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Resumen

La genética quimica en plantas constituye una poderosa herramienta en auge.
Para profundizar en el entendimiento de los mecanismos defensivos vegetales
frente al ataque de microorganismos patdogenos se realizd un rastreo de
moléculas moduladoras de la expresion del gen Ep5C, que se activa en respuesta
a la aplicacién de H,O, y al ataque de Pseudomonas syringae. Para ello se utilizd
el mutante ocpl de Arabidopsis thaliana obtenido por mutagénesis a partir de
plantas transgénicas pEp5C::GUS. Conocida la relacion de Ep5C con la RdDM
gracias a la implicacion funcional de OCP1 y OCP11, se identifica a MOD18,
MOD2 y MOD1 como moléculas potenciales implicadas en esta ruta. Ademas se
identifica a MOD1 como molécula activadora de las defensas a través de la ruta

mediada por acido salicilico.



Resum

La genetica quimica en plantes constitueix una poderosa ferramenta en auge. Per
a profunditzar en I'enteniment dels mecanismes defensius vegetals front a I'atac
de microorganismes patogens es va realitzar un rastreig de molécules
moduladores de I'expressio del gen Ep5C, que s’activa en resposta a l'aplicacio
de H,O;, y a l'atac de Pseudomonas syringae. S’ha utilizat el mutant ocpl d’
Arabidopsis thaliana, obtés per mutagénesi a partir de plantes transgeéniques
pEp5C::GUS. Coneguda la relacio d’Ep5C amb la RdDM gracies a la implicacio
funcional d’OCP1 i OCP11, s’identifica a MOD18, MOD2 i MOD1 com a potencials
molécules implicades en aquesta ruta. A més a més, s’identifica a MOD1 com a

moléecula activadora de les defenses a través de la ruta mediada per acid salicilic.



Summary

Chemical genetics in plants is a powerful tool booming. To deepen the
understanding of plant defense mechanisms against pathogen attack, we
performed a screening to find modulatory molecules of expression of Ep5C gene,
which is activated in response to application of H202 and attack by Pseudomonas
syringae. We used ocpl Arabidopsis thaliana mutant,obtained by mutagenesis
from pEp5C::GUS transgenic plants. Known the relationship between Ep5C and
RdDM through the functional involvement of OCP1 and OCP11, we identified
MOD18, MOD2 and MOD1 as potential molecules involved in this pathway.
Furthermore, we identified MOD1 as a defenses enhancer through salicylic acid

mediated pathway.
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Abreviaturas

Abreviaturas

ABA: &cido abscisico

ADN: &cido desoxirribonucleico

AGO4: argonauta 4

ARN: &cido ribonucleico

ARNSsi: pequefios ARN interferentes

Auvr: factores de avirulencia

Col-0: ecaotipo silvestre Columbia

EMS: metano-sulfonato de etilo

ET: etileno

ETI: Inmunidad Activada por Efectores
ETS: susceptibilidad mediada por efectores
GUS: B-glucuronidasa

H,O,: perdxido de oxigeno

HCI: &cido clorhidrico

HR: respuesta hipersensible

IBMCP: Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas
ISR: resistencia sistémica inducida

JA. &cido jasmonico

LATCA: Library of Active Compounds on Arabidopsis

MAMPs: patrones moleculares asociados a microbios Microbe-Associated Molecular

Patterns

MAPK: Mithogen Activated Protein Kinase
MES: 2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid
MS: Murashige & Skoog

nprl: nonexpressor of PR genes

NP40: Nonidet P40

oCp: overexpressor cationic peroxidase

PAMPs: patrones moleculares asociados a patogenos Pathogen-Associated Molecular

Patterns

PDF1.2.: plant defensin 1.2.

PR: proteinas relacionadas con la patogénesis
PRR: Pattern Recognition Receptors

PRX: peroxidasa

PTI: Inmunidad activada por PAMPs

RdDM: RNA-directed DNA methylation



Abreviaturas

ROS: especies reactivas de oxigeno

RP: proteinas R

SA. &cido salicilico

SAR: Respuesta sistémica adquirida

SDS: dodecilsulfato sédico

SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
Tris: Tris (hydroxymethyl) aminomethane

Tween 20: Polyoxyethylenesorbitan monolaurate

WIR: Resistencia inducida por herida

wt: wild type
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1. Introduccion

1.1. Interaccidon planta-patégeno

Las plantas estan obligadas a discriminar entre los diferentes retos que les
plantea su entorno y responder a ellos. Estas respuestas a su ambiente bi6tico y
abidtico les permiten la mejor distribucion de sus recursos para crecer,
reproducirse y defenderse. Frente a la llegada de un microorganismo patdégeno
las plantas han desarrollado una gran variedad de estrategias de actuacion que
confieren a la planta la posibilidad de responder de la forma méas adecuada en

cada caso.

Antes de la era de la clonacidn genética, la investigacion en plantas con flores
se centraba en especies de interés agrondmico y horticola, tales como tomate,
maiz, cebada, etc. (Somerville & Koornneef, 2002). Sin embargo, en los ultimos
20 afios gran parte de la investigacion de plantas ha girado en torno a una
pequefia planta de la familia de las Brassicae, sin interés comercial, denominada
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Somerville & Koornneef, 2002). A. thaliana
como sistema modelo es significativamente mas manejable que otras especies, y
ademas muestra los mas importantes tipos de respuesta de defensa descritos en
otras plantas (Glazebrook et al.,, 1997). Por tanto, A. thaliana constituye la
herramienta ideal para el estudio de la interaccion planta-patégeno (Revisado en
Dobodn, A., 2010).

1.1.1. Aspectos generales de lainteraccidn planta-patégeno

En su entorno natural, las plantas coexisten con multitud de microorganismos
patogenos, pudiendo ser infectadas por patdgenos con distintos estilos de vida.
Los dos grupos principales son los patdégenos biotrofos y los patdégenos
necrotrofos (Agrios, 2005).

Los patdgenos biotrofos se han especializado en alimentarse y crecer en el
interior de tejidos vegetales vivos, habiendo desarrollado la mayoria de ellos una
intima relacibn con sus hospedadores vegetales. De forma opuesta, los
patdgenos necrotrofos presentan una relacion menos intima con sus

hospedadores vegetales. Antes de la colonizacidén, necesitan para desarrollarse
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provocar heridas, debilitamiento, envejecimiento o incluso la muerte del tejido
vegetal. (Agrios, 2005).

A pesar de la existencia de tantas especies de organismos colonizadores, la
enfermedad constituye una excepcion, ya que las plantas poseen multitud de
mecanismos de defensa. Algunos de estos mecanismos son constitutivos,
estando presentes en la planta antes de la llegada del patdgeno; mientras que
otros se inducen tras la percepcidon del mismo y proporcionan proteccion no solo a
nivel local en el sitio de infeccion, sino sistémicamente a lo largo de toda la planta
(Shah et al., 1999).

1.1.2. Barreras preformadas

Las barreras preformadas constituyen un mecanismo que, dada su efectividad
frente a microorganismos de diversa naturaleza, confieren resistencia inespecifica
del patégeno (Heath, 2000).

Los microorganismos patdgenos deben conseguir entrar en el tejido vegetal
de la planta hospedadora, ya sea penetrando de forma directa las superficies
foliar o radicular, o bien a través de heridas (existentes o realizadas por el propio
patbgeno) o aperturas naturales como los estomas. Una vez en el interior de la

planta, deben superar la compleja pared celular vegetal (Chisolm et al. 2006).
1.1.3. Percepcion del patégeno por parte de la planta

- INMUNIDAD ACTIVADA POR PAMPs (PTI, del inglées PAMP-triggered

immunity)

La PTI se inicia con el reconocimiento de patrones moleculares conservados
en patdgenos (MAMPs, de Microbe-Associated Molecular Pattern; o bien, PAMPs
de Pathogen-Associated Molecular Patterns) por parte de un conjunto de
receptores situados en la membrana plasmética de la célula vegetal (PRRs, de
Pattern Recognition Receptors) (figura 1).

Este reconocimiento dispara una sefial intracelular mediada por MAPK
(Mitogen Activated Protein Kinase), y que tiene como consecuencia la produccion
de especies reactivas del oxigeno, la deposicion de callosa para reforzar la pared

celular en los sitios de infeccion y la activacion transcripcional de determinados
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genes de respuesta a patdégenos; todo ello, con el objetivo de prevenir el
crecimiento microbiano (Chisholm et al., 2006).
Asi, los PAMPs deben ser moléculas con estructuras altamente conservadas

en un amplio rango de microorganismos, pero no presentes en el hospedador.
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Figura 1: Induccién y supresién de larespuesta inmune primaria PTI en plantas por parte de
microorganismos patégenos. (A) Moléculas conservadas en distintos microorganismos (PAMPs
0 MAMPSs) son reconocidas a través de receptores transmembrana (PRR) por la planta, tras lo que
se dispara una respuesta defensiva primaria con el objetivo de proteger a la planta frente al ataque
de potenciales patégenos. (B) Los patégenos verdaderos, son capaces de secretar moléculas
efectoras que interfieren con la respuesta defensiva primaria PTI, permitiéndoles escapar a ella e
infectar de manera exitosa. (Extraido de De Wit, 2007)

- INMUNIDAD ACTIVADA POR EFECTORES (ETI, del inglés Effector
Triggered Immunitiy)

La ETI implica el reconocimiento directo o indirecto de estas moléculas
efectoras a través de proteinas vegetales de resistencia denominadas proteinas R
(RPs) (Figura 2.A). Este reconocimiento activa una serie de sefiales que culminan
en una respuesta hipersensible (HR), la cual implica una muerte celular
programada y asociada a la induccién local de genes de defensa en el lugar de la
infeccion, con el objetivo de frenar el crecimiento del patégeno. Aunque la
deteccién de los efectores o sus perturbaciones es altamente especifica, la HR

inducida es comun a multiples patdgenos.

Los efectores se pueden definir como moléculas derivadas del patdgeno con
la intencion de promover la virulencia mediante la interaccion con la planta. El
conjunto de efectores que porta un patdégeno es altamente especifico, llegando a

ser caracteristico de determinadas cepas.



Introduccién

PRR RP

A

Apoplast |
cw

Cytoplasm

Figura 2: Induccién y supresion de la
respuesta inmune secundaria ETI en
plantas por parte de microorganismos
‘ patégenos.
=3 (A) Las plantas resistentes poseen
m sistemas de deteccion de efectores o de
— sus perturbaciones a través de proteinas
que actian de guardianes (RPs) de la
’I Target i defensa vegetal. Tras la deteccion de los
Primary dofonse efectores se activa la respuesta ETI que
impide el desarrollo de una infeccién
B PRR RP satisfactoria por parte del patégeno.

A A (B) Como adaptacion, los patégenos han
eliminado o bien modificado efectores
detectados por RPs y en ocasiones
desarrollado otros efectores indetectables
por las RPs de la planta, evadiendo de
nuevo la respuesta defensiva.

