas separadas a 22°C. Las fotografias fueron
tomadas a los 6 dpi. Los controles inoculados con agua estéril no desarrollaron sintomas de
infeccion (datos no mostrados). b) Analisis cuantitativo de la produccion de esporas. Para
colectar las conidias cada tallo fue transferido a un tubo eppendorf de 1.5 mL y se le afiadié 1
mL de agua, se agitd vigorosamente y posteriormente se hizo el conteo en un
hematocitometro. Los valores corresponden a la media de 40 piezas y son representativos de
dos ensayos independientes. El asterisco refiere diferencia significativa que fue calculada por la
prueba de comparacion de medias de Tukey (p<0.01) (Tomado de Larios-Zarate, 2012).
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Anexo F. Publicaciones derivadas durante los estudios de Doctorado.
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Abstract Sphingolipids play an important role in signal
transduction pathways that regulate physiological functions
and stress responses in eukaryotes. In plants, recent evi-
dence suggests that their metabolic precursors, the long-
chain bases (LCBs) act as bioactive molecules in the
immune response. Interestingly, the virulence of two
unrelated necrotrophic fungi, Fusarium verticillioides and
Alternaria alternata, which are pathogens of maize and
tomato plants, respectively, depends on the production of
sphinganine-analog mycotoxins (SAMs). These metabo-
lites inhibit de novo synthesis of sphingolipids in their
hosts causing accumulation of LCBs, which are key regu-
lators of programmed cell death. Therefore, to gain more
insight into the role of sphingolipids in plant immunity
against SAM-producing necrotrophic fungi, we disrupted
sphingolipid metabolism in Nicotiana benthamiana
through virus-induced gene silencing (VIGS) of the serine
palmitoyltransfersase (SPT). This enzyme catalyzes the
first reaction in LCB synthesis. VIGS of SPT profoundly
affected N. benthamiana development as well as LCB
composition of sphingolipids. While total levels of phyto-
sphingosine decreased, sphinganine and sphingosine levels
increased in SPT-silenced plants, compared with control
plants. Plant immunity was also affected as silenced plants
accumulated salicylic acid (SA), constitutively expressed
the SA-inducible NbPR-I gene and showed increased
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susceptibility to the necrotroph A. alternata f. sp. lyco-
persici. In contrast, expression of NbPR-2 and NbPR-3
genes was delayed in silenced plants upon fungal infection.
Our results strongly suggest that LCBs modulate the SA-
dependent responses and provide a working model of the
potential role of SAMs from necrotrophic fungi to disrupt
the plant host response to foster colonization.

Keywords Fumonisin - Long-chain bases - Plant
immunity - Serine palmitoyltransferase -
Sphinganine-analog mycotoxins

Abbreviations

SPT Serine palmitoyltransferase
LCB Long-chain base

d18:0 Sphinganine

d18:1(A4) Sphingosine

t18:0 Phytosphingosine

SAMs Sphinganine-analog mycotoxins
FB1 Fumonisin B1

JA Jasmonic acid

PCD Programmed cell death
VIGS Virus-induced gene silencing
PR Pathogenesis-related

SA Salicylic acid

Introduction

Long-chain bases (LCBs) are metabolic precursors of
complex sphingolipids, whose predominant forms in plants
are C18 aminoalcohols differing by modifications at C4
(E-desaturation, hydroxylation) and at C8 (E/Z-desaturation).
Biosynthesis of LCBs involves the condensation between
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L-serine and palmitoyl-CoA in a reaction catalyzed by the
serine palmitoyltransferase (SPT), a heterodimeric enzyme
composed of two subunits named LCB1 and LCB2. The
first LCB produced in plants is sphinganine, which is fully
saturated and contains two hydroxyl groups. Sphinganine
can be further modified by the addition of a hydroxyl group
at C4 to yield phytosphingosine, and/or by introduction of
double bonds at C4 and C8 to produce other LCBs (Lynch
and Dunn 2004; Chen et al. 2009).

LCBs play prominent roles in signal transduction path-
ways regulating many aspects of plant development
including cell growth, proliferation, differentiation, and
cell death (Worrall et al. 2003; Sperling and Heinz 2003;
Chen et al. 2006, 2008; Shi et al. 2007; Dietrich et al. 2008;
Teng et al. 2008; Saucedo-Garcia et al. 2011), as well as
responses to abiotic (Ng et al. 2001; Coursol et al. 2003;
Chen et al. 2012; Dutilleul et al. 2012) and biotic stress
(Koga et al. 1998; Suharsono et al. 2002; Wang et al. 2008;
Takahashi et al. 2009; Peer et al. 2010).

The relevance of sphingolipids in plant immunity has
been known for some time but in recent years there have
been major breakthroughs. Sphingolipids from the fungal
pathogen Magnaporthe grisea induced phytoalexin accu-
mulation, cell death, and increased resistance to infection in
rice cells (Koga et al. 1998). In this sphingolipid-mediated
response, a heterotrimeric G protein and the small GTPase
OsRacl activate the OsMAPKG6 transduction pathway
(Suharsono et al. 2002; Lieberherr et al. 2005). In Nicotiana
benthamiana, sphingolipid biosynthesis is crucial at early
stages of the resistance defense response as evidenced by
the fact that the gene for the SPT LCB2 subunit is strongly
induced upon infection with the non-host pathogen Pseu-
domonas cichorii, but only a minor and transient induction
is observed in response to the host pathogen P. syringae pv.
tabaci (Takahashi et al. 2009). In Arabidopsis leaves
inoculated with P. syringae a higher and sustained increase
of phytosphingosine levels occurs in an incompatible
interaction that leads to resistance, as compared with the
compatible one (Peer et al. 2010). This body of evidence
suggests that LCBs are early transducers required for
plants’ immune response. Under this new role for sphin-
golipids, it is relevant to analyze the cases of two unrelated
genera of necrotrophic fungi, Fusarium verticillioides and
Alternaria alternata f. sp. lycopersici, which have evolved
to produce sphinganine-analog mycotoxins (SAMs) that
disrupt sphingolipid biosynthesis (Gilchrist and Grogan
1976; Desjardins et al. 1995; Akamatsu et al. 1997).

Alternaria alternata f. sp. lycopersici is the causal agent
of tomato stem canker, and it can also infect leaves, stems,
and fruits (Gilchrist and Grogan 1976). F. verticillioides is
a non-obligate plant pathogen commonly associated with
maize, causing root, stalk, and ear rot (Kommedahl and
Windels 1981). The role of SAM production in
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pathogenicity has been demonstrated for both pathogens
[reviewed by Sanchez-Rangel and Plasencia (2010)]. When
a Fusarium musae strain that neither colonizes maize nor
produces SAMs is transformed with the entire FUM cluster
responsible for FB1 production, it synthesizes the toxin and
infects maize seedlings (Glenn et al. 2008). A. alternata f.
sp. lycopersici pathogenicity depends on the production of
another SAM, the AAL-toxin, to infect susceptible tomato
plants (Gilchrist and Grogan 1976; Akamatsu et al. 1997).

SAMs competitively inhibit ceramide synthase activity
in distinct plant species including Arabidopsis, causing
significant accumulation of LCBs which in turn induces
programmed cell death (PCD) (Abbas et al. 1994; Spassi-
eva et al. 2002; Shi et al. 2007; Saucedo-Garcia et al.
2011). SAM-induced PCD in Arabidopsis resembles the
hypersensitive response (HR) triggered in plant cells at the
site of pathogen infection, which includes ROS accumu-
lation, callose deposition, and a dose-dependent induction
of defense-related gene expression (Stone et al. 2000;
Gechev et al. 2004). Hypersensitive cell death is an
effective defense response against biotrophic pathogens
that derive nutrients from living host tissues, but not
against necrotrophic pathogens as they benefit from host
cell death (Glazebrook 2005).

The activation of effective defense responses against
biotrophs and necrotrophs is finely regulated by phyto-
hormones (Glazebrook 2005; Spoel and Dong 2008;
Pieterse et al. 2009, 2012). Upon pathogen attack, the
phytohormone concentration and/or sensitivity change
depending mainly on the lifestyle and infection strategy of
the invading pathogen. Salicylic acid (SA), jasmonic acid
(JA), and ethylene (ET) are considered the primary signals
in the regulation of the plant defense response. The SA-
dependent pathway is typically effective against biotrophic
pathogens, whereas the JA-/ET-dependent pathways
counteract necrotrophic pathogens (Glazebrook 2005).
Mostly, these signaling pathways cross-communicate in an
antagonistic or synergistic manner, activating a specific set
of defense-related genes that eventually determine the
outcome of the immune response (Pieterse et al. 2012).
Interestingly, some evidence suggests an association
between sphingolipid-mediated signaling and phytohor-
mones in plant immunity. The FB1-induced PCD in Ara-
bidopsis is accompanied by the induction of JA-, ET-, and
SA-dependent genes (Asai et al. 2000; Stone et al. 2000).
Likewise, AAL-toxin-induced PCD in tomato also requires
the JA and ET signaling pathways (Egusa et al. 2009;
Zhang et al. 2011; Mase et al. 2012).

In order to gain more insight into the role of sphingo-
lipids in the defense response against necrotrophs, we used
virus-induced gene silencing (VIGS) of SPT LCB2 subunit
to disrupt sphingolipid biosynthesis in N. benthamiana.
Silencing of SPT altered the cellular content of LCBs and
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provoked a notable increase in the total levels of sphin-
ganine and sphingosine, compared to control plants infil-
trated with the viral vector. LCB elevation caused SA
accumulation and constitutive expression of NbPR-1, the
canonical marker of SA signaling. Moreover, SPT-silenced
N. benthamiana plants became susceptible to Alternaria
alternata f. sp. lycopersici infection, which was associated
with an ameliorated expression of defense genes and pos-
sibly with the activation of SA-dependent responses. Our
results provide genetic and biochemical evidence that the
elevation of endogenous LCBs activates SA-dependent
responses, and suggest that SAMs role in fungal virulence
is to induce PCD, and possibly to subvert the signaling
pathways required for disease resistance.

Materials and methods
Plant materials and growth conditions

Nicotiana benthamiana plants were grown in plastic pots
containing a mixture of Sunshine Mix 4 and vermiculite
(2:1 ratio), in a glasshouse set at 25 °C day temperature
under natural photoperiod. For seedlings treatment with
FB1, sphinganine, or SA, N. benthamiana wild-type seeds
were surface-sterilized in 2.5 % sodium hypochlorite
containing 0.05 % Tween20, rinsed three times in sterile
water, and imbibed on GB-5 medium supplemented with
0.75 % sucrose and 0.8 % agar. Seeds were germinated
and grown for 10 days in a Lab-Line growth chamber at
22 °C under 8 h light/16 h dark cycle (GE lamps,
80 pmol m 2 s~ "). Seedlings were transferred to fresh
medium supplemented with 5 uM FB1, 25 pM sphinga-
nine, or 0.5 mM SA. Control seedlings were transferred to
GBS medium with 0.1 % methanol or 0.05 % ethanol, as
they were used to prepare stock solutions of SA and
sphinganine, respectively. Leaves were collected after 24
and 48 h, and immediately frozen in liquid nitrogen for
RNA extraction.

Chemicals

FB1, LCBs (phytosphingosine, sphinganine, and sphingo-
sine), and SA were purchased from Sigma Chemical
Company. A FBI stock solution (1 mM) was prepared in
water, a 50 mM solution of each LCB was prepared in
absolute ethanol, and a SA stock solution (125 mM) was
prepared in 50 % methanol. For HPLC analysis, HPLC-
grade solvents (J.T. Baker), and naphthalene-2,3-dicarb-
oxyaldehyde (NDA; Fluka) were employed. NDA stock
solution (20 mM) was prepared in acetonitrile. Stock
solutions were protected from light and stored at —20 °C,
except the FB1 stock solution that was stored at 4 °C.

VIGS of NbLCB?2

The TRV vector was kindly provided by Dr. David Baul-
combe from the Sainsbury Laboratory (Norwich, UK,
http://www.tsl.ac.uk). A 602-bp cDNA fragment of the
N-terminal region of NDLCB2 was amplified from total RNA
of N. benthamiana leaves with the LCB2_602 primers listed
in Supplementary Table S1. This fragment was cloned into
pGEM-T Easy vector (Promega), sequenced and reamplified
with the LCB2-BamHI and LCB2-HindIll primers. The
resulting product was digested with BamHI and HindIII and
cloned into the pTRV vector. The new plasmid was named
PTRVSPT. Agrobacterium tumefaciens strain C58C1 was
transformed with the pTRVSPT construct by electropora-
tion. Cultures of A. tumefaciens C58C1 containing pBIN-
TRAG6, pTRV, or pTRVSPT were used to infiltrate leaves of
N. benthamiana plants at 5-leaf stage using a needleless
syringe (Ratcliff et al. 2001). Plants were grown for 4 weeks
and evidence of gene silencing of NbLCB2 was obtained by
semi-quantitative RT-PCR using two different primer sets:
LCB2_1069 and LCB2_256. Viral replication and systemic
infection were confirmed with TRV_Cp and TRV_Mp prim-
ers. All primer sets used in this study are listed in Supple-
mentary Table S1.

Sphingolipids extraction and total LCBs quantification

Total LCBs from leaves of TRV and TRVSPT plants were
extracted following the method described by Markham et al.
(2006) and 1 nmol of d20:1 was used as internal standard per
sample. Approximately 15- to 20-leaf disk per plant were
employed so a representative sample was collected. Sphin-
golipids were hydrolyzed for 16 hat 110 °Cin 10 % barium
hydroxide. LCBs were extracted with 2 mL of diethylether
and the lipid extract was redissolved in 200 pL of ethanol.
NDA derivatization was accomplished by adding the fol-
lowing stock solutions: 140 pL of 25 mM sodium tetrabo-
rate buffer pH 9.5, 30 uL of 2.5 mM KCN, and 10 pL of
2.5 mM NDA. The tube was sealed with PTFE film and
heated at 60 °C for 20 min. LCBs were quantified based on
the recovery of the d20:1 standard. The HPLC system con-
sisted of a Shimadzu LC-10ADVP pump, a RF-10AXL
fluorescence detector, and a CR5A integrator. Derivatized
LCBs were separated in a SUPELCO Cl18 column
(15 cm x 4.6 mm, 5 pm) using 94 % acetonitrile as mobile
phase at a flow rate of 1.2 mL min~"'. Fluorescent deriva-
tives were monitored at A... of 419 nm and /., of 493 nm.

Alternaria sp. isolation and identification
Alternaria sp. was isolated from leaves of TRVSPT plants

showing disease symptoms. Briefly, the leaves were placed
on potato dextrose agar medium (PDA) and incubated for
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5 days at room temperature under fluorescent light. Fungal
colonies were transferred to PDA agar and incubated under
the same conditions for 5-7 days. A single-spore isolate
was obtained by preparing a spore suspension from the
PDA culture in 10 mL of sterile water and streaking a
loophole on water agar. The isolate was named A2SS and
the identification was based on its macroscopic and
microscopic characteristics. This was further confirmed by
comparative sequence-based identification using the
nuclear ribosomal internal transcribed spacer (ITS) region
(ITS1, 5.8S rRNA, and ITS2) located between the nuclear
small (18S) and large subunit (28S) rRNA genes.

DNA was obtained from the A2SS strain with DNAzol
reagent (Invitrogen) according to manufacturer’s instruc-
tions. The ITS was amplified with the universal primers
ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) and ITS5
(5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3'; White et al.
1990), and the 600-bp product was resolved and purified
from 2 % agarose gel for sequencing.

Pathogen inoculation

Alternaria sp. strains were grown on PDA for 2-3 weeks at
room temperature under fluorescent light. Spores were
collected in sterile water and the suspension was adjusted
to 1 x 10° conidia/mL by counting in a hemacytometer.
Detached leaves or stem pieces (2 cm length) of N. benth-
amiana TRV and TRVSPT plants were placed in a petri
dish with a sterile moist filter paper and inoculated with
10 pL of the conidial suspension, sealed with parafilm, and
incubated at 22 °C under 8 h light/16 h dark photoperiod
(GE lamps, 80 pmol m~2 s~ 1. Control tissues were inoc-
ulated with the same volume of sterile water. Disease
symptoms were recorded photographically. For spore
counting, stems were transferred to eppendorf tubes and
spores were released from the tissue by vigorous shaking in
1 mL water and counted in a hemacytometer.

Semi-quantitative RT-PCR analysis

Total RNA was extracted from 200 to 300 mg of leaf tissue
using TRIzol reagent (Invitrogen) according to the manu-
facturer’s instructions. Total RNA was calibrated spectro-
photmetrically and in an agarose gels using the 18S rRNA
band, and then 1 pg was used to synthesize the first-strand
cDNA with oligo(dT) primer and Improm-II™ reverse
transcriptase (Promega). PCR was performed with a dena-
turing temperature of 94 °C for 3 min, and annealing and
extension temperatures of 58 and 72 °C, respectively, for
40 s. To compare levels of each transcript, a systematic
analysis of primer concentration, total RNA amounts, and
number of amplification cycles were conducted. Calibration
curves with varying cycle number (22-32 cycles) were
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constructed to determine the proper number of cycles to
quantify each transcript (Supplementary Fig. S1). Transcript
levels of the eukaryotic elongation factor 1-alpha (NDEF o)
were used for normalization thus allowing a reproducible
analysis of the various transcripts within the three or four
replicates performed. The gene-specific primers used are
indicated in Supplementary Table S1. Densitometric analy-
sis of the PCR-generated fragments were analyzed and
quantified with the Quantity software (Bio-Rad).

SA extraction and quantification by HPLC

SA was extracted from leaves as described by Meuwly and
Métraux (1993) using o-anisic acid (0-ANI, 300 ng) as
internal standard. HPLC analysis was performed in the
equipment described above, setting fluorescence detection
wavelengths at 305 nm excitation/405 nm emission for SA,
and 305/365 for o-ANI. Dilutions of the extracts of free and
conjugated SA were prepared in mobile phase (40 % meth-
anol and 60 % water acidified with 4 % acetic acid), and
were resolved by isocratic elution with a flow rate of
1.2 mL min~". Under these HPLC conditions, SA eluted at
~ 10 min and o-ANI at 5 min. o-ANI recovery ranged from
46 to 74 %, and SA values were adjusted for yield losses.

Statistical analysis

Data was analyzed with the general linear model analysis
of variance and Tukey’s test to determine the statistical
significance at 0.05 and 0.01 probability using the Statis-
tix® software package.

Accession number

NbLCB2 cDNA sequence was deposited in GenBank/
EMBL databases (accession number AM902524).

Results

VIGS of N. benthamiana SPT LCB2 subunit
dramatically affected its vegetative and reproductive
development

A 1069-bp cDNA fragment of NbLCB2 (GenBank accession
no. AM902524) was used to subclone a 602-bp cDNA into
the TRV vector and the construct was named pTRVSPT
(Fig. 1a). N. benthamiana plants at 5-leaf stage were agro-
infiltrated with the empty TRV vector (as control) or
pTRVSPT construct. Four weeks later, non-silenced TRV-
infected control plants did not showed morphological dif-
ferences compared to not agroinfiltrated plants (not shown).
In contrast, TRVSPT infected plants developed dramatic
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changes in their phenotype, qualitatively similar to those
reported by Takahashi et al. (2009), such as significant
growth reduction (Fig. 1b, right) and abnormal leaf mor-
phology (Fig. 1c). TRVSPT plant leaves lost their typical
heart-shape and developed irregular morphology. Moreover,
a strong effect on flower development and morphology was
also observed as flowers of TRVSPT plants showed several
defects such as bending and shortening of the corolla tube,
alterations in the number, and shape of petals (Fig. 1d). Also

Fig. 1 VIGS of SPT LCB2 a

subunit in N. benthamiana.

a Scheme of NbLCB2 cDNA NbLCB2

and the region used to generate
the VIGS %onstruct pTRgVSPT. VIGS construct
The positions of the primer sets pTRVSPT
LCB2-256 and LCB2-1069 used
for RT-PCR analyzes are
marked by arrows. b VIGS
phenotype characterized by
growth restriction and
alterations in vegetative and
reproductive development. The
TRV (left) and TRVSPT plants
(right) were photographed

4 weeks after agroinfiltration.

¢ Morphological changes in
leaves of TRVSPT plants.

d Alterations in flower
development of TRVSPT
plants. e Spontaneous cell death
associated to SPT-silencing.

f Endogenous NbLCB2 mRNA
levels in the leaves of TRV and
TRVSPT plants. NbEF 1o
mRNA levels were used as
RNA loading control

Primer sets

NbLCB2_ 1069

NbLCB2_256
NbEFla

spontaneous cell death was observed by the presence of
necrotic areas on some leaves (Fig. le).

Efficiency of virus-induced SPT-silencing was evaluated
by semi-quantitative RT-PCR using the LCB2_256 and
LCB2_1069 primer sets (Fig. 1a). NbLCB2 transcript was
detected in TRV control plants and 20-50 % reduction was
typically observed in TRVSPT plants (Fig. 1f). Similar
levels of viral transcripts (coat and movement proteins)
were detected in control and SPT-silenced plants
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(Supplementary Fig. S2), confirming that viral infection
did not interfere with the phenotype and that morphological
changes were caused by the silencing of the SPT.

Effects of SPT-silencing on sphingolipid LCB
composition

Because SPT is the first enzyme in sphingolipid biosyn-
thesis (Gable et al. 2000; Breslow et al. 2010), we evalu-
ated the effect of LCB2 gene silencing on LCB
composition in N. benthamiana leaves 4 weeks after agr-
oinfiltration.  Phytosphingosine  (t18:0), sphingosine
(d18:1), and sphinganine (d18:0) were identified by the
retention time of the corresponding standards (Fig. 2).
Some other LCBs were detected as NDA derivatives of the
LCBs released by sphingolipid hydrolysis from TRV- and
SPT-silenced leaves (Supplementary Fig. 3, peaks 1-9).
LCB composition of TRV control leaves was similar to
those reported previously for other Solanacea, such as
tobacco and tomato, and also Arabidopsis (Sperling et al.
2005; Markham et al. 2006; Buré et al. 2011), in which
trihydroxylated LCBs such as phytosphingosine are more
abundant than the dihydroxylated LCBs sphinganine and
sphingosine (Fig. 2; Supplementary Fig. 3a, b). It is likely
that some LCBs detected but not identified (Supplementary
Fig. 3a, b) correspond to the isomers of 8-phytosphinge-
nine (t18:1-FE and t18:1-Z) that have been detected in
N. tabacum leaves under similar analytical conditions
(Sperling et al. 2005), or to the isomers of 4,8-sphingadi-
enine (d18:2-EE and d18:2-EZ) which were also detected
in tobacco leaves, cultured cells, and in tomato leaves

120 -
a
= | 1 TRV
o 1
L B TRVSPT
z 80 A -
o
~ 60
©
£
[ o 40 -
20 b i
a a
t18:0 dis:l d18:.0

Fig. 2 Total content (nmol g~' FW) of phytosphingosine (t18:0),
sphingosine (d18:1), and sphinganine (d18:0) in leaves of N. benth-
amiana TRV and TRVSPT plants 4 weeks after agroinfiltration.
A total of 15-20 leaf disks were collected from each plant and pooled
so values are expressed as the mean £ SD of four independent plants.
Different letters above each set of bars indicate a significant
difference (p < 0.01, Tukey’s test) in levels for the indicated LCB
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(Sperling et al. 2005; Markham et al. 2006; Buré et al.
2011).

Regarding TRVSPT leaves, the LCB profile was notably
altered as the levels of phytosphingosine and other LCBs
decreased (Fig. 2; Supplementary Fig. 3a), whereas the
abundance of sphinganine and sphingosine were consis-
tently found to be higher than in the TRV leaves (Fig. 2;
Supplementary Fig. 3b). In TRVSPT leaves phytosphin-
gosine levels were reduced by 50 %, whereas sphingosine
and sphinganine levels increased threefold and fourfold,
respectively, compared with TRV control leaves (Fig. 2).
A general decrease of LCBs was not observed as expected,
and importantly, the results revealed that SPT-silencing in
N. benthamiana had multiple effects on sphingolipid
metabolism, and that the abundance of bioactive LCBs can
be selectively affected by the action of SPT.

VIGS of SPT activated SA-dependent responses

The increased levels of sphinganine and sphingosine found
in TRVSPT plants correlated with the spontaneous cell
death phenotype (Fig. le). This response was comparable
to the PCD developed by Arabidopsis mutants affected in
different reactions of sphingolipid metabolism (acd5,
acdll, and erhl), which was associated to increased levels
of SA, (Greenberg et al. 2000; Brodersen et al. 2005; Wang
et al. 2008). Therefore, we determined SA levels in
TRVSPT-silenced plants. As shown in Fig. 3a, N. benth-
amiana TRV leaves had low basal levels of total SA
(~500 ng g~' FW) in accordance with values reported by
Catinot et al. (2008), while in TRVSPT leaves a 50 %
increase in the content of total SA was found as compared
to TRV leaves (p < 0.01). Furthermore, SA accumulation
provoked by VIGS of SPT caused a strong constitutive
expression of NbPR-1 gene that was not observed in TRV
plants (Fig. 3b). The abundance of NbPR-1 transcripts was
determined at saturation phase of PCR, demonstrating that
the viral infection did not contribute to NbPR-1 induction
in TRVSPT plants. These results strongly suggest a link
between sphingolipid metabolism and SA signaling, pos-
sibly through the LCBs which increased by the SPT-
silencing in N. benthamiana.

Sphinganine and FB1 restricted the growth of
N. benthamiana wild-type seedlings and up-regulated
the SA-inducible NbPR-1 gene

In order to confirm whether the activation of the SA-
dependent signaling pathway in TRVSPT plants was
mediated by elevation of LCBs levels, we exposed 10-day-
old N. benthamiana wild-type seedlings to FB1 or exoge-
nous sphinganine and evaluated NbPR-1 transcript levels.
First, we assessed the susceptibility of N. benthamiana
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Fig. 3 VIGS of SPT activated the salicylic acid (SA) signaling
pathway. a Content of total SA in TRV and TRVSPT plant leaves.
Samples were taken 5 weeks after agroinfiltration. Values are
expressed as the mean & SD of five independent plants. The asterisk
above bars denotes a significant difference (p < 0.01, Tukey’s test).
b VIGS of SPT caused constitutive expression of the SA-inducible
NbPR-1 gene. Lane numbers correspond to independent plants

seedlings to FB1 because it was reported that the most of
the Solanaceae, and in particular the Nicotiana species, are
insensitive to SAMs (Mesbah et al. 2000; Brandwagt et al.
2001). As shown in Fig. 4a, FB1 induced a dose-dependent
growth arrest and restricted root hair development. At the
lowest dose (1 uM) a discrete reduction (24 %) was
observed, whereas 5 UM FBI1 caused a significant decrease
of 64 % (p < 0.01, Fig. 4b), but did not induce chlorosis or
cell death. These results indicated that N. benthamiana
exhibited an intermediate sensitivity to FB1 according to
the classification made by Brandwagt et al. (2001). Growth
reduction caused by FB1 may be related to LCBs accu-
mulation, as seedlings developed in presence of sphinga-
nine showed a similar inhibition (Supplementary Fig. S4).

To examine whether LCBs were involved in the acti-
vation of SA-dependent signaling, 10-day-old seedlings
were transferred to agar plates supplemented with 5 pM
FB1, 25 puM sphinganine or 500 ptM SA, whereas control
seedlings were transferred to agar plates without chemicals
and mock treatments containing 0.05 % ethanol or 0.1 %
methanol. Noticeably, FB1 and sphinganine-induced

NbPR-1 expression at 24 h of exposure, and the response
was heightened at 48 h, especially with sphinganine, while
in the control and mock-treated seedlings there was no
induction of gene expression (Fig. 4c). These results sup-
port the hypothesis that LCBs are regulators of the SA-
dependent pathway. Furthermore, it clearly opens the
possibility that necrotrophic fungi that produce SAMs take
advantage of the LCB-induced activation of the SA-
dependent signaling pathway that leads to PCD, as part of
their virulent strategy that contributes to a succesful
colonization.

VIGS of SPT compromised N. benthamiana resistance
against the necrotrophic fungal pathogen
Alternaria alternata

As described above, SPT-silencing had strong effects on
plant development, and a very interesting additional
phenotype observed was that our TRVSPT plants grown
in the greenhouse often developed necrotic lesions in
stems and leaves (Fig. 5a, b) that were not observed in
TRV or not agroinfiltrated plants. From these lesions, we
isolated and obtained a monosporic fungal culture (strain
A2SS). In PDA, the fungus developed black colonies
(Fig. 5¢) and brown conidia with transverse and longitu-
dinal septa that are characteristic of Alternaria sp. mor-
phology (Fig. 5d). Molecular identification by the
sequence of the ITS narrowed the isolate to two possible
species: A. alternata and A. tenuissima. This result was
relevant because N. benthamiana, like most Nicotiana
species, is resistant to A. alternata (Brandwagt et al.
2001), thus SPT-silencing and disruption of sphingolipid
metabolism was directly associated to susceptibility to
this necrotroph.

To rule out that TRVSPT plants susceptibility was
generalized to other Alternaria species, detached leaves of
TRV and TRVSPT plants were inoculated with 10* conidia
of either A. brassicicola or Alternaria sp. A2SS. A. bras-
sicicola could not infect the TRV leaves nor the TRVSPT
(Fig. 5e) while, as expected, the A2SS strain infected only
TRVSPT leaves causing necrotic expanded lesions, and on
the inoculated TRV leaves only a slight chlorosis was
observed (Fig. 5f). These results indicate that SPT-silenc-
ing confered a selective susceptibility to A. alfernata,
highlighting the potential role of LCB in the defense
response, as the virulence of the tomato pathotype
(A. alternata f. sp. lycopersici) depends on the disruption of
sphingolipid biosynthesis and LCBs accumulation caused
by the AAL-toxin (Gilchrist and Grogan 1976; Spassieva
et al. 2002). This prompted us to analyze the defense
response of N. benthamiana TRVSPT plants challenged
with A. alternata f. sp. lycopersici.
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Fig. 4 Sphinganine and FBI1 up-regulated the SA-responsive gene
PR-1 in N. benthamiana wild-type seedlings. a N. benthamiana had
intermediate sensitivity to FB1. N. benthamiana 10-day-old seedlings
were transferred to GBS medium with or without FB 1, and photographs
were taken 10 days later. b Comparison of seedlings root length after
10 days of FB1 exposure (n = 10). Values are expressed as the
mean *+ SD. Different letters indicate a significant difference
(p < 0.01, Tukey’s test). Inhibition of root growth and hypocotyl
elongation were observed, but the cotyledons emerged and became
green. The cotyledons and roots never developed necrosis symptoms.

N. benthamiana SPT-silenced plants became
susceptible to the non-host pathogen A. alternata f. sp.
lycopersici and exhibited altered defense gene
expression

To test the relevance of the altered LCB homeostasis in
N. benthamiana TRVSPT plants in the defense response

@ Springer

¢ FB1 and sphinganine induced the expression of the SA marker gene
PR-1 in N. benthamiana. Ten-day-old seedlings were transferred to
GB5 media supplemented with 5 pM FB1, 25 uM sphinganine, or
0.5 mM SA. Leaves were collected after 24 and 48 h of treatment and
immediately frozen in liquid nitrogen for RNA extraction. Control
seedlings correspond to 10-day-old seedlings transferred to fresh GBS
medium and the sample was taken after 48 h. Mock treatments with
0.05 % ethanol or 0.1 % methanol were included as they were used to
prepare stock solutions of sphinganine and SA, respectively. Results are
representative of two independent experiments

against a SAM-producing fungus, we performed patho-
genicity assays using an A. alternata f. sp. lycopersici aa
strain (provided by Dr. Liancheng Du, University of
Nebraska). A conidial suspension was used to inoculate
detached leaves and stems from TRV and TRVSPT
plants. Sterile water was used to spot control leaves. As
expected, A. alternata f. sp. lycopersici was unable to
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Fig. 5 VIGS of SPT conferred susceptibility to the necrotrophic
pathogen Alternaria alternata. Stem (a) and foliar lesions (b) on a
TRVSPT plant. The macroscopic (c¢) and microscopic (d) morphology
of the fungi isolated from the lesion on the TRVSPT leaf correspond
to A. alternata. The strain isolated was cultivated on 0.5 x PDA and
photographed 15 days later. For pathogenicity assays, excised

infect the TRV leaves and the inoculated regions devel-
oped only mild symptoms of chlorosis (Fig. 6a). In con-
trast, TRVSPT leaves developed intense chlorosis and
necrotic lesions on the inoculated sites, and an increase in
fungal growth was observed at 10 days after inoculation
(dai, Fig. 6a). Because A. alternata f. sp. lycopersici is
the causal agent of tomato stem canker disease, patho-
genicity tests were performed also on N. benthamiana
stems. In the TRVSPT stems, fungal proliferation was
evident at 6 dai, whereas very discrete or no signs of
fungal growth were observed in TRV stems (Fig. 6b). In
the control stems inoculated with sterile water (TRV and
TRVSPT) no signs of infection or fungal development
were observed (data not shown). Colonization levels were
determined by counting conidia collected from the stems
at 6 dai. Fungal colonization of TRVSPT plant stems
correlated with a tenfold increase in conidia number
compared with TRV plant stems (Fig. 6¢). These results
are consistent with the hypothesis that LCBs are modu-
lators of the defense response against pathogens, includ-
ing necrotrophs, so the altered LCB homeostasis in
N. benthamiana TRVSPT plants suppressed the resistance
against the non-host and necrotrophic pathogen A. alter-
nata f. sp. lycopersici.