(Extraido de De Wit, 2007)
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En las primeras etapas del conocimiento en la respuesta ETI, Flor, en
1971, enuncié la hipétesis de la resistencia gen a gen. En ella se exponia que las
plantas portan genes de resistencia que codifican proteinas R capaces de
detectar proteinas del patdgeno denominadas proteinas Avr o factores de
avirulencia. En el caso de producirse una interaccion planta-patégeno, las
proteinas R reconocerian a los factores de avirulencia desencadenando una
respuesta inmunitaria en las plantas que detendria la infeccion (interaccion
incompatible). Si no se produce el reconocimiento, el patégeno seria capaz de
infectar la planta desarrollando la enfermedad, considerdndose la planta
susceptible y la cepa del patégeno virulenta (interaccién compatible).

En 1998, Van der Biezen y Jones dieron paso a una adaptacion algo mas
sofisticada de este modelo, enunciando la hipétesis del gen guardian. Esta
hipotesis enuncia que muchas proteinas R son capaces de reconocer efectores
sin una interaccion fisica directa. Asi, las proteinas R estarian encargadas de
monitorizar el estado de distintos componentes defensivos vegetales, siendo
capaces de detectar su alteracion por parte de los efectores.

De hecho, el reconocimiento indirecto de los efectores por parte de las
proteinas R, se ha demostrado mas comun que el reconocimiento por interaccion
fisica directa (Chisholm et al., 2006; Jones & Dangl, 2006).
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TEORIA DEL ZIG-ZAG

PTI

ETS

Pathogen
effectors

ETI
A

ETS

)
®e
L)

©

Pathogen
effectors

O ©

©
» ©
© 0 (%)

¢

%
¢ %0 PAMPS

Figura 3: Esquema de la teoria del Zig-Zag.

El diagrama representa las distintas etapas en las que se produce el ataque patogénico y las
consecuentes respuestas defensivas vegetales. En una primera etapa el ataque de los
microorganismos patdgenos es detectado a través del reconocimiento de PAMPs que disparan la
PTI. En una segunda etapa, los patégenos evaden la PTI mediante la secrecion de moléculas
efectoras lo que desemboca en una susceptibilidad mediada por efectores (ETS: Effector
Triggered Susceptibility). En la tercera etapa, las plantas son capaces de reconocer determinados
efectores o sus alteraciones mediante proteinas que actlan de guardianas del sistema inmunitario
vegetal, tras lo que se desencadena la respuesta ETI. La ETIl es mas rapida y contundente que la
PTI llegando a sobrepasar el umbral de la respuesta hipersensible (HR). En una cuarta etapa, los
patégenos han perdido o modificado efectores reconocidos por RPs, incluso podrian haber
desarrollado nuevos efectores no reconocidos por las RPs del hospedador, o bien mecanismos
para evadir el reconocimiento, logrando escapar a la ETI y siendo capaces de causar enfermedad.
En etapas posteriores, mecanismos adaptativos conllevarian la percepcion de nuevos efectores
por parte de la planta para desencadenar ETI (Extraido de Jones & Dangl, 2006).

Parece claro que existen en esencia dos niveles en el sistema inmunitario
vegetal. El primero utiliza moléculas transmembrana (PRR) capaces de reconocer
patrones moleculares conservados en un amplio espectro de patégenos (MAMPs
o PAMPSs). En principio, las plantas, con el objetivo de detectar un amplio rango
de patdgenos y ser capaces de defenderse de los mismos desarrollaron este
primer nivel de inmunidad denominada “Inmunidad disparada por PAMPs” o PTI.
En su lucha por la supervivencia, ciertos patégenos desarrollaron la capacidad de
generar y secretar moléculas efectoras que manipulasen al hospedador,
evadiendo la respuesta PTI. Asi, en su coevolucién, las plantas desarrollaron un
segundo nivel de respuesta, en esta ocasion mas especifica, rapida y de mayor
contundencia; es la denominada “Inmunidad disparada por efectores” o ETI. En
ella encontramos proteinas de resistencia R (Dangl & Jones, 2001). Las proteinas
R se comportan como sensores o guardianes del estado defensivo y, en el caso

de detectar elicitores o las perturbaciones que ellos provocan, median la puesta
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en funcionamiento de la ETI. La ETI culmina con la resistencia de la planta y
normalmente con una respuesta hipersensible que implica muerte celular
programada en el sitio de la infeccién. No obstante, la seleccion natural dirige a
los patdgenos a evadir de nuevo los mecanismos defensivos vegetales,

diversificando, adquiriendo o eliminando efectores con el fin de suprimir la ETI.

1.1.4. Respuestas inducidas a nivel local

La deteccion del patégeno por parte de la planta, ya sea en la PTI o bien en la
ETI, desencadena una gran cantidad de cambios en el interior de las células del
hospedador. La velocidad, intensidad o magnitud con la que se desarrollen dichos
cambios son cruciales para determinar la eficacia de la respuesta. Ademas,
aunque la percepcion del patégeno depende de complejos mecanismos que
pueden llegar a resultar altamente especificos, los cambios que tienen lugar tras
dicho reconocimiento son similares e independientes del patdgeno o efector que
medie su activacion (Felix, 1999).

Entre los eventos tempranos tras el reconocimiento del patégeno
encontramos: cambios en el flujo de iones tales como el calcio, la activacion de
las vias de sefializacion donde tienen especial relevancia protein-quinasas,
alteraciones en los patrones transcripcionales, la alcalinizacién de los espacios
extracelulares y la sintesis rapida y transitoria de especies reactivas de oxigeno
(ROS, de Reactive Oxygen Species) y nitrégeno (Kotchoni & Gachomo, 2006).

Tras estos cambios inmediatos, en la mayoria de los casos se produce una
segunda etapa de alteraciones que activan dos vias de sefializacion diferentes.
Por un lado, se inducen cambios celulares que concluyen con la muerte celular
programada de las células infectadas con el objetivo de delimitar la infeccién a
nivel local, lo que se conoce como respuesta hipersensible (HR de Hipersensitive
Response). Por otro lado, se inducen complejos mecanismos de resistencia tanto

locales como sistémicos.

- ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ROS):

Son moléculas de gran importancia en diversos procesos bioldgicos, como
por ejemplo los radicales hidroxilo y peréxido de hidrégeno. Se originan como

consecuencia de procesos catabolicos en todos los seres vivos, asi como en
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situaciones de estrés como el frio, la alta salinidad, la sequia o las infecciones por
patégenos.

Debido a su alta reactividad, la acumulaciéon excesiva de ROS puede
ocasionar acusados dafios celulares, entre los que se incluyen la peroxidacion de
lipidos de membrana, la alteracion de proteinas y dafios a nivel del ADN, que
conducen al envejecimiento celular y pueden llegar a provocar la muerte del tejido
(Scandalios, 1997). Por ello, existen distintos sistemas detoxificadores de ROS.

Los ROS estan implicados en multitud de respuestas adaptativas,
participando tanto en procesos de resistencia a estreses abioticos como bidticos.
En concreto, en las respuestas vegetales frente a organismos patégenos se
pueden definir dos funciones cruciales de los ROS dependiendo de sus niveles de
concentracion. A altas concentraciones los ROS producen graves dafios que
conducen a la muerte celular, relacionandose con la HR, mientras que a
concentraciones moderadas se comportan como mensajeros secundarios
implicados en la transduccion de la sefial de defensa, participando en la
activacion de protein-quinasas o regulando directamente la expresion de algunos

genes relacionados con defensa (Kotchoni & Gachomo, 2006).

- PROTEIN-QUINASAS ACTIVADAS POR MITOGENO (MAPKS):

Actlian generalmente en forma de cascadas de activacion. La cascada de
MAPKs comienza con la activacidon mediante fosforilacion de una MAP quinasa
denominada MAPKKK, tras lo que se encuentra en disposicion de fosforilar y por
lo tanto activar, a los siguientes elementos en la cascada, las MAP quinasas
MAPKK. De la misma manera las MAPKKs activas fosforilan a MAPKs (la tercera
MAP guinasa de la cascada) que una vez activas pueden ser transportadas al
ndcleo donde activaran otros componentes de la sefalizacion tales como factores
de transcripcion, regulando la expresion de genes de respuesta al estimulo.

En las interacciones planta-patdgeno se han descrito multitud de
evidencias que apuntalan la importancia de las cascadas de MAPK en las
respuestas defensivas. Se ha propuesto que la percepcion de distintos tipos de
patogenos, asi como el desarrollo de las diferentes respuestas defensivas (tanto
PTI como ETI), confluyen en la activacion de cascadas conservadas de MAPK
(Asai et al., 2002).
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- RESPUESTA HIPERSENSIBLE o0 HR:

Generalmente, en el desarrollo de la ETI, se produce una respuesta
defensiva que incluye la muerte celular programada de las células que estan en
contacto con el patdgeno, proceso que se conoce bajo el nombre de Respuesta
Hipersensible o HR.

En el caso de infecciones producidas por patégenos biotrofos, la necrosis del
tejido en el lugar de infeccion podria frenar el avance del microorganismo ya que
tales huéspedes requieren de células vivas para su desarrollo; pero al hablar de
agentes hemibiotrofos y necrotrofos el papel de la HR resulta menos evidente,
habiéndose descrito casos donde incluso favorece el desarrollo de la infeccion,
como ocurre con el hongo necrotrofo Botrytis cinerea, que utiliza la HR para
ampliar la zona de necrosis requerida para su nutricién (Govrin & Levine, 2000).

En cualquier caso, la HR esta asociada a una serie de procesos que
acontecen en la secuencia defensiva, como la generacién de ROS, los cambios
en la polaridad y permeabilidad de membrana, el intercambio i6nico, el
reforzamiento de la pared celular, la fosforilacion-defosforilacion de proteinas, y la
acumulacion de determinadas moléculas como el acido salicilico y las proteinas

relacionadas con la patogénensis (Talarczyk & Henning, 2001).

1.1.5. Sefalizacién hormonal

En el estudio de las respuestas defensivas que se ponen en funcionamiento
tras la percepcién del patdgeno, y la transmision de la sefal, se identificaron dos
rutas mayores de sefalizacion; una de ellas es dependiente del acido salicilico
(SA), y la otra es dependiente del acido jasmoénico (JA) y del etileno (ET). Asi, la
concentracion de las fitohormonas SA, JAy ET es crucial a la hora de modular la
respuesta defensiva vegetal. Desde esta visidbn clasica de la sefalizacion
hormonal, la activacion de la ruta dependiente de SA tiene como consecuencia la
puesta en funcionamiento de las defensas efectivas frente a patdgenos de
caracter biotrofo, tales como las especies pertenecientes a los géneros
Pseudomonas e Hyaloperonospora. Por otro lado, la activacion de la ruta
regulada por JA/ET se relaciona mayoritariamente con los mecanismos
defensivos ligados a patdégenos necrotrofos como los del género Botrytis y Erwinia

(revisado en Glazebrook, 2005).
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Las dos rutas no son totalmente independientes sino que existe una
regulacion cruzada de ambas a través de una compleja red de interacciones que
determina la respuesta defensiva mas adecuada frente a un patdgeno especifico
(Kunkel & Brooks, 2002).

Ademas, cada vez son mas numerosas las evidencias que avalan la
contribucion de otras hormonas en la resistencia. De esta manera se han descrito
interacciones de las dos rutas mayores con auxinas, giberelinas, brasindlidos y el
acido abscisico (ABA).