Because LCBs are signal transducers in plants, we
investigated whether the susceptibility of N. benthamiana
TRVSPT plants to A. alternata f. sp. lycopersici might be
associated with a delayed or reduced expression of

N. benthamiana TRV and TRVSPT leaves were inoculated with
1 x 10® conidia of Alternaria brassiciola (e) or Alternaria sp. A2SS
strain (f) and photographed 10 dpi. The inoculated leaves were kept in
separate humid chambers at 22 °C. Only the TRVSPT leaves
inoculated with A2SS strain (Alfernaria sp.) developed symptoms of
infection and spread of the fungus (indicated by white arrows)

defense-related genes. Necrotrophic infection often results
in the activation of PR genes encoding proteins with potent
antifungal activities (Glazebrook 2005). To examine this,
we analyzed by semi-quantitative RT-PCR the expression
of NbPR-1, NbPR-2, and NbPR-3 genes in inoculated TRV
and TRVSPT leaves. At 8 h post-inoculation (hpi), an
induction of NbPR-2 and NbPR-3 expression was observed
in TRV leaves which was increased at later times (24 and
48 hpi, Fig. 6d), suggesting that glucanases and chitinases
are induced during N. benthamiana defense response
against this necrotroph. NbPR-1 expression was induced at
24 hpi and increased at 48 hpi (Fig. 6d). As anticipated, the
TRVSPT leaves showed a lower expression of NbPR-2 and
NDPR-3 genes early (8 and 24 hpi) during infection,
compared to the inoculated TRV leaves (Fig. 6d) which
correlated with its compromised resistance to A. alternata
f. sp. lycopersici infection. In contrast, high transcript
levels of NbPR-1 gene were observed at 8 hpi in TRVSPT
leaves, whereas accumulation of this transcript occurred at
24 hpi in TRV leaves (Fig. 6d). This result could be
explained by the fact that NbPR-I was constitutively
expressed in TRVSPT plants due to SA accumulation. In
order to test whether activation of the SA pathway
observed in TRVSPT plants had an adverse effect on the
JA-mediated response, we analyzed transcript levels of the
JA-inducible LOX gene in N. benthamiana TRV and
TRVSPT in response to methyl jasmonate (MeJA). TRV
leaves showed a strong and dose-dependent induction of
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Fig. 6 VIGS of SPT compromised Nicotiana benthamiana resistance
against Alternaria alternata f. sp. lycopersici. Excised leaves (a) and
cut stems (b) from TRV and TRVSPT plants were inoculated with
1 x 10® conidia. The inoculated tissues were kept in separate humid
chambers at 22 °C, and photographed 10 days after inoculation (dai)
in the case of leaves, and stems at 6 dai. Orange boxes close-up
shown in leaves photographs at the right. Infection symptoms were
observed only on tissues of TRVSPT plants. Controls inoculated with
sterile water did not develop disease symptoms (not shown).
¢ Quantitative analysis of spore production. Conidia were released
from each stem, suspended in water 6 dai and counted in a
hemacytometer. Values are mean of 40 stem pieces and are
representative from two independent experiments. The asterisk
denotes significant difference and was determined by Tukey’s mean
comparison test (p < 0.01). d Time course analysis of pathogenesis-
related (PR) gene expression by semi-quantitative RT-PCR in leaves
of TRV and TRVSPT plants inoculated with A. alternata f. sp.
Iycopersici (1 x 10% conidia). NI corresponds to non-inoculated
control leaves. EF]o transcript was used as control for normalization.
Results are representative of three independent experiments

LOX expression, whereas in TRVSPT leaves a dose-
dependent response was also observed but lower levels
were detected (Fig. S5). Overall, these results indicate that
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the misregulation of LCB homeostasis caused by VIGS of
SPT LCB2 subunit and the activation of SA-dependent
responses affected the expression of defense genes com-
promising N. benthamiana resistance to the non-host
pathogen Alternaria alternata f. sp. lycopersici.

Discussion

N. benthamiana phenotypic features associated
to SPT-silencing

Because NPLCB?2 is a single-copy gene in the N. benth-
amiana genome (Gan et al. 2009), the VIGS strategy was
highly effective as reflected in the dramatic phenotype
observed using our pTRVSPT construct. The significant
growth restriction and abnormal leaf development repro-
duces the phenotype observed by Takahashi et al. (2009),
highlighting the importance of sphingolipids as structural
and signaling molecules during plant growth and devel-
opment (Pata et al. 2010; Ziuner et al. 2010). Further-
more, the phenotype caused by pTRVSPT is more severe
than those previously reported for the same gene (Gan
et al. 2009; Takahashi et al. 2009), and such differences
might be due to the cDNA sequence cloned in the VIGS
vector. While in the report by Takahashi et al. (2009) and
this study, similar cDNA sequences corresponding to the
5'-cDNA end were used, Gan et al. (2009) employed a
303-bp ¢cDNA from the 3’-end. The growth phenotype of
N. benthamiana TRVSPT plants was also comparable to
those observed in Arabidopsis LCBI RNAi-suppressed
lines and in LCB2 knock-out mutants that show altered
leaf morphology and severe growth restriction, the latter
associated to an impaired cell expansion. Therefore, as
suggested, plants might adjust their growth mechanisms to
compensate the reduction of sphingolipid biosynthesis
(Chen et al. 2006; Dietrich et al. 2008). The aberrant
shape of leaves from N. benthamiana TRVSPT plants also
denotes an impaired regulation of cell growth and polarity
establishment. Proteomic studies have revealed an
enrichment of some polarity-related proteins in lipid rafts
such as PIN1, SKUS5, and COBRA, suggesting a role for
these domains in the polar expansion of plant cells
(Willemsen et al. 2003; Mongrand et al. 2004; Borner
et al. 2005). Moreover, recent evidence has emerged on
sphingolipids involvement in a secretory pathway for
polar auxin transport. Disruption of sphingolipids bio-
synthesis in tobacco BY2 cultured cells and Arabidopsis
seedlings by FB1 alters the polar localization of the auxin
transporter PIN1 to the plasma membrane (Aubert et al.
2011; Markham et al. 2011).

Silencing efficiency of our construct is also highlighted
by the dramatic effect observed on flower development that
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was not described before in previous reports of N. benth-
amiana SPT-silenced plants. These results reinforce pre-
vious evidence found in Arabidopsis on the essential role
of sphingolipid biosynthesis during reproductive develop-
ment. The expression of Arabidopsis LCB2a gene is higher
in the flower buds and mature flowers compared with other
organs such as leaves and stem, whereas null mutants of the
two functional LCB2 genes display gametophytic lethality
and loss of pollen viability (Dietrich et al. 2008). Similarly,
the sbhl sbh2 double mutant (affected on LCB C-4
hydroxylase genes) does not progress from vegetative to
reproductive growth (Chen et al. 2008).

Another observed feature of the N. benthamiana
TRVSPT plants phenotype was the presence of spontane-
ous cell death lesions, which coincides with previous
reports linking sphingolipid biosynthesis and metabolism
to the regulation of PCD. Inhibition of sphingolipid bio-
synthesis by SAMs causes cell death in several plant spe-
cies (Abbas et al. 1994; Lamprecht et al. 1994; Stone et al.
2000; Saucedo-Garcia et al. 2011). These observations are
consistent with the fact that in Arabidopsis, several muta-
tions affecting sphingolipid metabolism such as acd5,
acdll, and erhl that affect a ceramide kinase, a sphingo-
sine transporter and an inositol-phosphoryl-ceramide syn-
thase, respectively, cause cell death as well (Brodersen
et al. 2002; Liang et al. 2003; Wang et al. 2008). Impor-
tantly, several lines of evidence support that PCD activa-
tion is mediated by increased LCB levels. Spraying or
infiltration of Arabidopsis and N. benthamiana leaves with
sphinganine, sphingosine, or phytosphinganine, or the
addition of sphinganine to tobacco BY2 cultured cells
promote cell death (Shi et al. 2007; Takahashi et al. 2009;
Lachaud et al. 2010). In accordance with these findings,
overexpression of SPT LCB2 subunit in N. benthamiana
causes cell death, probably due to accumulation of LCBs
(Takahashi et al. 2009). Conversely, mutations in Arabid-
opsis LCB1 or LCB2a genes, or the inhibition of SPT
activity with myriocin, attenuate FBl-induced LCBs
accumulation, and prevent cell death (Shi et al. 2007,
Saucedo-Garcia et al. 2011).

Silencing of the SPT LCB2 subunit in N. benthamiana
significantly affects LCB homeostasis

As described above, two previous studies have reported
VIGS of SPT LCB2 subunit in N. benthamiana (Gan et al.
2009; Takahashi et al. 2009). However, both of them
lacked or were unsuccessful in analyzing LCBs levels. This
is understandable given the diversity and low levels of
these metabolites found in plant tissues. Indeed, as a first
attempt, we tried to determine free LCBs in TRV and
TRVSPT plants, but they were below detection limits. For

this reason, we performed sphingolipid hydrolysis and
analyze the NDA derivatives of the released LCBs.
Because SPT is the enzyme that catalyzes the first reaction
in sphingolipid biosynthesis, we hypothesized that VIGS of
the LCB2 subunit caused a general reduction in LCBs
levels, especially of sphinganine, which is the first LCB
synthesized and is a substrate for desaturases and hydrox-
ylases to generate the other LCBs (Chen et al. 2009).
However, we found that while the trihydroxylated LCB
phytosphingosine, which is quite abundant, decreased
50 %, levels of the dihydroxylated LCBs sphinganine and
sphingosine increased considerably. This differential effect
of SPT-silencing on LCBs profile revealed the complexity
of the LCBs metabolism and regulation, and is in agree-
ment with the results from Chen et al. (2006). In Arabid-
opsis, reduction of SPT activity in LCBI-RNAi plants
caused large increases (approximately fourfold) in the total
content of sphinganine (and also a 2.5-fold increase of
phytosphingosine), while some trihydroxylated LCBs such
as the phytosphingenine isomers (t18:1-E and t18:1-Z)
decreased. These results could be attributed to differences
in LCB levels among taxonomic groups, as reported by
Markham et al. (2006). Interestingly, the elevation of
sphinganine and sphingosine levels in N. benthamiana
TRVSPT plants partially mimics the effect of SAMs in de
novo biosynthesis of sphingolipids, but this interesting
similarity must be confirmed by further sphingolipidomic
analyzes.

LCBs act as signal transducers in SA pathway

Because both, LCBs and SA have a key role in regulating
cell death and plant immune response [reviewed by Berkey
et al. (2012), Vlot et al. (2009), An and Mou (2011)], we
hypothesized that they may share signaling pathways.
Moreover, all the phenotypic characteristics associated
with VIGS of SPT in N. benthamiana plants such as growth
reduction, cell death, and susceptibility to a necrotroph
could be associated with SA accumulation. A primary
function of phytohormones is the regulation of plant
growth and development, and interestingly, many Arabid-
opsis mutants with SA accumulation develop a dwarf
phenotype like N. benthamiana TRVSPT plants (Rivas-San
Vicente and Plasencia 2011). Furthermore, we recently
found that FB1 and sphinganine induce a dose-dependent
accumulation of free SA in germinating maize embryos (de
la Torre-Hernandez et al. 2010). The comparison of SA
levels between TRV and TRVSPT plants indicated that
indeed the latter had a discrete but significant elevation of
total SA which correlated with a strong constitutive
expression of NbPR-1 gene. Likewise, the Arabidopsis
mutants acd5, acdll, and erhl, which have an altered
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sphingolipid metabolism, contain elevated (3- to 80-fold
increase) SA levels and strongly express AtPR-1 (Green-
berg et al. 2000; Brodersen et al. 2005; Wang et al. 2008).
Taken together, these evidences strongly suggest that an
increase of sphingoid intermediaries, especially LCBs,
activate the SA-dependent pathway. Then, in order to
define if the LCB elevation observed in TRVSPT plants
was responsible of the activation of the SA pathway, we
treated N. benthamiana wild-type seedlings with FB1 or
sphinganine and determined NbPR-1 transcript levels. This
gene, the canonical marker of SA signaling (Mur et al.
2006; Spoel et al. 2007; Koornneef et al. 2008; Denoux
et al. 2008), showed an induced expression upon exposure
to both compounds. Moreover, the same effect has been
observed in Arabidopsis, indicating that LCBs positively
regulate the SA-dependent pathway. Arabidopsis wild-type
seedlings treated with SAMs (FB1 and AAL-toxin) show a
dose-dependent induction of PR-I expression and other
defense-related genes (Stone et al. 2000; Gechev et al.
2004). In tobacco BY2 cells, sphinganine (25 pM) rapidly
induces the expression of the defense genes NtPR-3 and
NtMYB2, but not of NtPR-1 (Lachaud et al. 2011). In the
latter case, NtPR-1 expression could have not been detec-
ted because the cells were harvested 15 min after sphin-
ganine treatment, which could be a very short time to
activate SA signaling. Our results indicate that NbPR-I
expression is induced after 24 h, and this time coincides
with the induction caused by SAMs in Arabidopsis (Stone
et al. 2000; Gechev et al. 2004).

It is worth mentioning that even though most Nicotiana
species are resistant to Alternaria alternata f. sp. lycoper-
sici and insensitive to SAMs (determined by a root elon-
gation assay in presence of 0.2 uM AAL-toxin; Brandwagt
et al. 2001), when higher FB1 doses were used, inhibition
of root elongation and hypocotyl expansion on N. benth-
amiana seedlings was recorded, a very similar effect to the
species with intermediate SAM sensitivity (Brandwagt
et al. 2001). These observations are also comparable with
the FB1l-induced growth restriction reported on maize,
tomato (Lamprecht et al. 1994), and Arabidopsis (Stone
et al. 2000; Shi et al. 2007; Markham et al. 2011; Saucedo-
Garcia et al. 2011; Watanabe and Lam 2011). However,
unlike the aforementioned species, N. benthamiana seed-
lings exposed to FB1 did not develop symptoms of chlo-
rosis or cell death. In this sense, it is important to mention
that the tomato gene Asc-I that mediates insensitivity to
SAMs and resistance to Alternaria alternata f. sp. lyco-
persici (Gilchrist and Grogan 1976) is conserved in most
Nicotiana species (Brandwagt et al. 2001). Asc-1 is a single
codominant gene that codes an enzyme with ceramide
synthase activity that is not effectively inhibited by SAMs,
therefore LCB accumulation induced by AAL-toxin in
resistant (Asc/Asc) tomato leaves is discrete compared to
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that caused in susceptible (asc/asc) leaves (Spassieva et al.
2002). The same could happen in Nicotiana sp. because
even though tobacco is SAMs insensitive to low doses of
AAL-toxin (Brandwagt et al. 2001), 1 uM FB1 causes an
approximately tenfold increase in sphinganine levels in
BY-2 cultured cells (Aubert et al. 2011).