- ACIDO SALICILICO (SA):

El SA esta involucrado en diversos procesos vegetales, habiéndose
identificado su papel como regulador del crecimiento celular (Vanacker et al.,
2001), floracion (Martinez, et al., 2004) o la termogénesis (Shah et al., 1999).

Asi mismo son numerosas las observaciones que asignan al SA funciones
clave en la defensa de las plantas tanto a nivel local como sistémico. Se observo
que los niveles de SA aumentan en los tejidos infectados y que aplicaciones
exdégenas de dicha molécula o determinados analogos incrementan la resistencia
a un amplio espectro de patdégenos. Existen estudios que demuestran el
requerimiento del SA en la induccion rapida de defensa tanto del tipo PTI como
ETI. Ademéas, un aumento en los niveles de SA es esencial para el
establecimiento de resistencias a nivel sistémico, implicandose en la resistencia
sistémica adquirida o SAR (Kunkel & Brooks, 2002).

La activacion de la ruta del SA se relaciona con la expresion de un grupo
de proteinas denominadas proteinas Relacionadas con la Patogénesis (PR)
(revisado en Van Loon et al., 2006). Se distinguen dos grupos de PRs. Por un
lado las PR basicas que son inducidas localmente alrededor de la HR vy
aparentemente no implicadas en SAR (Brederode et al., 1991). Por otro lado, las
PR acidas (como PR-1 y PR-2), que responden al SA y analogos de manera
contundente y de forma tanto local como sistémica. Por ello, algunos genes PR
cuya induccion es dependiente de SA se han utilizado clasicamente como
marcadores del correcto funcionamiento de la via, asi como del establecimiento
de SAR.
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La caracterizacion de mutantes de A.thaliana defectivos en la sefalizacion
hormonal del SA ha permitido una diseccion parcial de la via, identificando

elementos concretos, asi como su relacion con la respuesta defensiva.

- ACIDO JASMONICO (JA):

Se ha relacionado con diversas funciones biol6gicas en las que
encuadramos el desarrollo del polen y las semillas, asi como la defensa frente a
herida, ozono, insectos y microorganismos patdégenos (Browse, 2005).

En este caso, los mecanismos defensivos mediados por el JA se muestran
efectivos frente al ataque de patdgenos necrotrofos, cuya estrategia de infeccion
implica la muerte de las células hospedadoras con el objetivo de obtener
nutrientes. De forma paralela a o que ocurre con los genes PR en el caso de la
sefalizacion mediada por SA, han sido identificados algunos genes cuya
expresion es inducida por JA como PLANT DEFENSIN 1.2 (PDF1.2; Penninckx et
al., 1998).

Asi mutantes de A. thaliana afectados en la produccién o percepcion de
dicha molécula manifiestan una marcada susceptibilidad frente al ataque de
organismos necrotrofos asi como una reduccion en los niveles de expresion de
los genes inducibles por JA.

Se han descrito mutantes que muestran una hiperactivacion de esta ruta,
acompafiada de la induccion de PDF1.2 y resistencia a hongos necrotrofos como

ocp3 (overexpressor of cationic peroxidase; Coego et. al., 2005b).

- ETILENO (ET):

De manera clasica se ha relacionado al ET con la resistencia mediada por
JA, ya que el ET es capaz de inducir algunos genes dependientes de JA como
son PDF1.2. Ademas, el correcto funcionamiento de ambas vias (JA y ET) es
necesario para el establecimiento de la respuesta sistémica inducida (ISR;
Pieterse & Van Loon, 2004). Estos datos apuntaban a una via comun para ambas
moléculas, teniendo el JA y ET efectos sinérgicos. Sin embargo, una vez mas,
esta vision podria matizarse con un posible cruce de ambas vias (Kunkel &
Brooks 2002). La idea mas extendida hoy en dia se basa en que el ET podria

regular la aparicion y el desarrollo de sintomatologia de manera positiva 0
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negativa de forma especifica en funcion de la interaccion planta-patégeno
establecida (Van Loon et al., 2006).

1.1.6. Respuestas inducidas sistémicas

Ademas de las respuestas defensivas que se activan en el lugar de
infeccion, los organismos vegetales han desarrollado diversas respuestas
defensivas que se activan (tras el comienzo de una infeccion local) en toda la
planta de manera sistémica, con el objetivo de aumentar la velocidad y magnitud
de la defensa. Estas respuestas proporcionan proteccion de larga duracion frente
al posible ataque posterior de patégenos invasores (Delaney, 2000).

Entre las respuestas sistémicas mejor estudiadas hasta la fecha se
encuentran la Resistencia Sistémica Adquirida (SAR), activada por patégenos
necrotizantes; la Resistencia Sistémica Inducida (ISR), disparada tras la
colonizacion de las raices vegetales por parte de determinadas cepas de
rizobacterias no patdgenas; y la Resistencia Inducida por Herida (WIR), que tiene
lugar tras el dafio de los tejidos ocasionado por herbivoros (Pieterse et al., 2004).

- RESISTENCIA SISTEMICA ADQUIRIDA (SAR):

La Resistencia Sistémica Adquirida es la respuesta sistémica mas
estudiada hasta la fecha. Es conocido que para el establecimiento de SAR es
necesario un aumento tanto local como sistémico de los niveles de SA, que
conlleva la expresion de genes relacionados como las proteinas PR acidas. Sin
embargo, aunque la importancia del SA en SAR es evidente, no se conoce cuél
es la sefial movil que activa SAR en los tejidos distales, aunque no parece ser el
propio SA (Vernooij et al., 1994).

En la via de sefializacion del SA se encuentra la proteina NPR1, requerida
para la expresion de las PR asociadas. Asi, se relaciona la induccién de SAR con
la activacion de NPR1 y la expresion de los genes PR, pero no es descartable la

existencia de componentes adicionales independientes (Mayda, et al., 2000).

- RESPUESTA SISTEMICA INDUCIDA (ISR):

Para el correcto desarrollo de la ISR es necesario el funcionamiento de las

sefalizaciones mediadas por JA y ET. Asi, mutantes defectivos en las rutas de
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sefalizacion o sintesis de estas hormonas son incapaces de establecer una ISR
eficaz (Pieterse et al., 1998).

Por otro lado, la induccibn de tal respuesta se ha demostrado
independiente de la acumulacion de SA y la expresion de genes PR. Aunque
numerosos estudios postulan que las respuestas SAR e ISR compartirian
elementos comunes (como el regulador de defensa NPR1) y protegen a la planta
frente a rangos solapantes de patdgenos. Sin embargo, requieren rutas de
sefalizacion diferentes para su activacion, mientras SAR requiere la ruta del SA,
ISR requiere la del JA/ET (revisado en Lopez, 2010).

1.2. Antecedentes del proyecto

La respuesta de las plantas al ataque de microorganismos patégenos implica
cambios en la transcripcion de numerosos genes. Entre estos genes se encuentra
el gen Ep5C de tomate, que codifica una peroxidasa cationica extracelular (Gadea
et al., 1996; Hiraga et al., 2001)

En plantas se pueden encontrar numerosas peroxidasas (PRX), la mayoria de
ellas localizadas a nivel extracelular o en vacuola (Carpin et al., 1999). En
general, las PRX catalizan muchas reacciones redox en presencia de H,O, el
cual funciona como oxidante. La transcripcion de los genes PRX se puede inducir
por una variedad de estimulos que contemplan herida (Price et al., 2003),
patégenos (Lamb & Dixon, 1997), y desarrollo (de Marco et al., 1999).

En tomate, la expresion del gen Ep5C se induce en respuesta a la infecciéon
causada por la bacteria Pseudomonas syringae asi como por peréxido de
hidrogeno, de forma rapida y especifica. (Coego et al., 2005). La ausencia de
Ep5C confiere a la planta resistencia contra P.syringae. Dicha resistencia no va
acompafada de alteraciones en las vias de defensa clasica dependientes de SA o
JAJ/ET, sino que esta basada en la pérdida de funcion de Ep5C (Agorio and Vera,
2007)

Debido a tales caracteristicas se consideré a Ep5C como una herramienta de
gran utilidad en posteriores investigaciones que contribuyesen a dilucidar los

mecanismos implicados en la defensa vegetal.
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Para tal fin, se aisl6 el promotor de Ep5C de tomate y se fusiono al gen
marcador B-glucuronidasa (GUS). Con esta construccion (pEp5C::GUS) se
generaron plantas transgéenicas en el organismo modelo Arabidopsis thaliana (en
concreto se seleccionod la linea 5.2). Tales transgénicas estables mostraban una
tincion histoquimica GUS positiva Unicamente cuando eran estimuladas por
inductores del gen Ep5C de tomate (aplicacion de peroxido de hidrégeno e

infeccion por Pseudomonas syringae).

A partir de una poblacion de semillas transgénicas pEp5C::GUS se procedio6 a
una mutagénesis utilizando como agente quimico mutdgeno el metano-sulfonato
de etilo (EMS) que provoca mutaciones puntuales por sustitucion de nucleétidos.
Tras la mutagénesis se obtuvo una coleccibn de mutantes que mostraban
expresion constitutiva (alterada) del gen marcador GUS, a los que se denomind
ocp (overexpressor of cationic peroxidase). Dichos mutantes podrian presentar
lesiones en genes implicados en la regulacién de Ep5C y por tanto en las vias de
sefalizacion que median la respuesta de las plantas frente al ataque de
patégenos (Coego et al., 2005a). Entre estos mutantes han sido identificados y

caracterizados con éxito los mutantes ocp3, ocplly ocpl.

Figura 4. Caracteristicas fenotipicas de los mutantes ocp respecto a su linea parental
silvestre portadora de PEp5c::GUS (linea 5.2).

(A) Fenotipo morfolégico de plantas adultas de cinco semanas de edad. (B) Tincion
histoquimica GUS en hoja expandida de plantas adultas de 35 dias de crecimiento.
(Extraido de Agorio and Vera, 2007; Coego et al. 2005b; Lépez et al., 2011)

El mutante ocp3 muestra una resistencia aumentada a los hongos
necrotrofos, mientras que la respuesta a patdgenos biotrofos no se ve alterada.
Se comprobd que ocp3 codifica un factor transcripcional miembro de la familia de

los Homeobox (Coego et al., 2005b). En este caso la caracterizacion fenotipica
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del mutante posiciona a la proteina OCP3 como un regulador negativo implicado
tanto en la resistencia de la planta frente a hongos necrotrofos (Coego et al.,
2005b), como en la resistencia de las plantas a periodos de sequia (Ramirez et
al., 2009). Tales datos nos permiten hablar de una integracion de la via de
sefalizacion del &cido jasmonico (implicado en la respuesta a necrotrofos) y el
control de la apertura estomatica mediada por ABA (Coego et al., 2005b; Ramirez
et al., 2009, Garcia-Andrade, et al., 2011). Ademas, OCP3 representa un punto de
control especifico en la deposicion de calosa regulada por JA (Garcia-Andrade, et
al., 2011).

El mutante ocpll tiene disminuida la resistencia frente a patdgenos
necrotrofos y biotrofos. La hipersusceptibilidad a patégenos tan distintos no
parece estar asociada a defectos en las vias clasicas de defensa mediadas por
SA o JA/ET. Este mutante porta una mutacion en el gen ARGONAUTA4 (AGO4),
componente de la ruta de metilacion de ADN mediada por pequefios ARN
interferentes (ARNSsi) (Agorio and Vera, 2007). Esta ruta de metilacion conocida
como RADM (RNA-directed DNA methylation), es un proceso descubierto en
plantas; en el que, a través de toda una compleja maquinaria molecular se
generan pequefios ARN que median la metilacion y el silenciamiento génico de
sSus secuencias complementarias en el genoma (Zaratiegui et al., 2007).

El andlisis fenotipico de ocpll (renombrado con posterioridad ago4-2) indica que
AGO4 es esencial para la respuesta de las plantas al ataque de microorganismos
biotrofos tales como la bacteria Pseudomonas syringae, relacionando asi la via de
RdDM con la respuesta defensiva de las plantas.

Esta via se ha perfilado en los ultimos afios como una nueva forma de regulacion
de la expresién génica de gran relevancia e interés. Sin embargo, pese a ser muy
estudiada, dada su complejidad y reciente conocimiento, los papeles bioldgicos en
los que se ha implicado hasta el momento son escasamente entendidos (revisado
en Ruiz-Ferrer and Voinnet, 2009) por lo que actualmente estudios que aporten
alelos para los genes de la ruta asi como fenotipos asociados siguen teniendo un

gran interes.

El mutante ocpl muestra una alteracion en la ruta de sefializacion del JA,

hormona clave en la defensa vegetal frente a hongos necrotrofos, lo que
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imposibilita una respuesta correcta frente a tal clase de organismos patdgenos,
mostrando asi una susceptibilidad ligeramente incrementada respecto a plantas
silvestres. Se ha comprobado que ocpl muestra una hipometilacion del promotor
PEp5C, lo que provoca la expresion desregulada de la construccion pEp5C:GUS.
Ademas, se ha constatado que ocpl presenta una alteracion en la proteina
NRPD?2. (Lopez et al., 2011).

NRPD2 corresponde a la segunda subunidad mayor de las polimerasas IV
y V recientemente identificadas como especificas de plantas e implicadas en la
via de metilacion de ADN dirigida por ARN pequefios interferentes (RdDM). Se
constatd que el mutante ocpl mimetiza fenotipicamente a nrpd2-2 pudiendo ser
considerado como el alelo nrpd2-53, y que nrpd2-2 fenocopia la sobreexpresion
de pEp5C mostrada por ocpl. Ademas, ocpl muestra una desmetilacion en las
dianas tipicas de la RADM (gen SUPERMAN, genes 5S y elemento AtSN1) similar
a la que presenta nrpd2-2. Aun siendo ambos alelos de pérdida de funcion con
fenotipos similares, ocpl muestra ciertas diferencias respecto a nrpd2-2, lo que
revaloriza al alelo como herramienta de gran utilidad para facilitar la diseccion y
entendimiento de la via RdDM asi como la regulacion de las polimerasas IV y V
(Lépez et al., 2011).

1.3. Introduccidén ala genética quimica

El universo quimico, el cuél engloba todas las moléculas organicas de bajo
peso molecular (<800 Daltons; de ahora en adelante moléculas pequefias)
incluyendo aquéllas presentes en los procesos bioldgicos, abarca tal magnitud de
compuestos que sblo una pequefia parte ha sido explorada. Sin embargo, estas
investigaciones han mejorado notablemente el entendimiento de los sistemas
biolégicos y han permitido el descubrimiento de gran parte de las drogas y
principios activos utilizados hoy en dia (Dobson, 2004).

El uso de moléculas pequefias como reguladores del crecimiento, herbicidas
0 como inductores de resistencia a patdgenos es una practica comun en
agricultura. En muchas ocasiones el uso indiscriminado de estos compuestos
provoca efectos no deseados debido a la pérdida de especificidad frente a la

diana molecular o por una disminucién en su actividad biologica. Por todo esto,
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resulta imprescindible la identificacion de nuevas moléculas bioactivas y
altamente especificas para un determinado proceso biologico (Lokey, 2003).

El uso de moléculas pequeiias con el fin de inducir o modelar ciertos fenotipos
y permitir diseccionar determinados procesos biolégicos a traves de la
identificacion de sus dianas (proteinas y genes) se conoce como genética
quimica. La genética quimica extendida a escala del genoma completo se conoce
como gendmica quimica.

La genética quimica se caracteriza por cuatro grandes rasgos: 1) libreria de
compuestos quimicos; 2) escrutinio (screening) para la busqueda de compuestos
bioactivos; 3) identificacion de las proteinas diana; y 4) uso de quimicos como
herramienta para entender la funcion de las dianas y descubrir nuevas redes de

funcionamiento (Robert, et al., 2009).

Actualmente existen numerosas colecciones de compuestos quimicos activos
biolégicamente utilizados para realizar escrutinios de genética quimica, como por
ejemplo Asinex, Chembridge, LATCA o Microsource Spectrum. Sin ir mas lejos,
en el IBMCP (centro donde se ubica el laboratorio en el que se ha desarrollado el
presente proyecto) se ha instalado una plataforma de genética quimica con
diversas colecciones de compuestos que superan los 25.000 compuestos. Este

macroproyecto, al que se ha denominado Chemiplanta (www.chemiplanta.orq),

abarca la realizacion de diversos proyectos entre los que se encuentra el

presente proyecto.

1.3.1. Genética quimica directa e indirecta

Al igual que en la genética clasica, la cual usa la mutagénesis para investigar
las relaciones existentes entre genes y fenotipos (efectos fisiol6gicos), la genética
qguimica puede dividirse en dos tipos de aproximaciones, la genética quimica
directa y la indirecta (O’Connor et al., 2011).

La genética quimica directa (Figura 5.A.) utiliza moléculas pequefias para
modular la funcion de las proteinas. Aquellos compuestos que inducen un fenotipo
interesante son seleccionados y después se procede a la identificacion de su
proteina diana (O’Connor et al., 2011). Es decir, opera del fenotipo a la proteina
(Spring, 2004).
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Por otro lado, la genética quimica indirecta (Figura 5.B) implica el uso de
librerias de moléculas pequefias para buscar un ligando que perturbe la funcion
de una determinada proteina. Una vez identificado, se introduce en una célula o
un organismo con tal de estudiar los cambios que provoca en el fenotipo; es decir,
el ligando se utiliza para mimetizar el efecto de una mutacion genética. (O’Connor

et. al., 2011). Opera de la proteina al fenotipo (Spring, 2004).

(A) Genética (B) Genética
guimica directa quimica indirecta
- Overexpression of a Figura 5. Esquema general de los
gg@%?ggég%ﬁ protein of interest procesos de genética quimica.
§§§§§§§SOS d (A) La genética quimica directa
QOCOLOCOV supone el escrutinio de librerias de

Piate of cells or organisms

Add one unique
compound per well

moléculas pequefas en células o
organismos en busca de cambios
fenotipicos, la seleccién de aquella
molécula que induce un fenotipo

gigg de interés_y la ider_ltificacién de la
00000080¢ ——— proteina diana de dicha molécula.
830838333033 idrebicdy it (B) La genética quimica indirecta
MQS modulate protein function SUpPONe la sobreexpresién de una
Screen for phenotypic changes proteina de interés, el escrutinio

de una coleccibn de moléculas
pequefias en busca de un ligando
gue module la funcion de la
proteina y el uso de este ligando

produces phenotype of

H Select compound that
\/ interast

1)*( Ch __, |/ '.\ para determinar las consecuencias
= 'C/ fenotipicas de alterar la funcién de
H Add ligand to colls la proteina en un organismo o a

H Identify protein target 4 or whole organism nivel celular.
ot ompotnd Las células azules indican un
//'\ determinado cambio fenotipico y
e las moléculas se refieren a un

compuesto genérico de una
libreria. (Extraido de Blackwell &
Assay for phenotypic ouicome Zhao, 2003)

1.3.2. Ventajas y desventajas de la genética quimica

Existen numerosas ventajas de la genética quimica respecto a la genética
clasica. Por un lado, el uso de moléculas pequefias en un determinado proceso
bioldgico es rapido, provocando una serie efectos de manera inmediata que
pueden ser caracterizados. Ademas, la mayoria de estos efectos son reversibles.
Por otro lado, las moléculas pequefias pueden ser afladidas en cualquier
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momento y en la cantidad deseada, lo que supone un control temporal y
quantitativo absoluto, que no ofrece la genética clasica (Blackwell & Zhao, 2003;
Spring, 2004; O’Connor et al., 2011).

La limitacion actual mas importante de la genética quimica es que no se
puede aplicar de un modo general. En un principio, cualquier gen puede ser
manipulado genéticamente; sin embargo, la genética quimica requiere una
determinada molécula selectiva de la proteina objeto de estudio. Actualmente,
s6lo una pequefia parte de las proteinas conocidas tienen un ligando identificado,
por lo que resulta necesario explorar el universo quimico de las moléculas

bioactivas y asi permitir que la quimica genémica sea una realidad.

1.3.3. Genética quimica en plantas

Las técnicas de genética quimica constituyen una poderosa herramienta para
el entendimiento de los procesos bioldgicos en plantas por diversas razones. En
primer lugar, todos los reguladores del crecimiento vegetal son moléculas
pequefias y sus efectos han sido estudiados intensamente utilizando la genética
clasica y aproximaciones bioquimicas (Roberts & Hooley, 1988;). Ademas, los
protocolos experimentales para analizar estos reguladores del crecimiento estan
bien definidos y son facilmente adaptables para realizar rastreos con compuestos
gue modulen un determinado proceso de interés. En segundo lugar, el genoma de
la planta modelo Arabidopsis esta totalmente secuenciado y existe una gran
variedad de herramientas de genética y gendémica a disposicion de la comunidad
cientifica. Finalmente, el sistema radicular de las plantas ha evolucionado para
permitir una eficiente absorcion de minerales y nutrientes, por lo que se trata de
una excelente via para la captacion de moléculas pequefias. (Blackwell & Zhao,
2003).

Aunque el objetivo final de la genética quimica es conocer en mayor
profundidad los mecanismos biologicos mediante el uso de moléculas bioactivas,
también est4d estrechamente relacionada con el descubrimiento de nuevos
productos agroquimicos. Entre los objetivos generales de la genética quimica en
plantas encontramos los siguientes (Hicks & Raickel, 2012):

- Incrementar la gama de fenotipos para descubrir nuevos genes y nuevas

funciones de las proteinas.
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- Permitir el conocimiento directo de rutas desarrolladas a nivel celular y sus
relaciones con el organismo.

- Acceder a procesos dinamicos in vivo que ocurren en un corto periodo de
tiempo, como por ejemplo las respuestas al ataque de patdgenos o las

respuestas frente a hormonas vegetales.

El nimero de estudios de genética quimica realizados para diseccionar el
entendimiento de los procesos bioldgicos vegetales ha aumentado
considerablemente en los dltimos afios. Estos ensayos se engloban en cuatro
grandes temas de estudio que son: la pared celular, las hormonas vegetales, el
trafico endomembrana y la respuesta inmune vegetal (Hicks & Raickel, 2012). Es

dentro de este ultimo campo, donde se enmarca el presente proyecto.
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2. Objetivos

El objetivo general de este proyecto es contribuir a profundizar en el
entendimiento de los mecanismos defensivos vegetales frente al ataque de
microorganismos patdégenos. Dentro de este objetivo general se incluyen los

siguientes objetivos especificos:

- ldentificacion de moléculas con potencial agroquimico que tengan como
diana la regulacién transcripcional del gen Ep5C sobre el fondo genético

ocpl de Arabidopsis thaliana.