Compromised resistance of N. benthamiana
SPT-silenced plants (TRVSPT) to the necrotrophic
fungi Alternaria alternata f. sp. lycopersici

The involvement of SPT in non-host resistance was illus-
trated with the compromised resistance in N. benthamiana
LCBI- and LCB2-silenced plants against the bacterial
pathogen P. cichorii (Takahashi et al. 2009). Consistent
with this finding, our SPT-silenced plants were more sus-
ceptible to the non-host necrotrophic fungi A. alternata f.
sp. lycopersici, despite the presence of a functional Asc
gene that confers resistance against this pathogen (Brand-
wagt et al. 2001). Because TRVSPT plants had altered
levels of LCBs, in particular elevation of sphinganine
resembling the effect of SAMs, we reasoned that this fact
would generate a favorable growth condition for the nec-
rotrophic pathogen. In order to gain more insight into the
mechanisms operating in this compatible interaction, we
evaluated the expression of NbPR-1, NbPR-2, and NbPR-3
genes that are part of the early defense responses and have
a key role in limiting pathogen entry, growth, and spread.
The induction pattern of expression of these defense genes
in TRVSPT leaves in response to the fungal infection
showed important alterations compared to TRV leaves.
Lower levels of NbPR-2 and NbPR-3 transcripts were
observed in TRVSPT leaves that correlated with the
compromised resistance against A. alternata f. sp. lyco-
persici. The production of enzymes capable of degrading
the cell walls of invading fungi (f-1,3-glucanases and
chitinases coded by NbPR-2 and NbPR-3 genes) and the
timing of this defense mechanism is an important compo-
nent of plant disease resistance. Their role in plant immune
response has been examined by their overexpression in
transgenic plants that exhibit enhanced resistance to fungal
infection and delayed disease symptoms (Jach et al. 1995;
Dana et al. 2006). Furthermore, in vitro and in vivo
experiments have demonstrated that the antifungal effect of
PR-2 and PR-3 proteins is synergistically enhanced when
both enzymes are present (Lawrence et al. 1996).
Constitutive expression of NbPR-I induced by the
accumulation of SA in TRVSPT plants (scarcely observed
under semi-quantitative RT-PCR conditions) possibly led
to an earlier induction in response to fungal infection,
compared to TRV plants. This constitutive activation of the
SA-dependent pathway in TRVSPT plants could be crucial
in the susceptibility to A. alternata f. sp. lycopersici as
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phytohormone signaling plays a major role in determining
the outcome of plant—pathogen interactions (Spoel and
Dong 2008; Pieterse et al. 2009, 2012; Robert-Seilaniantz
et al. 2011). A very tempting possibility is that the SAM-
producing fungal necrotrophs promote LCBs elevation not
only to induce the death of their hosts, but also to exploit
their association with the SA-dependent pathway to
antagonize or suppress the effective defense mechanisms
activated by other phytohormones such as JA. In the most
simplified models of hormone crosstalk in plant immunity,
JA and ET work synergistically in resistance against nec-
rotrophs, whereas SA pathway often antagonizes the JA-
dependent defense responses (Spoel et al. 2007; Koornneef
et al. 2008; Leon-Reyes et al. 2009, 2010; EI Oirdi et al.
2011). Activation of the SA pathway in Arabidopsis (either
by biotic stress or exogenous treatment) renders leaves
more susceptible to Alternaria brassicicola, which exhibit
severe disease symptoms. This correlates with a strong
expression of PR-1 and a decreased expression of the JA-
inducible PDF1.2 gene (Spoel et al. 2007). It has also been
shown that low doses of SA are enough to trigger a fast and
long-lasting antagonistic effect on defense genes regulated
by JA (Koornneef et al. 2008). Notably, this also occurs in
Solanaceae as SA-pretreatment (50 M) of tomato leaves
increases Botrytis cinerea infection and significantly low-
ers the expression of the JA-regulated PI-I and PI-II
defense genes. Moreover, an aggressive B. cinerea isolate
(B191) secretes an exopolysaccharide that promotes a
twofold accumulation of SA in the host to suppress the JA
pathway required for resistance (El Oirdi et al. 2011). Our
TRVSPT plants showed activation of the SA pathway
which might potentially suppress the JA-mediated response
as determined by transcript levels of the LOX gene. Sup-
porting the interpretation behind the experimental evidence
with these fungi, there are many other cases reported on
pathogens that take advantage of the phytohormone sig-
naling crosstalk to suppress host defenses (Pieterse et al.
2009; Robert-Seilaniantz et al. 2011).

It is very probable that complex interactions among
the hormonal pathways operate in the susceptibility of
N. benthamiana TRVSPT plants to A. alternata f. sp.
lycopersici, and future work will unravel whether the
increased SA levels antagonize JA- and ET-dependent
defense responses, and SA interaction with other hor-
mones. Significantly, there is evidence that JA and ET are
involved in the cell death triggered by this necrotroph in
tomato (Egusa et al. 2009; Zhang et al. 2011), and also in
the Arabidopsis and tomato cell death induced by FB1 and
AAL-toxin, respectively (Asai et al. 2000; Gechev et al.
2004; Mase et al. 2012).

In summary, the work presented here provides evidence
that alterations in the sphingolipids de novo biosynthesis
that results in elevated LCB levels activate the SA

signaling pathway as a downstream element. In this
context, the SAMs produced by F. verticillioides and
A. alternata £. sp. lycopersici would be displaying a double
role: disruption of the host sphingolipid metabolism and
activation of the SA pathway in order to divert defense
responses mediated by other plant hormones. Together,
both strategies would assure a successful invasion into the
host.
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Abstract

In recent years salicylic acid (SA) has been the focus of intensive research due to its function as an endogenous
signal mediating local and systemic plant defence responses against pathogens. It has also been found that SA
plays a role during the plant response to abiotic stresses such as drought, chilling, heavy metal toxicity, heat, and
osmotic stress. In this sense, SA appears to be, just like in mammals, an ‘effective therapeutic agent’ for plants.
Besides this function during biotic and abiotic stress, SA plays a crucial role in the regulation of physiological and
biochemical processes during the entire lifespan of the plant. The discovery of its targets and the understanding of
its molecular modes of action in physiological processes could help in the dissection of the complex SA signalling
network, confirming its important role in both plant health and disease. Here, the evidence that supports the role of
SA during plant growth and development is reviewed by comparing experiments performed by exogenous

application of SA with analysis of genotypes affected by SA levels and/or perception.

Key words: Development, growth, phytohormones, salicylic acid.

Introduction

Salicylic acid (SA) is a phenolic compound (Fig. 1) which,
despite its broad distribution in plants, has basal levels
differing widely among species, with up to 100-fold differ-
ences having been recorded (Raskin et al, 1990). This
disparity can be observed within members of the same
family. For example, in the Solanaceae, whereas tobacco
(Nicotiana tabacum) contains low basal levels of SA [<100
ng g ! fresh weight (FW)] in leaves (Yalpani er al., 1991;
Malamy et al., 1992), potato (Solanum tuberosum) might
contain up to 10 pg of total SA g~' FW (Coquoz er al.,
1998; Navarre and Mayo, 2004). In the model plant
Arabidopsis thaliana, basal levels of total SA range from
0.250 pg to 1 pg g=' FW (Nawrath and Métraux, 1999;
Wildermuth er al, 2001; Brodersen et al, 2005). SA is
synthesized through two distinct and compartmentalized
pathways that employ different precursors: the phenyl-
propanoid route in the cytoplasm initiates from phenylala-
nine, and the isochorismate pathway takes place in the

chloroplast. Most of the SA synthesized in plants is
glucosylated and/or methylated (Fig. 1). Glucose conjuga-
tion at the hydroxyl group of SA results in formation of the
SA glucoside [SA 2-O-B-p-glucoside] as a major conjugate,
whereas glucose conjugation at the SA carboxyl group
produces the SA glucose ester in minor amounts (Fig. 1).
These conjugation reactions are catalysed by cytosolic SA
glucosyltransferases that are induced by SA application or
pathogen attack in tobacco and Arabidopsis plants (Lee and
Raskin, 1999; Song, 2006). SAG is actively transported
from the cytosol into the vacuole of soybean and tobacco
cells, where it may function as an inactive storage form that
can release free SA (Dean and Mills, 2004; Dean et al.,
2005). Interestingly, SA 1is also converted to methyl
salicylate (MeSA) by an SA carboxyl methyltransferase,
and this volatile derivate is an important long-distance
signal in tobacco and Arabidopsis systemic acquired re-
sistance (Shulaev et al., 1997; Chen et al., 2003; Park et al.,
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Fig. 1. Structures of salicylic acid and its derivates. SA, salicylic acid; SAG, SA 2-O-B-p-glucoside; SGE, SA glucose ester; MeSA,

methyl salicylate; MeSAG, methyl salicylate 2-O--p-glucose.

2007; Vlot et al., 2008). MeSA can be further glucosylated
to produce MeSA 2-O-B-p-glucose, but this SA-conjugated
form is not stored in the vacuole (Dean et al., 2005). The
reader is referred to excellent reviews dealing with the
enzymes and regulation of these biosynthetic routes (Klessig
and Malamy, 1994; Lee et al., 1995; Shah, 2003; Chen et al.,
2009; Vlot et al., 2009).

SA has been recognized as a regulatory signal mediating
plant response to abiotic stresses such as drought (Munné-
Bosch and Penuelas, 2003; Chini et «l, 2004), chilling
(Janda et al., 1999; Kang and Saltveit 2002), heavy metal
tolerance (Metwally et al., 2003; Yang et al., 2003; Freeman
et al., 2005), heat (Larkindale and Knight, 2002; Larkindale
et al., 2005), and osmotic stress (Borsani et al, 2001).
However, most of the research on this hormone has focused
on its role in the local and systemic response against
microbial pathogens, and on defining the transduction
pathway leading to gene expression induced by SA. Again,
there are several reviews on this subject (Klessig and
Malamy, 1994; Durner et al, 1997; Shah, 2003; Durrant
and Dong, 2004; Vlot et al., 2009).

The focus of this review is on the role of SA in plant
growth and development as there is evidence that this
hormone regulates processes such as seed germination,
vegetative growth, photosynthesis, respiration, thermogene-
sis, flower formation, seed production, senescence, and
a type of cell death that is not associated with the
hypersensitive response. In addition, SA could contribute
to maintaining cellular redox homeostasis through the
regulation of antioxidant enzymes activity (Durner and
Klessig, 1995, 1996; Slaymaker et al., 2002) and induction
of the alternative respiratory pathway (Moore et al., 2002),
and to regulating gene expression by inducing an RNA-
dependent RNA polymerase that is important for post-
transcriptional gene silencing (Xie et al., 2001).

This review summarizes the recent advances in the
understanding of the physiological functions of SA, and
relevant insights regarding SA mechanisms that control
these events are highlighted.

SA-regulated physiological functions
Seed germination

Effect of exogenous SA on seed germination. Environmental
factors and interactions between the plant hormones
abscisic acid (ABA), jasmonic acid (JA), gibberellins (GAs),
ethylene (ET), brassinosteroids (BRs), auxins (AUXs), and
cytokinins (CKs) regulate seed germination. The role of SA
in seed germination has been controversial as there are
conflicting reports suggesting that it can either inhibit
germination or increase seed vigour. The reported contra-
dictory effects can be related to the SA concentrations
employed. In A. thaliana, SA concentrations >1 mM delay
or even inhibit germination (Rajjou et al., 2006). In barley,
doses >0.250 mM SA inhibit seed germination (Xie et al.,
2007), while maize germination is completely inhibited by
SA doses ranging from 3 mM to 5 mM (Guan and
Scandalios, 1995). SA’s effect as a negative regulator of
seed germination is presumably due to an SA-induced
oxidative stress. In Arabidopsis plants treated with SA (1-5
mM), hydrogen peroxide (H,O,) levels increase up to 3-fold
as a result of increased activities of Cu, Zn-superoxide
dismutase and inactivation of the H,O,-degrading enzymes
catalase and ascorbate peroxidase (Rao et al., 1997).

SA improvement of seed germination under abiotic stress. In-
terestingly, when low doses are applied exogenously, SA
significantly improves Arabidopsis seed germination and
seedling establishment under different abiotic stress con-
ditions (Rajjou et al., 2006; Alonso-Ramirez et al., 2009).
Under salt stress (100-150 mM NaCl) only 50% of
Arabidopsis seeds germinate, but in the presence of SA
(0.05-0.5 mM) seed germination increases to 80%. Exoge-
nous application of SA also partially reverses the inhibitory
effect of oxidative (0.5 mM paraquat) and heat stress (50 °C
for 3 h) on seed germination (Alonso-Ramirez et al., 2009).
These observations are in agreement with the delayed
germination phenotype observed in the Arabidopsis sid2
mutant under high salinity (Alonso-Ramirez et al., 2009).
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This mutant is affected in the isochorismate synthase gene
and thus contains low SA levels (Table 1). However, NahG
transgenic lines expressing a bacterial salicylate hydroxylase
also have lower SA levels than wild-type plants, but
germination is not affected by high salinity (Borsani et al.,
2001). This apparent discrepancy is due to the antioxidant
effect of catechol, the product of the salicylate hydroxylase
that accumulates in the NahG seeds and seedlings (Lee
et al., 2010). Thus the germination promotion effect of SA
under high salinity conditions is by reducing oxidative
damage. Moreover, proteomic analyses showed that two
superoxide dismutases are induced by SA in Arabidopsis
germinating seeds, which might contribute to an enhanced
antioxidant capacity (Rajjou ez al., 2006). SA treatment (0.5
mM for 24 h) also causes a strong up-regulation of
translation initiation and elongation factors, proteases, and
two subunits of the 20S proteasome, supporting the
hypothesis that SA improves seed germination by pro-
moting the synthesis of proteins that are essential for
germination, and the mobilization or degradation of seed
proteins accumulated during seed maturation. In addition,
the biosynthesis of several enzymes involved in metabolic
pathways such as the glyoxylate cycle, the pentose phos-
phate pathway, glycolysis, and gluconeogenesis is also
strongly activated by SA, suggesting that SA promotes the
release from a quiescence state to the establishment of
a vigorous seedling (Rajjou et al., 2000).

SA cross-talk with ABA and GAs during germination. Dur-
ing this early developmental stage, a complex interaction
between SA and both ABA and GAs determines germina-
tion outcome. In Arabidopsis, GAs have a role in SA
biosynthesis and the SA pathway. Imbibition of 50 puM
GA; by seeds for 24 h, as well as the overexpression of
a GA-stimulated gene from beechnut (FcGASA,) in
Arabidopsis plants, induces a 2-fold increase in SA levels
compared with seeds imbibed in water and wild-type plants.
Furthermore, increased expression of the ICS! (isochoris-
mate synthase) and NPRI (nonexpressor of PR-I1) genes,
involved in SA biosynthesis and perception, respectively, is
observed in FcGASA overexpressing lines, and in Col-
0 seedlings grown in the presence of GAj;. Interestingly,
exogenous SA (50 uM) partially rescues seed germination in
the GA-deficient mutant ga/-3, whereas exogenous GAj3 (50
uM) slightly improves the germination of the SA-deficient
sid2 mutants under 150 mM NacCl stress (Alonso-Ramirez
et al., 2009). Although these results suggest a synergistic
relationship between SA and GA, an antagonistic relation-
ship was observed during barley germination that could be
explained by the addition of a higher dose of SA. The
inhibition of barley seed germination and post-germination
growth by SA is accompanied by suppression of GA-
induced a-amylase (Amy32b) expression through induction
of a WRKY repressor (HYWRKY38). Expression of
HyWRKY38 in aleurone cells is down-regulated by GAs,
but up-regulated by SA and ABA, so this transcription
factor might serve as a converging node of the SA and ABA
signal pathways involved in suppressing GA-induced seed
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germination (Xie et al., 2007). Additional evidence support-
ing the cross-talk between ABA and SA signalling is the
increased synthesis of ABA-regulated proteins, such as late
embryogenesis abundant (LEA) proteins, dehydrins, and
heat shock proteins, in Arabidopsis seeds germinated in the
presence of 0.5 mM SA (Rajjou et al, 2006).

The ubiquitin—proteasome system (UPS) pathway in hor-
mone signalling integration. Because GAs and ABA have
opposing roles in the regulation of germination, SA might
act as a rheostat contributing with both hormones. Recent
biochemical evidence points to the UPS as a mechanism to
balance the antagonic control of seed germination between
ABA and GAs (Zentella et al., 2007; Piskurewics et al.,
2008). In fact, in the UPS, many hormone signalling
pathways converge (Santner and Estelle, 2009; Vierstra,
2009; Santner and Estelle, 2010) thus influencing many
aspects of plant growth and development. Recently it was
found that NPRI1, the key transducer of SA signalling in
plant defence responses, associates in the nucleus with
Cullin3-based E3 ligases and other components of the
COP9 signalosome, which controls proteasomal degrada-
tion. Moreover, NPR1 proteasome-mediated turnover is
promoted by SA-induced phosphorylation of the Serl1 and
Serl5 residues (Spoel et al., 2009). Initially, it was found
that the activity of NPR1 is regulated by its subcellular
localization, because the transcriptional co-activator is pre-
dominantly sequestered in the cytoplasm as an oligomer,
but in pathogen-infected cells SA accumulation promotes
partial reduction of the NPR1 oligomer to a monomer,
which is targeted to the nucleus by a bipartite nuclear
localization sequence (Mou et al, 2003). Interestingly,
NPR1 also enters the nucleus when basal SA levels are low
and no infection is occurring, and it has been suggested that
it may regulate additional genes. If this scenario could be
confirmed, it would be interesting to analyse the contribu-
tion of these genes to the regulation of germination, plant
growth, and development.

It is also worth mentioning the role of the DELLA
proteins as potential integrators of phytohormone signalling
in the regulation of germination, cell redox state, growth,
and stress responses (reviewed by Smirnoff and Grant,
2008; Grant and Jones, 2009; Harberd et al., 2009). DELLA
proteins are repressors of GA signalling and, in turn, GA
derepresses its pathway by promoting proteasomal degra-
dation of the DELLA protein RGA (Dill er al, 2004).
There are five DELLA genes in Arabidopsis: GAI (GA
insensitive), RGA (repressor of GA1-3), RGLI, RGL2, and
RGL3 (RGA-like). RGL2 is considered to be the main
DELLA factor repressing germination (Lee et al., 2002;
Tyler et al., 2004), although the other DELLA genes also
contribute to regulate germination (Cao et al, 2005).
Recently, it was found that RGL2 expression is strongly
stimulated by ABA, and that RGL2 protein is necessary to
elevate endogenous ABA and ABI5 (another germination
repressor) expression levels, specifically when GA levels are
low (in gal-3 mutants, or in the presence of GA synthesis
inhibitors). Moreover, RGL2 is necessary to repress testa
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Table 1. Examples of Arabidopsis genotypes with altered SA levels showing abnormal growth phenotypes

Transgene or mutation

Gene function

Effect on SA levels

Growth phenotype

References

NahG

sid2

eds5/sid1

acds

acd6

acd11

agaz

atsri

Bacterial salicylate
hydroxylase

Isochorismate synthase

Multidrug and toxin extrusion
transporter

Ceramide kinase

Encodes a novel protein with
putative ankyrin and
transmembrane regions

Sphingosine transmembrane
transporter

Member of ARF GAP domain
(AGD)

Ca?*/calmodulin-binding
transcription factor (CAMTAB)

Reduction about 2- to
4-fold in leaves of healthy
plants, and up to 20-fold in
defence response against
pathogens.

Accumulation (from 2- to
200-fold of total SA)

Increased growth (leaf rosette
biomass at early stages of
reproduction 1.7-fold more
than wild type).

Faster growth rate at low
temperature (4 °C)
associated with enlarged cell
size, extensive
endoreduplication, and
increased expression of
CycD3.

Increased growth (leaf rosette
biomass at early stages of
reproduction 1.7-fold more
than wild type).

Slightly less growth than wild
type at 23 °C, but at 5 °C its
growth is significantly greater
compared with the wild type
and very similar to NahG.
Reduced stature compared
with the wild type, which is
totally or partially suppressed
by NahG and npr1,
respectively.

Reduced stature compared
with the wild type, which is
totally or partially suppressed
by NahG and npr1,
respectively. Interestingly,
acd6 npr1 double mutants
develop abnormal growths
that protrude above the
abaxial leaf surface.

Dwarf phenotype that is fully
suppressed by NahG.
Altered leaf morphology,
enlarged cells and mild
dwarfism. SA depletion with
NahG cause tumour-like
growths and cells with highly
endoreduplicated DNA.
Partial blockage of SA
signalling by npr1 decreases
cell number and increases
the ploidy of mesophyll cells
compared with the wild type.
Reduced growth at 19-21
°C, but no significant
difference (compared with
the wild type) at 25-27 °C.
Not only does NahG
expression revert the
phenotype, but atsr1 NahG
plants are bigger than the
wild type.

Abreu and Munné-Bosch
(2009)

Scott et al. (2004); Xia et al.
(2009)

Abreu and Munné-Bosch
(2009)

Nawrath and Métraux (1999);
Scott et al. (2004)

Greenberg et al. (2000);
Liang et al. (2003)

Rate et al. (1999)

Brodersen et al. (2002, 2005)
Rate and Greenberg (2001);

Vanacker et al. (2001); Song
et al. (2004)

Du et al. (2009)
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Table 1. Continued
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Transgene or mutation

Gene function

Effect on SA levels

Growth phenotype

References

cprl Unknown Accumulation from 2- to Small, narrow, dark green Bowling et al. (1994)
200-fold of total SA leaves densely covered with
trichomes on the adaxial
surface and relatively long
siliques compared with the
wild type.
Growth much more inhibited Scott et al. (2004)
at 5 °C.
The dwarf phenotype reverts Mateo et al. (2006)
when grown under high light
(HL) conditions.
cprb Unknown Significantly smaller than the Bowling et al. (1997)
wild type, and reduction in
both trichome number and
development.
The dwarf phenotype partially ~ Mateo et al. (2006)
reverts under HL conditions.
cpré Unknown Loss of apical dominance Clarke et al. (1998)
and a reduction in overall
plant size.
The dwarf phenotype partially ~ Mateo et al. (2006)
reverts under HL conditions.
and1 Cyclic nucleotide-gated ion Dwarf, and partially reverts Yu et al. (1998); Clough et al.
channel (AtCNGC2) under HL conditions. (2000); Mateo et al. (2006)
dnd2 Cyclic nucleotide-gated ion Dwarf Yu et al. (2000); Jurkowski
channel (AtCNGC4) et al. (2004)
Isd6 Unknown Dwarf with distorted and Weymann et al. (1995)
curled leaves.
ssi1 Unknown Reduced size Shah et al. (1999)

rupture (Piskurewicz et al, 2008). Other phytohormones
such as AUXs and ET also modulate plant growth and
morphogenesis through a DELLA-dependent mechanism
(Achard et al., 2003, 2006, 2007; Fu and Harberd, 2003).
Interestingly, DELLAs modulate the balance of SA/JA
signalling in disease resistance, promoting JA perception
and/or signalling, and repressing SA biosynthesis and
signalling (Navarro et al., 2008). However, it is necessary to
determine whether this modulation of SA/JA signalling by
DELLA proteins also occurs during growth and develop-
ment. DELLAs also modulate the levels of reactive oxygen
species (ROS), which are also involved in growth-regulatory
mechanisms (Achard et al., 2008). Because ROS are closely
associated with SA signalling in an autoamplification loop
(Shirasu et al, 1997), it has been proposed that the
attenuation of SA signalling by DELLAs is the result of
diminishing ROS levels (Grant and Jones, 2009).

Photosynthesis

SA effects on leaf and chloroplast structure, and RuBisCO
activity. Recent evidence also suggests that SA is an
important regulator of photosynthesis because it affects leaf
and chloroplast structure (Uzunova and Popova, 2000),
stomatal closure (Mateo et al., 2004; Melotto et al., 2006),
chlorophyll and carotenoid contents (Rao et al, 1997,

Chandra and Bhatt, 1998; Fariduddin er al, 2003), and
the activity of enzymes such as RuBisCO (ribulose-1,5-
bisphosphate carboxylase/oxygenase) and carbonic anhy-
drase (Pancheva and Popova, 1998; Slaymaker et al., 2002).

Again, it has been observed that the effects of exogenous
SA on photosynthesis parameters differ depending on the
dose and plant species tested. High SA concentrations (1-5
mM) cause a reduction in the photosynthetic rate (PN) and
RuBisCO activity in barley plants (Pancheva et al., 1996),
and reduced chlorophyll contents in cowpea, wheat, and
Arabidopsis (Rao et al., 1997; Chandra and Bhatt, 1998;
Moharekar et al., 2003). The decline of RuBisCO activity
was attributed to a 50% reduction in protein levels
compared with non-treated plants (Pancheva and Popova,
1998), while total soluble protein decreased ~68%. Exoge-
nous SA induces alterations in leaf anatomy that consist of
a reduced width of the adaxial and abaxial epidermis, and
of the mesophyll tissue. Such changes correlate ultrastruc-
turally with an increase in chloroplast volume, swelling of
grana thylakoids, and coagulation of the stroma (Uzunova
and Popova, 2000). Thus, the diminished photosynthetic
activity at high concentrations of SA is due to its effects on
the thylakoid membranes and light-induced reactions linked
to them.

A lower concentration of SA (10 puM) improves the
photosynthetic net CO, assimilation in mustard seedlings.
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As Py increases, carboxylation efficiency, chlorophyll
content, and the activities of carbonic anhydrase and nitrate
reductase are also up-regulated (Fariduddin ez al, 2003). It
was suggested that the beneficial effects of this low dose of
SA in photosynthesis might be related to the prevention of
AUX oxidation by SA, since elevated AUX levels increases
Py and nitrate reductase activity (Ahmad ez al., 2001).

SA-mediated protection to oxidative stress. An additional
positive effect of SA on photosynthesis is the protection
conferred to barley seedlings and maize plants against
oxidative stress induced by paraquat (Pq) and cadmium,
respectively (Ananieva et al., 2002; Krantev et al., 2008). Pq
is a non-selective contact herbicide that accepts electrons
from photosystem I (PSI) and transfers them to molecular
oxygen. This reaction results in accumulation of ROS that
cause extensive damage including lipid peroxidation, chlo-
rophyll breakdown, loss of photosynthetic activity and
membrane integrity, as well as electrolyte leakage. Treat-
ment of barley seedlings with 0.5 mM SA for 24 h in the
dark, followed by 6 h exposure in the light, decreases
photosynthesis and transpiration rates by 25% compared
with non-treated controls. Pre-treatment of seedlings with
the same SA concentration 24 h before exposure to 10 uM
Pq and light reduces Pqg-induced chlorophyll losses, H>,O,
production, lipid peroxidation, and electrolyte leakage, and
completely blocked the inhibitory effect of the herbicide on
photosynthesis. Similar results are observed in maize plants
pre-treated with 0.5 mM SA before exposure to 10-25 uM
cadmium (Krantev ez al., 2008). The observed protection of
photosynthesis conferred by SA could be the result of a very
rapid detoxification of ROS. It has been demonstrated in
different plants species that pre-treatment with low concen-
trations of SA enhances tolerance toward most kinds of
abiotic stresses due to an enhanced antioxidant capacity
(reviewed by Horvath ez al., 2007).

SA contribution to light acclimation and redox homeostasis.
In A. thaliana the SA signalling pathway contributes to
achieving optimal photosynthetic activity through regulat-
ing light acclimation processes and redox homeostasis. The
significant interplay between ROS and SA signalling was
uncovered when applications of H,O, and SA to tobacco
and Arabidopsis plants induced each other, suggesting they
are involved in a self-amplifying feedback loop (Leon et al.,
1995; Rao et al., 1997; Shirasu et al., 1997). SA inhibits the
antioxidant enzymes catalase and ascorbate peroxidase
(Chen et al, 1993; Durner and Klessig, 1995, 1996), thus
contributing to stabilizing H,O, levels.

The role of SA in photosynthetic parameters and short-
term acclimation to high light (HL) was deduced from the
phenotypes shown by A. thaliana plants with contrasting
endogenous SA levels. The Arabidopsis mutants dndl-1 and
cpr5-1, with high constitutive SA levels, exhibit decreased
maximum efficiency of PSII (F,/Fy,), reduced the quantum
yield of PSII (®PSII), increased thermal dissipation of
absorbed light energy (NPQ), and reduced stomatal con-
ductance in low light (LL; 100 pmol m 2 s~ ') conditions. In

contrast, decreased SA levels in sid2-2 and NahG plants
slightly impaired PSII operating efficiency and enhanced
thermal energy dissipation in LL (Mateo et al., 2006). SA
deficiency in these genotypes correlates with reduced
damage to PSII (indicated by the F,/F, ratios) compared
with wild-type plants, and does not significantly alter leaf
water, nutrient contents, and chlorophyll levels (Abreu and
Munné-Bosch, 2009). However, the reduced SA levels in
NahG and sid2 impair its acclimation to HL (750 pmol m 2
s~1), whereas plants with high SA levels (dndl-1, cpr5-I)
acclimate similarly to wild-type plants (Mateo et al., 2006).
Impairment of the light acclimation process in lines with
a low SA content is attributed to a higher oxidative stress
since the amount of anthocyanins after short-term HL
treatment is higher in NahG and sid2 compared with wild-
type plants.

These results are consistent with the fact that the SA
signalling pathway is activated during light acclimation
(Miihlenbock et al, 2008; Chang et al., 2009). Foliar
levels of conjugated SA, ascorbate, and glutathione in-
crease 1.5-, 1.8-, and 2-fold, respectively, in Arabidopsis
plants cultivated in HL (450 pmol m 2 s~ '), compared
with plants cultivated in LL (100 pmol m~2 s™'; Chang
et al, 2009). Likewise, excess excitation energy (EEE;
2200 umol m~2 s~') induces a 2-fold increase in foliar SA
levels (Miihlenbock et al., 2008). This documented regula-
tion of light acclimation by SA is probably the result of the
integration of multiple hormonal and ROS signalling path-
ways because accumulation of ET and ROS precedes SA
accumulation in Arabidopsis leaves in response to EEE
exposure, and the light stress also induces the expression of
genes regulated by ET, ROS, glutathione, SA, ABA, AUX,
and sugar signalling (M{ihlenbock et al., 2008).

Additional evidence supporting SA involvement in light
acclimation is that the Arabidopsis response to EEE is
regulated by LSDI (LESION SIMULATING DISEASE]I),
PAD4 (PHYTOALEXIN DEFICIENT4), and EDSI (EN-
HANCED DISEASE SUSCEPTIBILITYI), all genes of
the SA signalling pathway leading to disease resistance
(Rustérucci et al, 2001; Mateo et al, 2004). LSDI is
a negative regulator of SA-dependent programmed -cell
death and plant disease resistance (Dietrich er al, 1997,
Torres et al, 2005), whereas EDSI and PAD4 exert
a positive regulation on the SA pathway in plant immunity
(Wiermer et al., 2005). Both EDSI and PAD4 modulate ET
and ROS production in EEE stress signalling, while LSD/
limits the spread of cell death, induced by EEE or avirulent
pathogens, by suppressing ROS production through the
regulation of superoxide dismutase and catalase gene
expression and activities. From these results, it was pro-
posed that LSDI, EDSI, and PAD4 constitute a ROS/ET
homeostatic switch to control acclimatory and pathogen
defence mechanisms (Miihlenbock ez al., 2008).

SA’s role in stomatal closure. Stomatal closure is another
important factor for photosynthesis and is subjected to
control by various phytohormones (reviewed by Acharya
and Assmann, 2009). Recent evidence links stomatal closure
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to innate plant immunity, highlighting the role of SA in the
function of the guard cells (Melotto er al, 2006). In
Arabidopsis, 0.4 mM SA induces rapid stomatal closure
within 2 h and a 4-fold reduction of stomatal gas exchange
(Mateo et al, 2004). Endogenous SA levels promote
stomatal closure upon pathogen attack. Both human-
(Escherichia coli) and plant-pathogenic bacteria (Pseudomonas
syringae pv. tomato DC3000) can induce stomatal closure
within the first hour of contact with Arabidopsis leaves. This
response is compromised in the SA-deficient NahG and
eds16-2 genotypes, and in the ABA-deficient mutant aba3-1,
suggesting that a positive cross-talk between SA and ABA
is required to promote stomatal closure upon pathogen
perception (Melotto et al, 2006). The stomatal closure
promoted by ABA involves calcium (Ca®*) and sphingo-
sine-1-phosphate (Coursol er al, 2003), so it would be
interesting to evaluate the relationship to or dependence of
SA-induced stomatal closure on these signalling molecules
to determine if they are specific or common elements in the
phytohormonal control of stomatal aperture, and maybe in
development regulation since a close relationship between
sphingolipid metabolism and SA signalling profoundly
affects plant growth (Table 1).

Respiration

SA regulation of the alternative oxidase (AOX) pathway.
SA is involved in the regulation of the AOX pathway in
thermogenic and non-thermogenic plants by inducing its
gene expression (Kapulnik er «al, 1992; Rhoads and
Mclntosh, 1992). In tobacco cell suspension culture, addi-
tion of 2-20 uM SA causes an increased cyanide-resistant
O, uptake within 2 h, which is accompanied by a 60%
increase in the rate of heat evolution from cells, measured
by calorimetry (Kapulnik ez al, 1992). Moreover, SA
treatment induces NtAOXI gene expression in a concentra-
tion-dependent manner, which correlates with protein
abundance. NtAOXI transcript abundance increases 2- to
6-fold after 4 h of SA treatment and decreases nearly to
basal levels after 24 h (Norman et al., 2004).

AOX couples ubiquinol oxidation with the reduction of
molecular oxygen to yield water in a reaction that is
insensitive to inhibitors of the cytochrome oxidase path-
way. Because AOX is a non-proton-driven carrier, it
allows a flexible control of ATP synthesis to maintain
growth rate homeostasis (Moore ef al, 2002) and is
a potential target of SA for plant growth regulation. In
addition, AOX is thought to limit ROS production in
mitochondria. In cultured tobacco cells, overexpression of
AOX results in a 57% decrease of ROS abundance,
whereas antisense suppression of 40X causes a 5-fold
increase in ROS levels compared with wild-type cells. It
has been suggested that a second oxidase downstream of
the ubiquinone (UQ) pool could maintain upstream
electron transport components in a more oxidized state,
thereby lowering ROS generation by the respiratory chain
(Maxwell et al., 1999).
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Inhibition of mitochondrial electron transport. Besides the
induction of the alternative respiration pathway, that is
dependent on the expression of the AOX gene, SA might
control electron transport and oxidative phosphorylation in
plant mitochondria (Xie and Chen, 1999; Norman et al.,
2004). SA at concentrations as low as 20 uM inhibits both
ATP synthesis and respiratory O, uptake within minutes of
incubation in tobacco cell cultures, although a significant
inhibition occur only at SA concentrations >50 pM.
Treatment with 500 pM SA decreases ATP levels by 50%
within the first 30 min of incubation, after which the ATP
levels continue to decrease to as low as 15% of control levels
(Xie and Chen, 1999).