- Efecto de las moléculas identificadas sobre los fondos genéticos ocp3,

ocpll y wild type (linea parental 5.2.).

- Efecto de alguno de los compuestos seleccionados sobre la ruta defensiva

mediada por acido salicilico.

-20 -



Material y Métodos

3. Material y métodos

3.1. Material vegetal

3.1.1. Ecotipos de Arabidopsis thaliana utilizados

Para la realizacion del rastreo de moléculas antagonistas y agonistas de la
regulacion transcripcional de rutas relacionadas con la defensa vegetal se utilizd
el mutante ocpl. En estos experimentos se utiliz6 como control positivo de
actividad B-glucuronidasa el mutante ocp3 y como control de crecimiento el tipo
silvestre Columbia (Col-0).

Una vez identificadas las moléculas sobre el mutante ocpl, se ensayaron
sobre el resto de mutantes ocp (ocp3 y ocpll) asi como sobre plantas
transgénicas Ep5C.

Tal y como se ha explicado anteriormente (ver Apartado 1.3. Antecedentes
del proyecto), el promotor del gen Ep5C de tomate se aislé y se fusion6 al gen
marcador B-glucuronidasa (GUS). Con esta construccion (pEp5C::GUS) se
generaron plantas transgénicas utilizando plantas del ecotipo silvestre Columbia
(Col-0) de Arabidopsis thaliana, en concreto se selecciond la linea 5.2. Tales
transgénicas estables muestran una tincibn histoquimica GUS positiva
Unicamente cuando son estimuladas por inductores del gen Ep5C de tomate
(aplicacion de peroxido de hidrégeno e infeccion por Pseudomonas syringae).

A partir de una poblacion de estas semillas transgénicas PEp5C:GUS se
procedié a una mutagénesis utilizando como agente quimico mutageno EMS. De
esta mutagénesis se obtuvo la coleccion de mutantes ocp (overexpressor of
cationic peroxidase), que presentan expresion constitutiva (alterada) del gen

marcador GUS.
3.1.2. Cultivo in vitro

El cultivo in vitro se realizé en placas con medio Murashige y Skoog (MS), en
estado sélido o en estado liquido, segun el caso. El medio MS se prepara
anadiendo 2,2 g de MS con vitaminas, 5 g de sacarosa y 0.1 g de MES
monohidrato por litro de agua Mili-Q. El pH se ajusta a 5’9 mediante la adicién de

KOH. Para solidificar el medio se afiade agargel a razén de 6 g/L.
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Antes de la siembra, se esterilizan las semillas en un tubo de microcentrifuga
de 1,5 ml (300 semillas por tubo aproximadamente) al que se afiade 1ml de SDS
(dodecil sulfato sédico) + etanol 70%. Después de agitar durante 3 minutos, se
elimina la solucion de SDS y se afiade 1ml de etanol 96°C. Se vuelve a agitar
durante 15 segundos y se vierten las semillas y el etanol sobre papel de filtro
esterilizado. Una vez secas las semillas se colocan en un tubo nuevo con 1ml de
agua Mili-Q estéril y se estratifican a 4°C en oscuridad durante 72 horas antes del

momento de la siembra.

Una vez hecha la siembra, las placas sellan correctamente con parafilm y se
llevan a la camara de cultivo in vitro. Alli crecen en condiciones de elevada
intensidad luminica (22000 lux), un fotoperiodo de dia largo con 16h horas de luz
y 8 de oscuridad, una humedad relativa del 85% y una temperatura de 23°C

durante el dia y 19°C durante la noche.

Segun el experimento a realizar se utilizaron placas multipocillos de 96
pocillos (pocillos de 6 mm de didmetro) o placas multipocillos de 6 pocillos
(pocillos de 35 mm de diametro). También se utilizaron placas Petri de 9 cm de

diametro.

3.1.3. Germinabilidad y amplificacion de semillas

Antes de iniciar el estudio y con el fin de asegurar que el porcentaje de
germinacion de las semillas del mutante ocpl era adecuado, se sembraron 100
semillas previamente esterilizadas y estratificadas (ver apartado anterior) en placa
petri con medio MS al que se afiadid6 kanamicina 50 mg/L, como sefial de la
presencia del promotor pEp5C::GUS (Coego et al., 2005a).

Una vez comprobado que el porcentaje de germinacion era adecuado
(superior al 90%) y que todas las plantulas eran resistentes al antibidtico y por
tanto presentaban la expresion constitutiva del promotor pEp5C:GUS, se procedio
al trasplante de dichas plantulas a sustrato con el fin de obtener semillas.

Las plantulas se trasplantaron a las dos semanas de la siembra a un sustrato
compuesto por turba, perlita y vermiculita (2:1:1) en macetas de plastico de 50 ml.
Alli crecieron en condiciones de elevada intensidad Iluminica (22000 Ilux),

fotoperiodo de dia largo con 16h horas de luz y 8 de oscuridad, humedad relativa
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del 85% y temperatura de 23°C durante el dia y 19°C durante la noche. Se

regaron a demanda con agua.

Transcurridos 2 meses y medio del trasplante, las plantas se dejan de regar
y se embolsan con bolsas de papel de forma individual. Una vez secas, se
recogen las bolsas y se tamiza el contenido para obtener las semillas libres de
restos de tallos y flores. Las semillas se mantienen en viales estériles,

correctamente identificados y refrigerados a 4° C.

3.2. Libreria de compuestos

Para la identificacion de moléculas antagonistas y agonistas de la regulaciéon
transcripcional de rutas relacionadas con la defensa vegetal se realizdé un primer
rastreo de moléculas sobre ocpl, utilizando aproximadamente 4000 compuestos
elegidos de entre la libreria de compuestos disponible en el laboratorio. Esta
coleccion esta formada por compuestos de diversas librerias junto con otras
moléculas con caracter herbicida, hormonas vegetales y otros compuestos de
sintesis reciente.

Los compuestos se encuentran disueltos a una concentracion de 2,5 mM en
DMSO (dymethil sulfoxide).

3.3. Rastreo de moléculas

El rastreo de moléculas se realiz6 en placas multipocillo de 96 pocillos con
medio MS sélido. A cada pocillo se afiadié 1ul del compuesto directamente desde
la coleccion y 100ul de medio MS, quedando el compuesto a una concentracion
final de 25 puM. Se sembraron 3 semillas por pocillo, previamente esterilizadas y
estratificadas, y se dejaron crecer durante una semana en la camara de cultivo in

vitro (ver apartado 3.1.2. Cultivo in vitro).
Al séptimo dia se procedié a realizar la deteccidbn de la actividad [-
glucuronidasa, tal y como se describe en el apartado siguiente.

Como control se utilizd6 ocpl tanto en 100yl de medio MS sdlido como en
100ul de medio MS soélido con DMSO al 1%, dado que los compuestos de la
coleccion estan disueltos en DMSO. Ademas, también se utiliz6 como control de

crecimiento el ecotipo silvestre Col-0 y como control positivo de actividad [3-

-23-



Material y Métodos

glucuronidasa el mutante ocp3. La distribucion final de los controles en la placa se

observa en la siguiente figura.

ocpl MS ocpl MS+DMSO
ocp3 MS ocp3 MS+DMSO
Col-0 MS Col-0 MS+DMSO
ocpl MS+DMSO ocpl MS
ocp3 MS+DMSO ocp3 MS
Col-0 MS+DMSO Col-0 MS
ocpl MS ocpl MS+DMSO
ocp3 MS ocp3 MS+DMSO

Figura 6: Disefio de las placas de 96 pocillos para el rastreo de moléculas moduladoras
de la expresion de Ep5C. Las columnas de los extremos se reservan para los controles
con los genotipos ocpl, ocp3 y Col-0, sembrados en medio MS con o sin adicion de
DMSO. En el resto de pocillos se prueban los distintos compuestos de la coleccion.

3.4. Actividad B-glucuronidasa

La actividad B-glucuronidasa se detecta infiltrando el tejido fresco mediante
20 minutos de vacio con solucion GUS hasta alcanzar una infiltracion total. A
continuacion, se incuba toda la noche a 37 °C en oscuridad y posteriormente se
hacen sucesivos lavados con etanol 96 % (v/v).

La solucion GUS se prepara con 5-bromo-4-cloro-3-indolil glucuronido (X-
gluc) 0'5 mg/mL, tampédn fosfato pH 7°2 100 mM, KsFe(CN)s 0’5 mM, KsFe(CN)g
0’5 mM, EDTA (&cido etilendiaminotetraacético) 10 mM, Triton X- 100 0’1% (v/v)
y metanol 10 % (v/v).

Cuando las plantulas han sido crecidas en placas multipocillos de 96 pocillos
la tincion histoquimica GUS se realiza en la misma placa, en el resto de casos la
tincion GUS se realiza en tubos de microcentrifuga de 2 ml. En ambos casos se

afiade el volumen suficiente para cubrir el tejido vegetal.

3.5. Confirmacioén de las moléculas identificadas

Una vez adquiridos los compuestos seleccionados se prepard una solucién
stock con DMSO de cada uno de ellos a una concentracion de 10mM (almacenaje

a -80°C) y otra a 2’5 mM (solucion de trabajo), igual que en la coleccion.
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Para comprobar si los compuestos seleccionados eran buenos candidatos se
volvieron a probar a la misma concentracién de 25 uM (1x) y ademas se preparé
una dilucion seriada a 1/10 (2’5 uM), 1/100 (250 nM) y 1/1000 (25 nM). Se
realizaron tres repeticiones. La confirmacién de los compuestos identificados se
realizé en placas mutipocillo de 96 pocillos con medio MS sélido. De esta manera
en cada placa se pueden probar un total de cuatro compuestos quedando los
pocillos externos con Unicamente MS para evitar la desecacion de los pocillos con

las plantulas, y las columnas centrales para los controles (Figura 7).

Se siembran 3 semillas por pocillo, previamente esterilizadas y estratificadas,
y se dejan crecer durante 7 dias en la camara de cultivo in vitro (ver apartado
3.1.2. Cultivo in vitro). Al séptimo dia se procede a realizar la deteccion de la
actividad B-glucuronidasa (ver apartado anterior) y a continuacion se analizan los

resultados obtenidos de forma visual.

250 nM
(1/100)
250 nM
250 nM

25 nM
(1/1000)
25 nM
25 nM

25 UM
(1X)
25 UM
25 UM

2,5 pM
(1/10)
2’5 uM
2’5 UM

ocpl MS ocpl MS+DMSO

Compuesto 1 ocpl MS ocpl MS+DMSO | Compuesto 3

ocpl MS ocpl MS+DMSO

Compuesto 2

ocpl MS+DMSO

ocpl MS

ocpl MS+DMSO

ocpl MS

Compuesto 4

ocpl MS+DMSO

ocpl MS

Figura 7: Disefio de las placas multipocillo para la confirmacion de los compuestos
seleccionados en el rastreo de moléculas moduladoras de la expresion de Ep5C. En los
pocillos externos se aflade Unicamente el medio MS. En las columnas centrales se
siembran los controles en medio MS con o sin adicién de DMSO.