The SA-induced inhibition (from 20 uM to 500 pM) of
ATP synthesis in tobacco cell cultures probably does not
depend on the induction of the alternative pathway because
it occurs within minuters after the addition and does not
require de novo protein synthesis. In contrast, the induction
of alternative respiration by SA is associated with de novo
synthesis of AOX and requires hours to reach maximum
levels (Kapulnik ez al., 1992).

Further experiments using a range of substrates and well-
coupled isolated mitochondria showed that low concentra-
tions (<1 mM) of SA stimulate the respiration (O, uptake)
of whole cells and isolated mitochondria in the absence of
added ADP by acting as an uncoupler. At higher concen-
trations (1-5 mM), SA inhibits respiration apparently by
preventing electron flow from the substrate dehydrogenases
to the UQ pool. Because of its phenolic nature, it has been
suggested that SA at millilmolar concentrations may act as
a quinone analogue, preventing the interaction between
dehydrogenases and the UQ pool (Norman ez al., 2004).
Respiration in isolated mitochondria can be partially re-
covered from inhibition by isolating the organelles from
SA-treated tobacco cells and resuspending them in fresh
reaction medium (Xie and Chen, 1999; Norman et al.,
2004). The impact of SA on mitochondrial function is not
unique to tobacco as similar uncoupling and inhibitory
effects on soybean mitochondria (Norman et al., 2004) and
SA uncoupling of mammalian mitochondria have also been
reported (Jorgensen et al., 1976). It is possible that both the
uncoupling and inhibitory effects of SA in respiration
would act to lower cell ATP levels in the Arabidopsis
mutants that accumulate SA, restricting their growth.

Growth

The role of SA in plant growth has been little studied
compared with other plant hormones. Most reviews on this
topic do not include SA, or its role is barely described
(Santner and Estelle, 2009; Santner et al., 2009; Wolters and
Jiirgens, 2009).

Effects of exogenous SA on vegetative growth. The effect of
exogenous SA on growth depends on the plant species,
developmental stage, and the SA concentrations tested.
Growth-stimulating effects of SA have been reported in
soybean (Gutiérrez-Coronado et al, 1998), wheat
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(Shakirova et al., 2003), maize (Gunes et al., 2007), and
chamomile (Kovacik ez al., 2009). In soybean plants treated
with 10 nM, 100 uM, and up to 10 mM SA, shoot and root
growth increase ~20% and 45%, respectively, 7 d after
application. Wheat seedlings treated with 50 pM SA
develop larger ears, and enhanced cell division is observed
within the apical meristem of seedling roots (Shakirova
et al., 2003). Likewise, 50 puM SA stimulates the growth of
leaf rosettes and roots of chamomile plants by 32% and
65%, respectively, but higher concentrations (250 uM) have
the opposite effect (Kovacik et al, 2009). It has been
suggested that the growth-promoting effects of SA could be
related to changes in the hormonal status (Shakirova et al.,
2003; Abreu and Munné-Bosch, 2009) or by improvement
of photosynthesis, transpiration, and stomatal conductance
(Stevens et al., 2006).

In A. thaliana, exogenous SA (100 uM and 1 mM) has
a negative effect on trichome development because its
application reduces trichome density and number (Traw
and Bergelson, 2003). Although the biochemical events
involved in the regulation of cell division and growth by
SA are still unknown, these results correlate well with the
antiproliferative properties in mammalian tumour cell lines
of the acetylated derivative (Rischoff er al, 1998; Dihl-
mann et al., 2001).

Relationship between the SA signalling pathway and Arabi-
dopsis growth rate. More direct evidence supporting the
key role of endogenous SA in the regulation of plant cell
growth comes from the characterization of Arabidopsis
mutant or transgenic plants affected in the SA signalling
pathway (Table 1). Arabidopsis plants that overexpress the
SA-inducible DOF (DNA binding with one finger) tran-
scription factor OBP3 show a decreased growth rate in both
roots and aerial parts of the plants, which in the most severe
cases led to death (Kang and Singh, 2000). This dwarf
phenotype is also observed in Arabidopsis mutants that have
constitutively high levels of SA, such as cpr5 (constitutive
expressor of PRS5; Bowling et al., 1997), acd6-1 (accelerated
cell death; Rate et al., 1999), and agd?2 (aberrant growth and
death; Rate and Greenberg, 2001). In contrast, the SA-
depleted Arabidopsis NahG transgenic plants have a higher
growth rate (Abreu and Munné-Bosch, 2009; Du et al,
2009) that is reflected by a 1.7-fold increase in leaf biomass
when compared with wild-type plants (Abreu and Munné-
Bosch, 2009). The effects of SA depletion on plant growth
are more evident at low temperature; Arabidopis NahG
transgenic plants grow faster at 4 °C than wild-type plants
and show a similar growth phenotype to the ampl/ mutant
that has increased CK levels (Xia et al., 2009). The elevated
CK levels or the decreased SA levels improve plant growth
at low temperatures through different mechanisms. The
higher growth rate of ampl in the cold is associated with
a continuous cell division rather than enhanced cell
expansion, whereas the increased growth of NahG plants at
4 °C results from enhanced cell expansion rather than
continuous cell division (Scott ez al., 2004; Xia et al., 2009).
Moreover, the enlarged cell size of NahG plants is associ-

ated with an extensive endoreduplication. NahG plants have
approximately one additional endocycle compared with
wild-type plants, resulting in DNA values as high as 32C.
It has been suggested that SA negatively regulates expres-
sion of cyclin D3 (CYCD3; which drives the G;/S phase
transition) because an increased expression is found in
NahG plants grown at 4 °C (Xia et al., 2009). These results
suggest an unexplored cross-talk between SA, CK, and BR
signalling pathways since the latter two are positive
regulators of CYCD3 expression (Riou-Khamlichi ez al.,
1999; Hu et al., 2000).

Although most of the evidence suggests that SA is
a negative regulator of cell division, its role is much more
complex. Depletion of SA levels through NahG transgene
expression reverts the acd6-1 phenotype, but lead to the
appearance of abnormal tumour-like growths in the agd?
mutant background. The same effect is also observed in
acd6 NahG plants treated with the SA analogue benzothia-
diazole S-methylester (BTH; Rate et al, 1999). In acd6-1
mutants, SA stimulates endoreduplication and cell enlarge-
ment, while in the agd? background SA suppresses both
processes. This discrepancy could possibly be the result of
SA interaction with multiple receptors or signalling path-
ways that control cell growth and development.

NPRI involvement in the balance of growth regulation and
cell death. The transcriptional regulator NPR1 is the key
transducer of the SA signal as mprl mutants are SA
insensitive. Despite NPR1 is required for SA perception, it
is not considered to be the SA receptor, which has not yet
been identified. Although there are five paralogues of NPRI
in the Arabidopsis genome, there is a partial redundancy in
SA perception as determined by the insensitivity to BTH in
a high-throughput mutant screening (Canet et al., 2010a, b).
The npri-1 mutation in the acd6 background causes a re-
duction and delay in the cell death phenotype and partially
reverts the reduced stature of acd6 mutants. However, the
acd6 npr-1 double mutants develop abnormal growths that
protrude on the abaxial leaf surface (Vanacker et al., 2001).
It would be interesting to determine whether NPRI is
involved in a cross-talk with other phytohormones which
could help to explain the abnormal growth, and whether
this interaction resembles those between NPR1 and the JA,
ABA, and ET pathways, to modulate plant defence
responses against pathogens (Spoel er al, 2003; Yasuda
et al., 2008; Ledn-Reyes et al., 2009).

Evidence of a cross-talk between SA and AUX signalling
during vegetative growth. The discovery that the SA-in-
ducible DOF transcription factors OBPI, OBP2, and OBP3
are also responsive to AUXs (Kang and Singh, 2000)
provides a strong link between the SA and AUX signalling
pathways. The increased cell division rate observed in wheat
seedlings treated with 50 uM SA correlates with an increase
in the endogenous levels of the AUX indole acetic acid
(IAA; Shakirova et al., 2003). Interestingly, the reduced
apical dominance and stunted growth phenotypes in the
Arabidopsis cpr5, cpr6, and sncl mutants that contain
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increased endogenous SA levels are reminiscent of AUX-
deficient or AUX-insensitive mutants. This association
indicates that SA might interfere with the AUX-mediated
responses. In support of this link, these SA-accumulating
mutants contain lower endogenous levels of free IAA and
reduced sensitivity to AUXs compared with wild-type
plants, although exogenous treatment of wild-type plants
with SA had little effect on free AUX levels (D. Wang et al.,
2007). Moreover, the cross of the AUX-overproducing
mutant yucca with the SA-accumulating mutants cpr6 or
sncl suppresses most of the phenotypes associated with
yucca. This suppression is due to a repression of the AUX
response and not to a reduction in its synthesis. Tran-
scriptomic analysis of Arabidopsis plants treated with the
SA analogue BTH showed that 21 genes involved in AUX
signal transduction are repressed, including AUXI! and
PIN7 (encoding an AUX importer and exporter, respec-
tively), TIRI and AFBI (genes for AUX receptors), and
Aux/IAA family genes (D. Wang et al., 2007). AUX is not
the only growth phytohormone targeted by SA because
several Arabidopsis genes involved in the GA pathway are
also down-regulated in response to BTH treatment (Wang
et al., 2000).

An additional interesting finding is that the inhibitory
growth effect of high SA levels in several Arabidopsis cpr
mutants is partially overcome at HL intensities. The dwarf
phenotype of cpr6-1, cpri-1, and dndli-1 is partially reverted
under HL conditions, whereas cpri-1 reverts to almost
normal growth. Growth retardation in these mutants is due
to impaired photosynthetic activity, and they are able to
improve the operating efficiency of PSII during acclimatory
responses to HL (Mateo er al., 2006). Although the precise
mechanisms are still unknown, SA appears to be a key
molecule to maintain a proper balance between photosyn-
thesis and growth.

The SA, ROS, and mitogen-activated protein kinase
(MAPK) pathway in plant growth regulation. A very
important aspect to consider in plant growth regulation is
the tight and complex relationship between SA, ROS, and
MAPK cascades, although this has been more thoroughly
described for the plant defence response. Arabidopsis MPK6
is the orthologue of tobacco SIPK (SA-induced protein
kinase; Zhang and Klessig, 1997), and its activity is essential
for normal growth and development (Bush and Krysan,
2007; H. Wang et al., 2007, 2008). Arabidopsis MPK4 is
also closely related to the SA signalling pathway by acting
as a negative regulator. The mpk4 mutants have a severely
dwarf phenotype that might be due to SA accumulation.
Two lines of evidence support this conclusion because
mutations that disrupt SA biosynthesis (eds! and pad4) or
overexpression of the NahG transgene partially revert the
mpk4 phenotype (Petersen et al., 2000; Brodersen et al.,
2006). Further evidence linking SA to Arabidopsis growth
comes from the characterization of the null mkpl (map
kinase phosphatasel) and ptpl (protein tyrosine phospha-
tasel) mutants, which are negative regulators of MPK6 and
MPK3 (Bartels et al., 2009). The mkpl and mkpl pipl
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mutants have growth defects, increased levels of endoge-
nous SA, and constitutive defence responses including PR
gene expression and resistance to the bacterial pathogen P.
syringae. Reduction of SA levels by the NahG, pad4, or edsl
genotypes largely suppresses the mkpl and mkpl ptpl dwarf
phenotypes and the constitutive PR gene expression. In
addition, mpk6 and mpk3 null mutations partially and
differentially suppress the mkpl (Col-0) phenotype. From
these results it is concluded that MKP1 and PTP1 regulate
plant growth homeostasis (with MKP1 having the pre-
dominant role) acting as repressors of the stress-induced
MAPK pathway involving MPK3 and MPK®6, which leads
to SA biosynthesis and expression of PR genes (Bartels
et al., 2009).

MAPK cascades are important mediators of the interplay
between SA, other phytohormones, and ROS signalling in
cell growth regulation. ROS produced by NADPH oxidases
are important regulators of polarized growth of root hairs
and pollen tubes, by controlling cell wall rigidity and cell
signalling events involving Ca®" and MAPK cascades
(Foreman et al., 2003; Potocky et al, 2007). Arabidopsis
PTP1 and MPKG6 activities are redox regulated; PTP1 is
reversibly inactivated by 1 mM H,0,, whereas MPK6 is
strongly activated under these conditions, suggesting that
PTP1 could be a primary target for ROS signalling in plants
(Gupta and Luan, 2003).

Flowering

Flowering-inducing activity of SA. The contribution of SA
to flowering regulation has been well known for a long
time. Initially it was found that 4 uM SA promotes flower
bud formation from tobacco callus (Lee and Skoog,
1965). SA was later identified as the phloem-transmissible
factor secreted in the aphid honeydew responsible for
inducing flowering in Lemna gibba plants kept under
a non-photoinductive light cycle (Cleland and Ajami,
1974). SA (3—-10 uM) also stimulates flowering in various
genera of the Lemnaceae family, including long day
(LD), short day (SD), and photoperiod-insensitive types
(Khurana and Cleland, 1992). In the SD species Pharbitis
nil, flowering is induced by poor-nutrition stress. How-
ever, flowering under this condition was prevented by
treatment with amino-oxyacetic acid, a phenylalanine
ammonia-lyase inhibitor, but is restored by SA applica-
tion. Such behaviour is observed only under stress
conditions; thus it appears that SA might be necessary
but not sufficient to induce flowering (Wada and Takeno,
2010; Wada et al., 2010).

Further studies have demonstrated that the inflorescences
of thermogenic plants have high endogenous SA levels
(Raskin ez al., 1990), and that in non-thermogenic plants
such as tobacco and Arabidopsis, SA levels increase 5- and
2-fold in their leaves at the initiation of or during transition
to flowering, respectively (Yalpani et al., 1993; Abreu and
Munné-Bosch, 2009). In accordance with these findings,
SA-deficient Arabidopsis plants (NahG, sidlleds5, and sid2)
exhibit a late-flowering phenotype under both SD (8 h light
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and 16 h dark) and LD (16 h light, 8 h dark) conditions,
which suggests an interaction of SA with photoperiod and
autonomous pathways (Martinez et al., 2004).

A key element linking SA and flowering was recently
described in sunflower. The transcription factor HAHB10
belongs to the HD-Zip II family and, when it is constitu-
tively expressed in Arabidopsis, induces flowering by up-
regulating specific flowering transition genes and repressing
genes related to biotic stress. Interestingly, HAHBI10
expression is induced after SA treatment and after infection
with P. syringae (Dezar et al., 2011).

SA interaction with the photoperiod and autonomous path-
ways. Flowering is regulated by an integrated network of
several pathways in Arabidopsis, and the role of many genes
has been characterized. CONSTANS (CO) is a key regula-
tor of the photoperiod pathway, the gene FLOWERING
LOCUS C (FLC) is a flowering repressor that integrates
autonomous and vernalization pathways, and these path-
ways converge on a small number of integrators such as
FLOWERING LOCUS T (FT) and SUPPRESSOR OF
OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 (SOCI). The
photoperiod and autonomous pathways converge on the
SOCI gene that encodes a MADS box protein which is
activated by CO and repressed by FLC (Mouradov et al.,
2002). Recent discoveries have demonstrated that SA is
involved in regulating transcription of these genes (Martinez
et al., 2004).

The late-flowering phenotype of SA-deficient plants
correlates with a 2- to 3-fold higher expression of the floral
repressor gene FLC, and decreased levels of the FT
transcript compared with wild-type plants, under either SD
or LD conditions. Moreover, exogenous application of 100
UM SA to Arabidopsis wild-type plants causes a decrease in
FLC transcript levels, and UV-C light irradiation that
induces SA accumulation activates F7 expression. Interest-
ingly, although SA seemed to be a repressor of FLC
expression, this gene is not essential for the late-flowering
phenotype of SA-deficient plants because flc-3 NahG
mutant transgenic lines do not differ in flowering time
compared with their parental plants grown under LD and
SD conditions. Likewise, expression of other genes such as
CO and SOCI in SA-deficient plants is different under SD
and LD conditions. In LD-grown SA-deficient plants, levels
of CO and SOCI transcripts decrease ~50% when com-
pared with wild-type plants, but in SD-grown SA-deficient
plants the transcript levels of CO increase 2- to 3-fold and
SOCI expression does not change, compared with wild-type
plants. Genetic analysis of the interactions of SA with these
components of the photoperiod pathway showed that
exogenous SA (100 uM) could revert the late flowering
phenotype of the co-1 mutant, but not of the soc/ mutant,
under LD conditions. Thus, this evidence suggests that SA
regulates flowering by interacting with the photoperiod-
dependent pathway through a CO-independent branch
(Martinez et al., 2004).

Arabidopsis SIZ1 is a key flowering regulator through the
control of SA-mediated floral promotion. Loss-of-function

sizl mutants have an early flowering phenotype under SDs
that correlates with high SA levels. Upon NahG over-
expression in these mutants, the early flowering is sup-
pressed. SIZ1 positively regulates FLC expression, probably
through sumoylation of FLD (FLOWERING LOCUS D),
a plant orthologue of the human histone demethylase 1 (Jin
et al., 2008).

Additional evidence obtained from genetic approaches
has shown that the transition to flowering promoted by SA
also depends on LD, FVE, and FCA genes of the
autonomous pathway. Application of 100 pM SA to ld-1,
fve-3, and fca-9 mutants does not affect their delayed
flowering phenotype. Moreover, fve-3 NahG, and fca-9
NahG plants flower later than their parental plants under
SD conditions, but under LD conditions only fca-9 NahG
plants flower after fca-9 does. It has been suggested that in
LD-grown plants, SA regulates flowering time through an
FCA-independent pathway that may be the one mediated
by FVE, whereas under LD conditions, SA could exert its
regulation in parallel to both branches of the autonomous
pathway in order to regulate integrator genes such as FT
and SOCI. The vernalization and GA pathways do not
appear to be affected by SA as NahG-overexpressing plants
are fully responsive to cold temperatures, exogenous GAs,
or constitutive activation of the GA signalling pathway in
the spy-3 mutant background for flower development
(Martinez et al., 2004).

Further research must answer key questions such as how
the SA signalling pathway interacts with other hormones
implicated in the control of flowering time in Arabidopsis,
the mediators of this cross-talk (i.e. MAPKSs, transcriptional
regulators, or transcription factors), and whether regulation
of flowering by SA is mediated by NPR1.

Senescence

SA requirement for senescence regulation. After reviewing
the important role of SA in cell redox homeostasis and
photosynthesis, it is not surprising that this phytohormone is
also involved in senescence regulation. Senescence is charac-
terized by a decline in photosynthetic activity and increased
ROS levels due to a loss of antioxidant capacity. These
events are probably partially due to SA accumulation. In
Arabidopsis senescent leaves, SA levels increase ~4-fold at
the mid-senescent stage. Consistent with this observation,
Arabidopsis plants affected in SA biosynthesis, such as the
transgenic NahG and the mutant pad4, or with a disrupted
SA signalling pathway, such as npri, exhibit altered senes-
cence patterns that include delayed yellowing and reduced
necrosis compared with wild-type plants (Morris et al., 2000).

SA regulation of senescence-associated genes (SAGs). Se-
nescence is accompanied by important changes in gene
expression, and SA contributes greatly to this process.
Transcripts of several SAGs, such as SAGI2, are consider-
ably reduced or undetectable in SA-deficient Arabidopsis
plants (Morris et al., 2000). Moreover, SA activates the
expression of the  Arabidopsis  senescence-related
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genes oVPE, yVPE, WRKY6, WRKY53, and SENI that
encode two vacuolar processing enzymes, two transcription
factors, and a protease, respectively (Kinoshita ez al., 1999;
Robatzek and Somssich, 2001; Miao et al., 2004; Schenk
et al., 2005).

The involvement of the SA signalling pathway in senes-
cence was confirmed through a detailed gene expression
analysis in Arabidopsis senescent leaves (Buchanan-Wollas-
ton et al., 2005). Almost 20% of the up-regulated genes
during senescence show at least 2-fold reduced expression in
SA-deficient NahG transgenic plants. Most of the senes-
cence-enhanced genes that are dependent on the SA
pathway encode kinases, transferases, and hydrolases, but
their function in senescence progression remains to be
elucidated. Although a great deal of effort has been put
into identifying the signalling factors required for senes-
cence regulation, further research must determine whether
SA is involved in different stages of senescence, and the
interconnecting networks with other phytohormones that
promote (ABA, JA, an ET) or delay (CKs and GAs)
senescence.

WRKYS53 in the integration of SA and JA signalling for
senescence regulation. The transcription factor WRKYS53 is
a master regulator of senescence, and also a convergence
node with the JA signalling pathway by interacting with the
JA-inducible protein ESR (epithiospecifier senescence regu-
lator). Expression of WRKY53 and ESR genes is antagonis-
tically regulated in response to JA and SA, and each one
negatively influences the other. ESR appears to have a dual
function in Arabidopsis, one in senescence and the other in
pathogen defence, most probably depending on its cellular
localization (Miao and Zentgraf, 2007). ESR is localized in
the cytoplasm in the absence of WRKY53, where it could
function as a cofactor of myrosinase to drive the conversion
of glucosinolates into nitriles, which is important for
resistance to fungal and bacterial pathogens (de Torres
Zabala et al., 2005). In the presence of WRKY53, ESR is
directed to the nucleus where it inhibits WRKYS53 binding
to DNA and affects the transcription of SAGs such as
SAGI2 and SAGI0I (Miao et al., 2004). These results
support the hypothesis that the SA-inducible WRKY53 gene
is expressed early during leaf senescence, then the increase
of JA levels during progression of leaf senescence induces
ESR expression to modulate WRKYS53 action in the
nucleus, and WRKY53 expression is suppressed after the
onset of senescence (Hinderhofer and Zentgraf, 2001).
Recently, it has been found that WRKY53 degradation is
also tightly regulated and is mediated by the HECT E3
ubiquitin ligase UPL5 (Miao and Zentgraf, 2010).

Conservation of the SA signalling pathway in the senescence
process of different tissues. The importance of the SA
pathway in this developmental stage is highlighted by
a comparative analysis of genes expressed during silique,
leaf, and petal senescence (Wagstaff er al., 2009). Most of
the genes that show SA-dependent expression during leaf
senescence (Buchanan-Wollaston ez al, 2005) also show
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increased expression during senescence in petal and siliques,
whereas the other phytohormones cause differential expres-
sion profiles in the three plant tissues studied. ET bio-
synthesis and binding appear to be more important in
silique and petal senescence than in leaves (although some
elements are conserved in the three tissues), while genes
linked to AUX biosynthesis and response are strongly up-
regulated in petals but down-regulated in leaves. In
contrast, the SA pathway is active in the three tissues
during senescence (Wagstaff et al., 2009).

Autophagy induction by SA during developmental leaf
senescence. Autophagy is an important process for plant
development, especially during senescence and in the de-
fence response (Kwon and Park, 2008). The importance of
autophagy in the senescence process became evident by the
characterization of Arabidopsis knock-out plants affected in
different ATG (autophagy) genes (ATG4, ATGS5, ATG7,
ATGY9, ATGI0, and ATGI8a). These plants display an
enhanced senescence phenotype under nutrient-rich condi-
tions (reviewed by Bassham er al, 2006). The autophagy
genes ATGS5, ATGS, and ATGI2 are highly expressed in
senescent tissues (Wagstaff ez al., 2009). In the atg5 mutant
the senescence phenotype is associated with SA accumula-
tion as its endogenous levels are ~3-fold higher compared
with wild-type plants (Yoshimoto et al, 2009). These
mutants also accumulate high levels of H,O,, and highly
express the senescence marker gene SAGI2, as well as the
SA-responsive defence genes PRI and PR2. Although atg5
also shows increased levels of other phytohormones (JA,
AUXs, and ABA), the early senescence phenotype can be
attributed only to SA because disruption of its signalling
pathway by NahG overexpression or sid2 and nprl muta-
tions reverted the phenotype. In contrast, mutations in the
JA (coil or jarl) or ET (ein2) signalling pathways do not
affect the atg5 early senescence phenotype. Interestingly,
starvation- and dark-induced senescence in the arg? and
atg5 mutants is not suppressed by SA depletion in NahG-
overexpressing plants. These results correlate with previous
findings showing that SA-responsive genes are only up-
regulated during developmental leaf senescence, but not in
dark-induced senescence (van der Graaff et al, 20006).
Autophagy induction by SA was further confirmed by the
observation of numerous autophagosome structures in root
cells of Arabidopsis seedlings expressing green fluoresent
protein (GFP)-ATGS8a and treated with the SA analogue
BTH (100 uM, 8 h). This response is not present in BTH-
treated atg? and atg5 mutant roots, and, notably, NPR1 is
essential for this response because npr/ mutant roots do not
show rapid accumulation of autophagic bodies after BTH
treatment (Yoshimoto et al., 2009).

Autophagy induced by SA is regulated by ACBP3, an
acyl-CoA-binding protein that binds phosphatidylcho-
line and phosphatidylethanolamine, thus interfering with
the formation of the ATGS5-phosphatidylethanolamine
complex and disrupting autophagosome formation and
subsequent degradation of ATG8 (Xiao and Chye, 2010;
Xiao et al., 2010).
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Fig. 2. Descriptive model of salicylic acid function in plant growth
and development. SA is perceived by NPR1, a transcriptional
activator that regulates gene expression that might participate in
seed germination, flowering, and/or senescence regulation. In
addition, SA is a key regulator of plant cell redox status by
inhibiting catalase and peroxidase activity, and thus modulating
reactive oxygen species (ROS) levels. The positive effect of SA on
photosynthesis contributes to electron acceptor availability and
redox status. NPR1 oligomerization is redox modulated.

Although it is still controversial whether autophagy
functions as a cell survival mechanism or as an alternative
cell death pathway (Hayward er al, 2009; Hofius et al,
2009; Yoshimoto et al, 2009), SA has a key role in both
scenarios, as it has been demonstrated that SA can induce
autophagy (generally conceived as a negative regulator of
programmed cell death), and proper SA levels are critical to
execute cell death fully.

Conclusion

SA is a true plant hormone that goes beyond the defence
reaction in plant immunity and response to abiotic stress. In
coordination with CKs, ET, AUXs, GAs, JA, and ABA,
SA importantly contributes to growth and development
regulation, although the biochemical mechanisms that
mediate most of these responses remain largely unknown.
Further analysis of the dual role of SA in stress responses
and development will allow the identification of plant
mechanisms devoted to maintaining a proper balance
between growth and defence.

Despite the fact that several SA-binding proteins (SABPs)
have been identified, the identification and characterization
of the SA receptor is probably the most anticipated
discovery. Although NPRI is not a receptor itself, it is the
only known gene that, when mutated, generates plants
insensitive to SA (Canet et al., 2010b) and causes a clear
phenotype on plant defence response and some effects on
development. However, not all SA-induced genes depend on
a functional NPR1, as demonstrated in microarray analysis
in wild-type and nprl genotypes. For example, senescence-
associated WRKY53 transcription is induced by SA but, in

the nprl mutant, transcript levels are not significantly
different from those of the wild type in Arabidopsis seed-
lings treated with 0.5 mM SA for 2.5 h (Blanco et al., 2009).
In this context, characterization of NPR1 paralogues and
alleles must reveal their function, both during defence
response (Zhang et al., 2006), as has been determined for
NPR3 and NPR4, and during development (Canet et al.,
2010a, b).

In Arabidopsis it is clear that NPR1 subcellular localiza-
tion is regulated through a redox-sensitive mechanism
mediated by conserved cysteine residues that form intermo-
lecular disulphide bonds that upon SA accumulation are
reduced and the monomers translocated into the nucleus
(Mou et al, 2003). Once in the nucleus, the NPRI
monomer functions as a co-activator of gene transcription,
and the nuclear levels of this protein are kept in check by
proteasome-mediated degradation (Spoel et al, 2009).
However, this might not be a universal mechanism in all
plant species as it has recently been shown that tobacco
NPR1 lacks the conserved cysteine residues, and differs in
subcellular localization and transactivation potential from
AtNPRI1, as well in its sensitivity to SA (Maier et al., 2011).
Thus future research should emphasize the functional
genomics of NPR1 paralogues in various species, as well as
the mechanism through which SA modulates redox poten-
tial in the plant cell.

The role of SA in plant growth and development is still
a controversial field in plant biology; however, various
phenotypes are associated with deregulated SA levels
(Table 1) and new discoveries and mutant characterization
should shed more light on this topic. SA’s complex role is
not limited only to its canonical signal transducer, NPRI1,
but also involves its role in modulating the plant cell redox
status (Fig. 2).
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The field of plant sphingolipid biology has evolved in recent years. Sphingolipids are
abundant in cell membranes, and genetic analyses revealed essential roles for these
lipids in plant growth, development, and responses to abiotic and biotic stress. Salicylic
acid (SA) is a key signaling molecule that is required for induction of defense-related
genes and rapid and localized cell death at the site of pathogen infection (hypersensitive
response) during incompatible host—-pathogen interactions. Conceivably, while levels
of SA rapidly increase upon pathogen infection for defense activation, they must be
tightly regulated during plant growth and development in the absence of pathogens.
Genetic and biochemical evidence suggest that the sphingolipid intermediates, long-
chain sphingoid bases, and ceramides, play a role in regulating SA accumulation
in plant cells. However, how signals generated from the perturbation of these key
sphingolipid intermediates are transduced into the activation of the SA pathway has long
remained to be an interesting open question. At least four types of molecules — MAP
kinase 6, reactive oxygen species, free calcium, and nitric oxide — could constitute
a mechanistic link between sphingolipid metabolism and SA accumulation and
signaling.

Keywords: salicylic acid, sphingolipid, ceramide, sphingoid bases, sphinganine-analog mycotoxin

Introduction

Salicylic acid (SA) is a phytohormone involved in local and systemic resistance
(Vlotetal., 2009), as well as in the response to abiotic stress, growth, and development
(Rivas-San Vicente and Plasencia, 2011). The SA signaling pathway requires a functional NPR1
[nonexpressor of pathogenesis-related (PR) genes 1] protein to relay the signal to the nucleus,
where it activates PR gene expression (Wangetal.,, 2005; Kumar, 2014; Seyfterth and Tsuda,
2014). SA biosynthesis occurs either through the phenylalanine (PAL) or isochorismate (ICS)
pathway, and the relative contribution of each route varies in different species (Chen et al., 2009b;
Anand Mou, 2011). SA production is controlled by multiple positive and negative regulators
(Janda and Ruelland, 2014). Exciting new research reveals that several sphingolipid intermediates
induce SA accumulation and affect disease resistance. The objective of this review is to assess
the experimental data that link sphingolipid metabolism with SA accumulation and signaling.
Such evidence is mainly derived from (1) the phenotypes of Arabidopsis and Nicotiana plants in
which genes involved in sphingolipid metabolism are mutated or silenced, and (2) the effects of
sphinganine analog mycotoxins (SAMs, namely AAL and FB1) on sphingolipid metabolism.
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Sphingolipid Metabolism

Research in plant sphingolipids has been fostered by the use of
novel extraction protocols, followed by mass spectrometry anal-
ysis and characterization of Arabidopsis mutants. Sphingolipids
compose ~40% of the lipids of the plasma membrane and are
also abundant in other endomembranes. Functional genomics
of sphingolipid metabolism genes show that these molecules
have essential functions in plant growth, development, and
stress responses (Chen et al., 2009a; Pata et al., 2010; Berkey et al.,
2012). Sphingolipid biosynthesis starts in the endoplasmic retic-
ulum (ER). L-serine is condensed with palmitoyl-CoA to gen-
erate a sphingoid long-chain base (LCB) that is reduced and
then N-acylated to form ceramide. Ceramides are substrates
for the production of complex sphingolipids, including inosi-
tol phosphorylceramide (IPC), and glucosylceramide. In addition
to hydroxylation, LCBs and ceramides can be phosphorylated
(Figure 1) to yield a wide variety of molecules (Markham et al.,
2006).

Disruption of Sphingolipid Metabolism
Through Mutation and Silencing
Affects Salicylic Acid Levels

In Table 1, we summarize the effects of mutation or silencing
of genes involved in sphingolipid biosynthesis or metabolism in
Arabidopsis ecotypes and Nicotiana benthamiana, and highlights
the effects of altered SA levels and/or signaling on PRI gene
expression.