3.6. Efecto de las moléculas seleccionadas sobre los mutantes
ocp y su linea parental

Una vez confirmados los compuestos se probaron sobre su linea parental

(linea 5.2.), ocpl, ocp3 y ocpll a la concentracion de 25 uM y 50 pM.
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Para ello se utilizan placas multipocillo de seis pocillos. Se siembran 20
semillas por pocillo, previamente esterilizadas y estratificadas, sobre papel de
filtro esterilizado y éste, a su vez, sobre medio MS sélido con DMSO 1%. Las
placas se llevan a la cAmara de cultivo in vitro donde permanecen siete dias (ver
apartado 3.1.2. Cultivo in vitro). Se sembraron un total de cuatro placas por

genotipo y dos placas como control (Figura 8.A.)

Al séptimo dia se procede a trasplantar las plantulas con el papel de filtro a
placas multipocillo de 6 pocillos con medio MS solido y el compuesto a 25 pM o
50 uM, obteniendo un total de tres placas por genotipo (Figura 8.B). Se utilizo el
papel de filtro para evitar dafios en la raiz en el momento del trasplante.

Al cuarto dia de crecimiento en contacto con el compuesto (plantulas de 11
dias de edad) se procede a la deteccidén de la actividad B-glucuronidasa de un

total de seis plantulas en tubos de microcentrifuga de 2ml (ver apartado 3.4.

Actividad [B-glucuronidasa).

resultados de forma visual.

Una vez realizada la tincion,

se analizan los

A
Medio MS | Medio MS . L
+ + Figura 8. Disefio de las placas
DMSO 1% | DMSO 1% multipocillo para conocer el
Medio MS | Medio MS efecto de las moléculas
+ + moduladores de la expresion de
DMSO 1% | DMSO 1% Ep5C (MOD1-MOD9) sobre los
mutantes ocp y su linea
B Medio MS Medio MS Medio MS parental.
+ + + e
MOD1 25 uM | MOD2 25 uM | MOD3 25 uM (A) Dl_serzo de las placas control
Medio MS Medio MS Medio MS (B) Disefio de las placas con los
+ + + compuestos (MOD1-MOD?9)
MOD1 50 uM | MOD2 50 uM | MOD3 50 uM
Medio MS Medio MS Medio MS
+ + +
MOD4 25 uM | MOD5 25 uM | MOD6 25 uM
Medio MS Medio MS Medio MS
+ + +
MOD4 50 yM | MOD5 50 uM | MOD6 50 uM
Medio MS Medio MS Medio MS
+ + +
MOD7 25 uM | MOD8 25 uM | MOD9 25 uM
Medio MS Medio MS Medio MS
+ + +
MOD7 50 uM | MOD8 50 uM | MOD9 50 pM
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3.7. Implicacién de los compuestos moduladores en la respuesta

defensiva dependiente de &cido salicilico

Para evaluar la ruta mediada por acido salicilico (SA) se utiliz6 como
marcador la expresion de la proteina PR1. Para ello, se realizé la aplicacion de los
compuestos MOD1 y MOD2 (25 uM) y SA (100 uM) sobre la linea 5.2.

En primer lugar, se sembraron, con 100 semillas por placa, placas Petri de 9
cm de didmetro con medio MS solido (ver apartado 3.1.2. Cultivo in vitro).

A los 7 dias de crecimiento, se realizo el trasplante a medio MS liquido con
0 sin compuesto. Para ello, se utilizaron placas multipocillo de seis pocillos a los
que se afiadi6 7 ml de medio. Se trasplantaron 35 plantulas por pocillo y se
mantuvieron las placas en la cdmara de cultivo in vitro en continua agitacion,
utilizando para ello un agitador orbital.

Al cuarto dia de estar las plantulas en contacto con el compuesto, se afiadié
el SA, previamente disuelto en agua Mili-Q.

Se realiz6 un primer muestreo antes de realizar el tratamiento con SA (0h)
(Figura 9.A) y tres muestreos mas para cada uno de los dos compuestos, a las
12, 24 y 48 horas de la aplicacion del SA (Figura 9.B). Las plantas se secan con
papel absorbente evitando cualquier tipo de dafio y se congelan con nitrégeno
liquido de forma inmediata para ser conservadas a -80°C hasta el momento de su

procesado.
A B MS MS
MS MS MS + +
MS + + MOD1 25uM | MOD2 25uM
MOD1 | MOD2 MS MS
25uM | 25uM MS + +
+ MOD1 25uM | MOD2 25uM
SA 100 uM + +
SA 100 uM | SA 100 uM

Figura 9: Disefio de las placas multipocillo para conocer la implicacion de los
compuestos moduladores de Ep5C MOD1 y MOD2 en la respuesta defensiva
dependiente de acido salicilico.

(A) Disefio de la placa para el muestreo realizado antes de la aplicacion con &cido
salicilico (SA). (B) Disefio de las placas para los muestreos realizados a las 12h,
24h y 48h de la aplicacion de acido salicilico.

Para realizar la inmunodeteccion de la proteina PR1 se procedio a realizar

un Western Blot. A continuacion se describen los pasos realizados:
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1) Extraccion y cuantificacién de proteinas

Extraccion de las proteinas de aproximadamente 100 mg de tejido vegetal
previamente machacado. Se afiaden 3 pl/mg del siguiente buffer de extraccion:
Tris HCI pH 7’8 150mM, KCI 150mM, NP40 (Nonidet P40) 1%, EDTA 1mM,
MgCl, 5mM, DTT (dithiothreitol) 10mM, PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo)
0'5mM e inhibidor de proteasas Sigma® a razén de 5-10 pl/mL. Después de
homogeneizar bien, se centrifuga durante 20 minutos a 4°C, obteniendo la
fraccion proteica en el sobrenadante.

A continuacion se cuantifican las proteinas por el método Bradford, basado
en la unién de las proteinas a una solucion acida del colorante Comassie Brilliant
Blue G-250, contenida en el reactivo de Bradford. Este método es sensible,
simple, rapido, barato y pocas sustancias interfieren en su determinacion. En
primer lugar se prepara la solucion Bradford diluyendo el reactivo de Bradford a
partes iguales con agua Mili-Q. Seguidamente, a partir del stock de BSA
(albumina bovina) se preparan soluciones a las concentraciones de 1, 2, 4, 6, 8y
10 pg de proteina/ml; se les afiade 1ml de la solucion Bradford; se agita, se
incuba 10 minutos a temperatura ambiente y se mide la absorbancia a 595nm con
el espectrofotometro. Con estos datos se elabora la recta patrén y se calcula la
ecuacion de la recta de regresién. A continuacion, se mide de la misma manera la
absorbancia de cada una de las muestras afiadiendo 1 ml de la solucién Bradford
a 0’5 pl de proteina diluidos en 9’5 ul de agua Mili-Q. Con los valores obtenidos y
la ecuacion de la recta de regresion se calcula la concentracion de proteinas de

cada una de las muestras.

2) Electroforesis en gel SDS-PAGE

Una vez hecha la cuantificacion, se preparan las muestras con tampén de
carga SDS-PAGE (Tris-HCI pH 80 85 mM, Glicerol 10%, SDS 6%, Azul de
bromofenol 0°25%) vy 2-mercaptoetanol (20ul/ml), ajustando con el tampén de
extraccion para tener el mismo volumen proteico de cada muestra. Para
desnaturalizar las proteinas, las muestras ya preparadas se han incubado durante
4 minutos a 95°C, quedando listas para cargar en el gel de 12% poliacrilamida,
formado por un gel acumulador y un gel separador. La composicion de los geles
se recoge en la Tabla 1. Como marcador se ha utilizado Prestained Protein
Ladder (Sigma®).
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gel separador | gel acumulador
H20 Mili-Q 525 ml 6’1 ml
30% acrilamida liquida 6 ml 1’3 mi
Tris 5 M - 04 % SDS pH 8,8 375 ml -
Tris05 M- 04 % SDS pH 6,8 - 2’5 ml
TEMED 20 20 ul
20% APS 50 pl 50 pl

Tabla 1: Composicion para 2 geles SDS-PAGE

Una vez separadas las proteinas por tamafios, se deja incubar el gel durante
10 minutos en tampdén Western (Tris HCI 25 mM, Glicina 192 mM, SDS 0'03%,
Metanol 20%).

3) Electrotransferencia y tinciobn Ponceau

A continuacion, se realiza la transferencia de las proteinas desde el gel de
poliacrilamida a una membrana de nitrocelulosa (Whatman®), utilizando para ello
una corriente eléctrica y el tampdn de transferencia Western.

Tras la transferencia, se tifie la membrana con la solucibn Ponceau
(colorante Ponceau-S 2% (p/v) y acido acético 1% (v/v)), para comprobar que el
material proteico ha pasado a la membrana y que todas las muestras contienen la
misma cantidad de proteinas (control de carga). Se destifie la membrana con
agua Mili-Q.

4) Bloqueo y Deteccion

Después de transferir las proteinas a la membrana es necesario bloquear los
lugares de unién que han quedado libres para lo que se deja incubar la membrana
durante 1 hora con leche en polvo 5% (p/v) y TBS (Tris 6’1 g/L, NaCl 9 g/L, pH
7'6) con Tween 20 0'1% (v/v). Una vez hecho el bloqueo, se lava la membrana
con el mismo tampdn.

A continuacion, con tal de permitir la deteccion de la proteina PR1 se incuba
la membrana durante toda la noche con el anticuerpo primario a una dilucion
1/5000 en leche en polvo 2% y tampdén TBS + Tween 20 0’1%. Al dia siguiente, se
realizan dos lavados de 15 minutos con el mismo tampdn y seguidamente se deja
incubar la membrana 1 hora con el anticuerpo secundario (Anti-Rabbit IgG, HRP)

a una dilucion 1/25000 con leche en polvo 2% y tampon TBS + Tween 20 0°1%.
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Una vez transcurrido este tiempo se realizan dos lavados de 15 minutos cada uno

con el mismo tampon.

5) Anélisis

Para analizar la cantidad de proteina PR1 de cada muestra, se deja incubar
la membrana durante 10 minutos con el sustrato, el cual emitird luminiscencia. La
luz emitida ha sido captada por una camara CCD obteniendo asi una imagen
digital del Western Blot.
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4. Resultados y discusion

4.1. Puesta a punto del método experimental

La busqueda de pequefias moléculas que ejerzan un efecto en la expresion
genética de determinados genes de interés, como por ejemplo genes
relacionados con la respuesta a factores bidticos o abioticos, asi como la
identificacion de sus dianas directas, es lo que se ha establecido como genética
quimica. Es por ello, que esta disciplina ha adquirido una gran importancia en el
estudio de la biologia vegetal, como ya se ha descrito anteriormente

Sin embargo, para poder aprovechar al maximo las ventajas del uso de esta
técnica y obtener unos resultados representativos, es igual de importante y
necesario realizar una correcta puesta a punto del protocolo experimental a
seguir. Por eso, este ha sido el punto de partida del presente trabajo. Se
realizaron diversos ensayos con tal de establecer una serie parametros a utilizar

durante el rastreo de moléculas.

En primer lugar, para facilitar el desarrollo de esta busqueda y hacer una
primera seleccion de compuestos, se decidio utilizar placas multipocillo de 96
pocillos las cuales permiten probar de manera simultanea 80 compuestos
quimicos, dejando la primera y la ultima columna libres de compuestos para poder
disefiar correctamente los controles. Ademas, se optd por no realizar réplicas en
este primer rastreo y soélo realizarlas una vez hecha la primera seleccién de

compuestos, agilizando asi el proceso de busqueda inicial.

Por otro lado, se decidi6 realizar el estudio en plantulas de 7 dias de edad,
ya que este periodo es suficiente para que las plantulas desarrollen los
cotiledones e inicien el desarrollo del primer par de hojas verdaderas. Debido a
esto y con tal de facilitar la realizacion de las tareas experimentales, se decidio
afiadir el compuesto desde el momento de la siembra y directamente al medio de
cultivo. Para minimizar el posible impacto en la germinacién ocasionado por esta
temprana aplicacion del compuesto, se decidid estratificar las semillas en agua

antes de la siembra.
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Al tratarse de placas multipocillo con pocillos de 6 mm de didmetro y
considerando que las plantulas alcanzarian la semana de edad, se decidio afiadir
100 pL de medio MS sélido y sembrar 3 semillas por cada pocillo. La cantidad de
medio seria suficiente para el correcto desarrollo de las tres plantulas y se evitaria
la aparicion de posibles sintomas de anoxia. Ademas, la aplicacion de este
volumen de medio sélido facilitaria la aplicacion a cada pocillo de la solucion para

detectar la actividad enzimatica del gen GUS.

Otro punto importante a discutir fue la concentracion de sacarosa a usar en
el medio de cultivo, dada la importancia de este nutriente. Se optd por la adicion
de 5¢g/l, al comprobarse que mayores dosis provocaban sintomas de estrés como

el aumento en la produccion de antocianinas.

Por ultimo, se llevé a cabo otra prueba previa en la que se probé el efecto
que podia tener el disolvente de los compuestos (DMSO) sobre el desarrollo de
las plantulas y principalmente en la induccién de la actividad enzimética del gen
reportero. Para ello, se probaron diversas concentraciones de DMSO en los
diferentes genotipos de estudio, sin observarse cambio alguno en el nivel de
expresion del gen GUS respecto al control (sin disolvente). De esta forma, los
posibles candidatos que se seleccionaran no serian falsos positivos debidos a un

efecto del disolvente.

Una vez establecidos todos los pardmetros, se procedi6 a la realizacion del
escrutinio con el mutante ocpl. La deteccion de moléculas candidatas se baso en
la expresion de la actividad B-glucuronidasa (GUS) mediante tincién histoquimica
del tejido vegetal fresco. Una vez realizada la tincion, se realiz6 una comparacion
visual de la expresiébn del gen marcador GUS en plantulas control con la

expresion en plantulas crecidas en presencia del compuesto.

Como ya se ha dicho anteriormente (ver apartado 1.3. Antecedentes del
proyecto), ocpl presenta expresion constitutiva del gen pEp5C::GUS. Por tanto,
se consideraran moléculas agonistas de la mutacion ocpl aquellas que presentan
una mayor intensidad azul en la tincion histoquimica GUS respecto a las plantulas
control, y moléculas antagonistas aquellas que presentan un menor grado de

tincion que las plantulas control, todo ello determinado de manera visual.
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Aunque se tiene constancia que cientificamente seria mas correcto realizar
una cuantificacién numeérica del grado de expresion del gen GUS, con tal de poder
conocer si las diferencias observadas son estadisticamente significativas, se ha
optado por realizar una determinacion visual al tratarse de un proyecto final de
carrera donde el objeto final radica en la adquisicion por parte del estudiante de
una formacién adecuada para poder realizar correctamente la programacion de
objetivos, el disefio experimental y el desarrollo cientifico asi como interpretar

correctamente los resultados obtenidos.

1ul compuesto
+

100ul MS

Siembra:

3semillas/pocillo . Céamara de cultivo in vitro: 7dias

Esperar

que DO 000BOO6E
solidifique PY Y Y X Y XY XY X ' Y Y.
el medio :

...........

L s T A L I L O I e Deteccion fig
()
s
O

Molécula agonista actividad

B-glucuronidasa
il“-&f

2 Control R

Molécula antagonista

Figura 10. Esquema de los pasos realizados durante el escrutinio de moléculas
antagonistas y agonistas

Se aflade 1ul del compuesto correspondiente por pocillo y 100 yul de MS y se deja
solidificar. Una vez ha solidificado el medio, se siembran 3 semillas por pocillo y se llevan
las placas a la camara de cultivo in vitro. Tras 7 dias de crecimiento, se procede a la
deteccion de la actividad de la enzima B-glucuronidasa mediante tincién histoquimica del
tejido vegetal fresco. Finalmente, se comparan visualmente los resultados obtenidos
frente a las plantulas control con tal de identificar posibles moléculas agonistas u
antagonistas de la expresion del gen GUS.

4.2. Rastreo de moléculas antagonistas y agonistas de la

regulacion transcripcional del mutante ocpl

Para la identificacion de moléculas antagonistas y agonistas de la regulacion
transcripcional del mutante ocpl se realizO un primer rastreo utilizando

aproximadamente 4.000 compuestos quimicos de la coleccion disponible en el
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laboratorio. La deteccion de moléculas candidatas se basé en la expresion de la
actividad B-glucuronidasa (GUS) mediante tincion histoquimica del tejido vegetal
fresco. Se realizé una comparacion visual de la expresion del gen pEp5C::GUS en
las plantulas control con la expresion del mismo gen en las plantulas crecidas en
presencia del compuesto a 25 uM. Las plantulas control se crecieron en medio
MS, con o sin adicion de DMSO 1%. Se afiadi6 DMSO 1%, puesto que en la
coleccion los compuestos estan disueltos en DMSO. Pese a no haber observado
diferencias visuales en el crecimiento y en el nivel de expresion del gen delator
GUS en las plantulas crecidas en MS a las crecidas en MS con DMSO, se decide
utilizar en los préximos experimentos MS con DMSO 1% como control, con tal de

aportar en todo momento la misma cantidad de DMSO al medio de cultivo.

Una vez finalizado el escrutinio, se obtuvieron un total de 21 moléculas
candidatas capaces de modular la activacion del gen Ep5C en comparacién con
las plantulas control. Debido al este efecto modulador en la activacion del gen
pEp5C::GUS, las moléculas candidatas se denominaran con el prefijo MOD.

Se ha considerado mas oportuno no mencionar ninguna caracteristica
quimica de los compuestos seleccionados, al no resultar relevante para el
desarrollo de este proyecto. Hay que tener en cuenta que el presente proyecto
estd incluido dentro del proyecto Chemiplanta, por lo que seria posible que los

resultados obtenidos fuesen susceptibles de ser patentados.

Las 21 moléculas candidatas pueden dividirse en dos grupos atendiendo al

efecto causado en el nivel de expresion del gen pEp5C::GUS.

Por un lado, tenemos un grupo de moléculas (MOD1- MOD?7, ver Figura 11)
gue causan todas ellas el mismo efecto tanto en el crecimiento de las plantulas
como en la expresion del gen marcador GUS. Estas moléculas provocan un fuerte
arresto del crecimiento e impiden el correcto desarrollo de los cotiledones,
guedando totalmente blancos. No se observa expresion del gen pEp5C::GUS en
los cotiledones (molécula antagonista) y en cambio la expresion del gen en raices
es mayor que en las plantulas control (molécula agonista). Este doble efecto
observado podria ser debido a que la molécula actuaria de una forma u otra
segun el tipo de tejido vegetal (hojas o raices) afectado. O bien, que la pérdida de

clorofila en los cotiledones indica una alteracion que impide la expresion del gen
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pPEp5C::GUS. Para poder inclinarlos por una u otra opcion resulta necesario

repetir la aplicacion y corroborar que los resultados obtenidos se confirman.

MOD1 MOD2 MOD3 MOD4
: ‘ = :
S |1 » 3 N\ 4

3 3 '
<’ '

. \ . ! & > - '."

MOD5 ’ MOD6 MOD7 MS + DMSO 1% ‘
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Figura 11. Efecto de las moléculas MOD1 a MOD?7 sobre el crecimiento y la tincion
histoquimica GUS de plantulas ocpl de siete dias de crecimiento, comparado con
plantulas control crecidas en MS con DMSO 1%.

Por otro lado, tenemos un segundo grupo de moléculas (MOD8 - MOD21,
Figuras 12-13) cuya aplicacién produce que las plantulas tengan una menor
expresion del gen pEp5C::GUS respecto a las plantulas control, por lo que se
consideran moléculas antagonistas de la mutacion ocpl. Esta disminucion en la
expresion del gen varia segun el compuesto, siendo mas acentuada en las
plantulas crecidas en presencia de MOD12, MOD14, MOD18, MOD19 y MODZ20.
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El efecto de este grupo de moléculas en el crecimiento varia también segun
el compuesto de que se trate. De este modo, observamos una disminucién del
crecimiento respecto a las plantulas control, en las plantulas crecidas en
presencia de las moléculas moduladora excepto en las moléculas MOD8, MOD10
(Figura 12) y MOD17 (Figura 13). Ademas los compuestos MOD9, MOD16 y
MOD18, producen un ligero amarilleamiento en cotiledones (Figuras 12 y 13).

Figura 12. Efecto de las moléculas MOD8 a MOD14 sobre el crecimiento y la
tincion histoquimica GUS de plantulas ocpl de siete dias de crecimiento, comparado con
plantulas control crecidas en MS con DMSO 1%.
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Figura 13. Efecto de las moléculas MOD15 a MOD21 sobre el crecimiento y la
tincion histoquimica GUS de plantulas ocpl de siete dias de crecimiento, comparado con
plantulas control crecidas en MS con DMSO 1%.

4.2.1. Compuestos moduladores de la expresiéon de Ep5C

Dado que trabajar con 21 moléculas asi como adquirirlas no era factible, se
opté por seleccionar un niamero menor de compuestos con los que continuar
trabajando.

En el apartado anterior hemos clasificado las moléculas candidatas en dos
grupos segun los efectos que producen en las plantulas. El primer grupo esta
formado por 7 moléculas que provocan el mismo efecto tanto en el crecimiento

como en la activacion del gen pEp5C::GUS. Se decidio elegir dos moléculas de
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este grupo optando por aquellas mas econémicas, al no observar diferencias en
los efectos producidos.

De las 14 moléculas restantes se decidid elegir un maximo de 10. Se
seleccionaron aquellas moléculas que provocan una disminucion mas acentuada
de la expresion del gen pEp5C::GUS. Dado que se realiza una determinacion
visual, en algunos casos, esta selecciébn de moléculas puede resultar un poco
subjetiva, pero hay que considerar que las moléculas no seleccionadas no quedan
descartadas para futuros estudios y que esta seleccidon se realizé principalmente
para facilitar el trabajo y por razones de indole econémica.