Sphingolipid Biosynthesis and Metabolism
Long-Chain Base Biosynthesis

Serine palmitoyl transferase (SPT), a heterodimer formed by
LCBI and LCB2 subunits, catalyzes the first reaction in sphin-
golipid biosynthesis to form LCBs (Figure 1; Chen et al., 2009a).
The Arabidopsis genome contains one gene encoding the LCB1
subunit and two encoding LCB2. Functional studies using mutant
and RNAi suppression lines lacking LCBI expression, and dou-
ble mutants lacking both LCB2 genes, show that sphingolipids
are essential for growth and development (Chen etal., 2006;
Dietrich et al., 2008). However, it is unknown whether mutations
in any of the LCB genes affect the SA pathway. A link between
SA and sphingolipid metabolism was established through virus-
induced gene silencing (VIGS) of the N. benthamiana LCB2
subunit. A 20 to 50% reduction in NbLCB2 transcript level was
sufficient to impair growth and leaf and flower development.
Compared to control plants, plants with a ~50% reduction in
NbULCB2 transcripts display elevated SA levels and constitutive
PRI expression (Table 1), and later, show spontaneous cell death
in leaves. These silenced plants are also more susceptible to
infection by the fungal necrotroph Alternaria alternata f. sp.
lycopersici. LCB composition in silenced plants is altered with
lower trihydroxylated LCB and higher dihydroxylated LCB lev-
els than those of control plants (Rivas-San Vicente et al., 2013).
These results suggest that disruption of LCB homeostasis is
accompanied by elevated SA levels and induction of cell death.

However, the identity of the LCB responsible for this phenotype
is unknown.

Ceramide Biosynthesis

Ceramide synthase catalyzes the condensation of a LCB with
a fatty acid-CoA to yield ceramide (Figure 1). The Arabidopsis
genome has three ceramide synthase genes -LOHI1, LOH2, and
LOH3- and each isoform has a selective preference for the type of
acyl-CoA and LCB (dihydroxy- or trihydroxy-LCB; Chen et al.,
2009a). Mutants for each gene are viable, and only the lohI line
has a spontaneous cell death phenotype, which occurs late in
development. Although SA levels in this mutant are comparable
to those in wild type (WT) plants, PRI transcription increased
160-fold (Table 1). Furthermore, this mutant exhibits modest
changes in sphingolipid content, with a 7 and 19% increase in the
proportion of species containing a C16 fatty acid in ceramides
and GlcCer, respectively, and a fivefold increase in trihydroxy-
LCBs (Ternes et al., 2011). These data narrow-down the identity
of the bioactive sphingolipids responsible for triggering cell death
to free trihydroxy-LCBs, dihydroxy-LCBs, or ceramide species
with a C16 fatty acid.

Ceramide Hydroxylation

Ceramide might be hydroxylated in its LCB moiety by a LCB-
C4 hydroxylases (SBH) and/or at the fatty acid residues by fatty
acid hydroxylases (FAH; Markham et al., 2006). Although dou-
ble mutants and RNAi suppression lines of SBH genes display
necrotic lesions in their cotyledons, and constitutively express PR
genes (Chen etal,, 2008), data on SA accumulation and/or sig-
naling is lacking. Conversely, an analysis of double mutants of the
two FAH genes (fahl and fah2) demonstrated a link between sph-
ingolipid biosynthesis and SA metabolism. The fah1/fah2 double
mutant displays a 25% reduction in leaf and root growth com-
pared to WT plants, elevated SA levels, and aberrant constitutive
PRI expression (Table 1). Despite elevated SA levels, this mutant
lacks a spontaneous cell death phenotype. These plants con-
tain lower levels of ceramides and GlcCer with a-hydroxylated
fatty acids, but a 10-fold increase in phytoceramides and a five-
fold increase in trihydroxylated LCBs (Konig et al., 2012). Thus
fatty acid hydroxylation of ceramides is required for the biosyn-
thesis of complex sphingolipids and its absence leads to the
accumulation of LCBs and ceramides. This elevation activates
the SA pathway and supports a link between SA signaling and
sphingolipid metabolism.

Ceramide Phosphorylation

ACD5 encodes a 608-amino acid protein with ceramide kinase
activity that is located in the ER, Golgi apparatus (GA), and mito-
chondria (Liang et al., 2003; Bietal, 2014). In the Arabidopsis
acd5 mutant, a glycine residue is replaced with an arginine and
the mutant enzyme retains only 10% of the activity of the WT.
These mutant plants develop normally for 5 weeks and then dis-
play spontaneous leaf lesions, accumulate free, and conjugated
SA along with reactive oxygen species (ROS), and constitutively
express PRI (Table 1). Due to reduced ceramide kinase activity,
acd5 plants accumulate ceramides and hydroxyceramides, with
a two- to sixfold increase relative to WT plants. Only ceramides
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FIGURE 1 | Molecular links between sphingolipid metabolism and the
salicylic acid (SA) signaling pathway. De novo biosynthesis of sphingolipids
starts in the endoplasmic reticulum (ER) and ends in the Golgi apparatus (GA)
with the biosynthesis of complex sphingolipids. The diagram highlights
mutations or silencing events in Arabidopsis and Nicotiana that result in loss or
reduced function of genes involved in sphingolipid metabolism (blue boxes) or
sphingolipid modification or transport (pink ovals) and their effect on SA
accumulation and/or signaling as a consequence of the accumulation of
long-chain base (LCBs), and/or ceramide (see Table 1). Also illustrated is the
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inhibition of the ceramide synthase by sphinganine analog mycotoxin (SAMs;
red) that additionally contributes to LCB accumulation and SA pathway
activation through pathogenesis-related (PR7) gene 1 expression. Several
signaling molecules are candidates connecting sphingolipid metabolism and SA
signaling (green boxes). MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE 6 (MPK6)
may act in a feedback loop between the two pathways. Solid arrows indicate
biosynthetic steps, while dashed arrows indicate modification of LCBs and
ceramide. Blue arrows denote proposed steps of convergence between the two
pathways.

containing long-chain fatty acids (C16) accumulate while levels
of ceramides with very-long-chain fatty acids (C24 and C26) are
not altered (Bi et al., 2014).

The acd5 cell death phenotype is SA-dependent as it is sup-
pressed in the acd5/NahG genotype. NahG encodes a salicylate
hydroxylase which converts SA to inert catechol such that these
plants do not accumulate SA. Moreover, a functional SA sig-
naling pathway is required because acd5/nprl double mutants
have an attenuated cell death phenotype (Greenberg et al., 2000;
Liang et al., 2003; Bietal., 2014). Mutation in the ACD5 gene
causes an imbalance in the ceramide to ceramide-1-phosphate
ratio and ceramide accumulation might activate the SA pathway.

Inositol Phosphorylceramide Biosynthesis
Ceramides serve as substrates for the formation of complex
sphingolipids (Figure 1). Inositol phosphorylceramide-synthase
(IPCS) catalyzes the transfer of phosphorylinositol to phytoce-
ramide to yield IPC. The Arabidopsis genome contains three
functional IPCS genes: IPCS1, IPCS2, and IPCS3. AtIPCS2 is
expressed at higher levels than the other two genes in all organs
tested (Mina et al., 2010), and the protein localizes to the trans-
Golgi network (Wang et al., 2008).

The phenotype associated with IPCS2 loss of function is only
discernible in transgenic plants expressing the resistance gene

RPWS (Resistance to powdery mildew). These plants exhibit spon-
taneous cell death and were thus named ehrI (enhancing RPWS-
mediated hypersensitive response cell death). Arabidopsis RPW8
confers broad-spectrum resistance to powdery mildew, and the
ipcs2 mutation in RPWS transgenic plants increased sensitivity to
fungal infection. The ipcs2 mutant lines are only 30% the size of
the parental line at maturity and exhibit regions of spontaneous
cell death. These plants accumulate both free SA and SA conju-
gates and constitutively express PRI (Table 1). Spontaneous cell
death and constitutive PRI expression depend on SA, since both
traits are abolished when the NahG gene or the pad4 mutation is
introduced. PAD4 is an upstream regulator of the SA signaling
pathway. Again, the precise identity of the sphingolipid molecule
responsible for this phenotype remains unidentified, because
these mutant plants show increased levels of both ceramides and
LCBs (Wang et al., 2008).

Sphingolipid Modification

Complex sphingolipids, such as glycosyl IPC (GIPC), are the
most abundant lipids in plant cell membranes (Markham et al,,
2006). Glycosylation of the inositol head group occurs in
the GA. Monosaccharides such as hexuronic acid, galac-
tose, mannose, and arabinose can be attached to GIPC
(Buré et al,, 2011). Guanidine diphosphate (GDP) sugars serve
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as donors for glycosylation and are transported into the
GA. GONST1 (GOLGI-LOCALIZED NUCLEOTIDE SUGAR
TRANSPORTER) belongs to a family of nucleotide sugar trans-
porters and stimulates GDP-mannose transport (Baldwin et al.,
2001). Knock-out of GONST1 causes severe dwarfing, poor seed
set, formation of spontaneous necrotic lesions on the leaves,
accumulation of free and conjugated SA, and constitutive PRI
expression (Table 1). Overexpression of NahG in the gonst1 back-
ground diminishes SA levels and the number of necrotic lesions,
and partially alleviates the growth defect. These data suggest
that the ability to accumulate SA is partly responsible for the
gonst] phenotype. The gonstl plants do not differ from WT
plants in ceramide or LCB content, but do exhibit changes in
sphingolipid sugar decoration; the proportion of Hex; GIPCs in
membranes isolated from gonst1 is 25%, compared to 90% in the
WT (Mortimer et al., 2013).

Sphingolipid Transport

ACDI1I encodes a protein homologous to a mammalian gly-
colipid transfer protein (GLTP) with no predicted transmem-
brane domains or localization motifs. It was initially character-
ized as a sphingosine transporter (Brodersen et al., 2002), but a
recent study showed that this protein contains a lipid recogni-
tion center. ACDI1 selectively binds to ceramide-1-phosphate
(C1P) and phyto-C1P, but not to related plant sphingolipids
such as ceramides, GlcCers, GIPCs, and LCBs (Simanshu et al.,
2014).

Arabidopsis acdll mutant plants show an accelerated cell
death phenotype early in development, characterized by ROS
generation, necrotic lesions, and constitutive expression of
senescence- and defense-related genes (Brodersen et al., 2002).
They also accumulate SA and display constitutive PRI expres-
sion (Table 1). Since the cell death phenotype is suppressed
in transgenic NahG lines that do not accumulate SA, cell
death is SA-dependent. Cell death is also blocked by muta-
tions in PAD4 and EDSI, which are upstream regulators of
the SA response (Brodersen etal., 2002). Other mutations in
key components of the SA biosynthesis and signaling path-
way, such as SID2 and EDS5, also diminish SA accumulation
in the acdll mutant (Brodersen et al., 2005). SID2 encodes an
ICS synthase, suggesting that SA accumulation is partly respon-
sible for the observed phenotype, and ICS precursors might
trigger cell death. The acdll/eds5 mutant exhibits constitu-
tive PRI expression and a similar cell death phenotype as the
acdll mutants, but limited SA accumulation. EDS5 encodes an
extrusion-like transporter involved in SA export from chloro-
plasts (Serrano et al., 2013). Exogenous application of the SA ana-
log BTH to acd11/NahG and acdl1/sid2 plants restores cell death
and induces ceramide accumulation, reinforcing SA role in the
signaling pathway that results in this phenotype (Brodersen et al.,
2002, 2005).

Both LCBs and ceramides could contribute to the acdll
mutant phenotype, as levels of these sphingolipid intermediates
are elevated in these plants. Because of the functional association
between sphingolipid metabolism and SA biosynthesis, a feed-
back loop might regulate these two pathways (Simanshu et al.,
2014).

SA Levels are Affected by the Action
of Sphinganine Analog Mycotoxins on
Sphingolipid Metabolism

SAMs share structural similarity with LCBs and inhibit ceramide
synthase activity (Figure1) causing LCB levels to increase
(Wangetal.,, 1991; Abbasetal., 1994). The best-characterized
SAMs are the AAL-toxin produced by A. alternata f. sp. lyco-
persici, a tomato foliar pathogen, and fumonisin B1 (FB1),
produced by Fusarium verticillioides, a causal agent of vari-
ous diseases in maize. Although the hosts and type of diseases
caused by these fungi are quite different, genetic evidence sup-
ports a role for SAMs in virulence of these fungal pathogens
(Sanchez-Rangel and Plasencia, 2010).

Effects of SAMs in Arabidopsis Genotypes
and Hormonal Crosstalk

Fumonisin B1 causes LCB accumulation in several plant species
(Abbas et al., 1994; de la Torre-Hernandez et al., 2010), and in
Arabidopsis, a 72-h treatment with 10 WM FBI triggers a 100- to
7000-fold increase in LCBs concentration (Saucedo-Garcia et al.,
2011). This dose also triggers lesions reminiscent of those formed
in the pathogen-induced HR, accompanied by callose deposi-
tion, ROS and camalexin production, and expression of PR-1,
PR-2, and PR-5 in Arabidopsis leaves (Stone et al., 2000). Very low
doses (70 nM) of FB1 cause DNA fragmentation and cell death in
Arabidopsis protoplasts. Because protoplasts from mutant geno-
types defective in SA, jasmonic acid (JA), and ethylene (ET)
accumulation or signaling are more tolerant to the toxin, it was
concluded that all three signaling pathways are required for cell
death caused by FB1 (Asai et al., 2000). However, when 50 puM
FB1 was infiltrated into rosette leaves of dde2, ein2, pad4, and sid2
single mutants (defective in JA, ET, SA, and SA signaling path-
ways, respectively) and the corresponding quadruple mutant,
enhanced tolerance to FB1 was not observed (Igarashietal,
2013). The cell type tested — protoplasts vs. intact leaves — and the
~700-fold difference in FB1 dose might account for the observed
discrepancies.

From the above data, it is clear that FBI activates the SA
pathway, but also other routes that are antagonistic to SA sig-
naling, thus complicating results interpretation. For instance,
Arabidopsis possesses five ET receptors (ETR1, ETR2, EIN4,
ERS1, and ERS2) and genetic studies show that, in absence
of ET, the receptors positively regulate CTR1, which acts as a
negative regulator of the ET signaling pathway (Ju et al., 2012).
FBI has contrasting effects in mutants of the five ET recep-
tors; while the etrI-1 mutant shows hypersensitivity to FB1, the
ein4-1 mutant displays diminished cell death and the other three
mutants respond similarly to the WT. These results suggest that
ET receptors have distinct roles in toxin sensitivity leading to the
HR. While ET induces cell death through EIN4, perception of this
phytohormone by ETR1 inhibits cell death. Because ET represses
PRI transcription, mutations in genes encoding ET receptors
increase the expression of SA-inducible genes; for instance the
ersl and the ein4 mutants display a 29-fold and 115-fold rise in
PRI expression, respectively (Plett et al., 2009).
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Deciphering the Link Between
Sphingolipid Metabolism and the
SA Pathway

Since both, LCBs and ceramides, serve as signaling molecules
in the activation of defense-related PCD (Berkey et al., 2012),
it is reasonable to hypothesize that SA acts as an intermedi-
ate in this pathway. So far, evidence provided by mutants in
sphingolipid biosynthesis and by experiments with SAMs and
exogenous LCBs/ceramides, suggests that sphingolipid interme-
diates act upstream of SA. Expression of NahG or negative
regulators of the SA pathway in sphingolipid mutants confirms
that this phytohormone is required for the cell death phenotype.
However, the remaining question is how perturbations in levels
of LCBs/ceramides are perceived to induce the SA biosynthesis
pathway? Several signaling molecules, upstream and/or down-
stream of sphingolipid intermediates, are candidates to connect
these two pathways (Figure 1), will be described briefly.

Both, FB1 and LCBs activate MITOGEN-ACTIVATED
PROTEIN KINASE 6 (MPK6) within minutes after the infil-
tration of Arabidopsis rosette leaves. Moreover, mpk6 mutant
seedlings show reduced cell death when exposed to 10 uM FBI,
suggesting that MPKG6 is a transducer in the pathway leading to
LCB-induced PCD in Arabidopsis (Saucedo-Garcia et al., 2011).
Although MPKG6 was characterized as the ortholog of the tobacco
SA-induced protein kinase (SIPK), it is rapidly activated by sev-
eral microbial elicitors (Niihse et al., 2000) with a similar kinetics
as with FB1 and LCBs.

Reactive oxygen species elevation is a common feature dis-
played by several mutants in sphingolipid biosynthesis that
show an enhanced cell death phenotype and SA accumula-
tion. Molecules such as hydrogen peroxide (H,0O;) and super-
oxide anion (O ) mediate a variety of cellular responses. In
Arabidopsis, 10 uM FBI1 causes an elevation of PAL transcript
and activity, which results in a fourfold increase in total SA.
This elevation depends on ROS, as inhibitors that disrupt ROS
production prevent this response (Xing et al., 2013). Moreover,
exogenous LCBs induce ROS production in leaves of Arabidopsis
seedlings (Shi et al., 2007). Although data on LCB accumulation
is lacking in these reports, FB1 biological activity suggests that
LCBs elevation mediate ROS generation.

Another hypothesis is that free calcium levels change in
response to a sphingolipid imbalance and transduce a sig-
nal. In tobacco BY2 cells, exogenous addition of dihydroxy-
LCB causes an immediate (~1 min) dose-dependent eleva-
tion of cellular free calcium concentration in the cytosol
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