Los compuestos seleccionados finalmente son los siguientes:

- MOD1 (Figura 11) - MOD15 (Figura 13)
- MOD2 (Figura 11) - MOD16 (Figura 13)
- MODS (Figura 12) - MOD17 (Figura 13)
- MOD?9 (Figura 12) - MOD18 (Figura 13)
- MOD12 (Figura 12) - MOD19 (Figura 13)
- MOD14 (Figura 12) - MODZ20 (Figura 13)

Una vez seleccionados se procedio a la adquisicion de los compuestos. No
fue posible adquirir MOD17 por no estar disponible en la casa comercial.

4.2.2. Confirmacion de los compuestos moduladores de la expresion de
Ep5C

Con tal de corroborar los resultados observados hasta el momento y dado
que no se realizaron réplicas en el rastreo de moléculas, resulté necesario realizar
una verificacién de los compuestos seleccionados bajo las mismas condiciones de
crecimiento (25 uM y 7 dias de crecimiento), pero realizando esta vez tres
repeticiones. Ademas de aplicar el compuesto a 25 uM, se prepard una dilucion
seriada a 1/10 (2’5 uM), 1/100 (250 nM) y 1/1000 (25 nM), con tal de comprobar si
el compuesto es efectivo a menores concentraciones.

Se utilizé como control el mutante ocpl crecido en MS con DMSO al 1%.

Como se ha comentado en el apartado anterior, MOD1 y MOD2 se
consideran moléculas agonistas de la mutacién en la parte radicular. Debido a

esto, cabria esperar que aplicados sobre la linea parental 5.2, las plantulas
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mostraran una tincion histoquimica GUS positiva en la parte radicular. Con tal de
confirmar esta hipétesis y validar los resultados obtenidos, se decidié probar
ambos compuestos tanto sobre ocpl como sobre la linea 5.2. En el resto de
compuestos, al tratarse de moléculas antagonistas de la mutaciéon ocpl, la

verificacion se realizdé anicamente sobre el mutante ocpl.

En la verificacion de MOD1 y MOD2 puede observarse, a diferencia de lo
inicialmente visto en el rastreo, que la mayor expresion del gen Ep5C no sélo se
da en la parte radicular de las plantulas, sino que también se ve reflejada en la
parte aérea (Figuras 14-15). Ademas, las plantulas de la linea parental muestran
también una tincidbn histoquimica GUS positiva, confirmando la hipétesis
anteriormente formulada, lo cual nos indicaria que tanto MOD1 como MOD?2 estan
implicados en alguna de la respuesta inmune vegetal. En ocpl los compuestos
parecen ser efectivos Unicamente a 25 pM, mientras que en la linea parental 5.2.
observamos unainduccion de la expresion de Ep5C a 25 yM y a 2’5 yM. También
hay que resefar, que la aplicacion de estas dos moléculas a 25 yM y 2’5 uM

reduce el crecimiento tanto de ocpl como de 5.2..

MOD1 MS+DMSO 1% 25uM 2'5uM 250 nM 25 nM

ocp1 \

52 |

plantulas ocpl y su linea parental 5.2. de siete dias de crecimiento.
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Figura 15. Efecto de MOD2 sobre el crecimiento y expresion del gen pEp5C::GUS en
plantulas ocpl y su linea parental 5.2. de siete dias de crecimiento.

Al igual que ocurre en MOD1 y MOD2, ninguno de los restantes compuestos

(Figuras 16,17,18) ha presentado efectividad a una concentracion inferior a 25uM.

Las semillas sembradas en presencia de MODS8 (Figura 16) a 25 pM no han
germinado en ninguna de las tres repeticiones, por lo que serd necesario plantear
otro experimento en el que la aplicacién del compuesto no se realice desde el
momento de la siembra, permitiendo asi la germinacion de las semillas y la

posterior evaluacion del efecto de la aplicacion.

En la verificacion de MOD9 (Figura 16) y MOD18 (Figura 18), vemos como
los resultados obtenidos hasta el momento se corroboran, dado que en las tres
repeticiones en presencia de estos compuestos a 25uM las plantulas han
presentado una menor induccién del gen pEp5C::GUS respecto al control.

Respecto a MOD12 (Figura 16) y MOD19 (Figura 18), al realizar la

confirmacion no se observaron diferencias a nivel de tincidon respecto a sus
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respectivos controles, por lo que ambos compuestos quedan descartados para
futuros estudios.

MS + DMSO 1% 25 uM 2'5uM 250 nM 25nM

MOD 8

MOD 9

\ = . S N = L R
Figura 16. Efecto de MOD8, MOD9 y MOD12 sobre el crecimiento y expresion del gen
pPEp5C::GUS en plantulas ocpl de siete dias de crecimiento.

En el caso de MOD14 y MOD15 (Figura 17) y MOD 20 (Figura 18), las
plantulas de un mismo pocillo presentan diferentes niveles de tincion, por lo que
se considero necesario volver a realizar aplicaciones de este compuesto a 25 uM,
para poder determinar su efectividad.
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El compuesto MOD16 (Figura 17) ha afectado al crecimiento de las
plantulas, originando plantulas sin coloracion verde. Es por esto, que se considero
necesario realizar de nuevo la aplicacién del compuesto en condiciones similares
a las planteadas para MODS; es decir, aplicando el producto una vez producida la

germinacion e inicial desarrollo de las plantulas.

MS + DMSO 1% 25 uM 2'5uM 250 nM 25 nM

MOD 14

MOD 15

MOD 16

Figura 17. Efecto de MOD14, MOD15 y MOD 16 sobre el crecimiento y expresion del
gen marcador GUS en plantulas ocpl de siete dias de crecimiento.
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Figura 18. Efecto de MOD18, MOD19 y MOD20 sobre el crecimiento y expresion del gen
marcador GUS en plantulas ocpl de siete dias de crecimiento.

4.3. Efecto de las moléculas moduladoras de la expresion de

Ep5C sobre los mutantes ocp y su linea parental

Tal y como se ha comentado en el apartado anterior, una vez realizada la
confirmacion de los compuestos se consider6 necesario plantear nuevas

condiciones experimentales.
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Por un lado, se planteé aplicar todos los compuestos sobre el resto de
mutantes ocp y sobre su linea parental, para comprobar si el efecto que producen

los compuestos sobre ocpl también se observa en estos fondos genéticos.

Por otro lado, tras la realizacion de diversos ensayos se planted aplicar los
compuestos sobre plantulas de una semana de edad y evaluar el efecto producido
en la tincion histoquimica GUS al cuarto dia de la aplicacion, es decir, cuando las
plantulas tengan once dias de edad. De este modo, los problemas observados en
la germinacion (MODS, Figura 16) y en el crecimiento inicial (MOD1, Figura 14;
MOD2, Figura 15; y MOD16, Figura 17) se verian minimizados. Hay que resefiar
que en este estadio de desarrollo las plantulas ya empiezan a desarrollar el
segundo par de hojas verdaderas, a excepcién de ocp3 que presenta un retraso

en el crecimiento respecto a su linea parental y el resto de mutantes ocp.

Finalmente, dado que la aplicacién de los compuestos a concentraciones
inferiores a 25 UM no produce ningun efecto sobre ocpl, se optd por aplicar los
compuestos a 25 pM y a 50 uM. De este modo se podria comprobar si el efecto
observado hasta el momento resultaba aditivo a mayores concentraciones o si por
el contrario, este efecto se mantenia constante con el aumento de la

concentracion aplicada.

En todos los casos, se procedio a la tincidn de seis plantulas, adjuntdndose
en las siguientes figuras (figura 19-27) los resultados obtenidos mas
representativos. Se ha estimado oportuno no adjuntar datos sobre el crecimiento
de las plantulas, dado que no se observaron diferencias en el crecimiento de las

plantulas tratadas respecto a las plantulas control crecidas en MS con DSMO.

En las figuras 19 a 27 podemos observar como el nivel de expresion del gen
pEp5C::GUS se mantuvo constante e independiente de la concentracién aplicada
del compuesto; es decir, la respuesta observada en ambas concentraciones (25

MM y 50 uM) fue practicamente la misma.

En la figura 19 vemos como el compuesto MOD1 induce una mayor
expresion del gen Ep5C en todos los genotipos estudiados. Lo mismo ocurre al
aplicar el compuesto MOD2 (Figura 20), aunque en este caso la induccion de la
expresion del gen en la linea 5.2. no resulta tan evidente. Este resultado difiere

del obtenido en la confirmacion de compuestos donde la aplicacion de MOD1 y
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MOD2 a 25 pM producia el mismo efecto inductivo en la expresion de Ep5C en la
linea 5.2. Esto nos hace pensar que el efecto producido por el compuesto MOD2
podria estar relacionado con el estadio de desarrollo de la planta en el momento
de la aplicacion o con el periodo de tiempo que permanece la planta en contacto
con el compuesto, lo cuél nos abre las puertas a nuevos experimentos a realizar

en futuras investigaciones.

El gen Ep5C se activa en presencia de perdéxido de oxigeno o frente a
infecciones causadas por Pseudomonas syringae. Podriamos decir que los
compuestos MOD1 y MOD2 mimetizan este efecto, por tanto podrian estar
directamente implicados en rutas relacionadas con la respuesta defensiva vegetal
frente a patdgenos. Es por esto, que se considerd necesario realizar un nuevo
experimento en el que demostrar si existe alguna relacion entre estos compuestos
y alguna de las rutas de sefializacion hormonal ya conocidas como es la ruta

mediada por acido salicilico.

Ep5C esta relacionada con la ruta de metilacion de ADN mediada por
pequefios ARN interferentes (RdDM), gracias a la implicacion funcional de OCP1
y OCP11 a través de la RNA Pol V y AGO4, respectivamente. El hecho que
MOD1 y MOD?2 induzcan la activacion de Ep5C nos puede indicar que estén
actuando como potenciales reguladores de esta ruta, por lo que futuros estudios
con estos compuestos permitirian aportar informacion sobre el funcionamiento de

esta compleja ruta.

En las figuras 21 a 27, se adjuntan los resultados obtenidos para aquellas
moléculas consideradas hasta el momento antagonistas de la expresion de Ep5C
en ocpl. Hay que recordar que los resultados obtenidos en el rastreo para los
compuestos MOD9 y MOD18 han sido corroborados en la confirmacién, mientras
que en los cinco compuestos restantes (MOD8, MOD14, MOD15, MOD16 y
MOD20) los datos obtenidos en el ensayo de verificacion no permiten alcanzar

ninguna conclusion siendo necesario realizar un nuevo experimento.

Los compuestos MOD9 (Figura 22) y MOD14 (Figura 23), podemos decir que
no existen diferencias en el nivel de expresion del gen pEp5C::GUS en las
plantulas tratadas respecto a las plantulas sin tratamiento, por lo que descartamos

estos compuestos para futuros estudios.
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En cuanto a MOD18 (Figura 26) se observa que inhibe la tincion
histoquimcia GUS tanto en ocpl como en ocpll, en cambio el efecto producido
en ocp3 es distinto. En ocp3, parece que induzca una mayor expresion del gen
Ep5C::GUS en hidatodos y una menor expresion en el resto del cotiledon.

Como se ha comentado en el apartado introductorio (ver apartado 1.2.
Antecedentes del proyecto), OCP11 codifica AGO4 y OCP1 ha sido identificada
como NRPD2, proteina que codifica la segunda unidad mayor de la polimerasa V
(Pol V). Tanto AGO4 como Pol V estan implicadas en la via de metilacion de ADN
dirigida por pequefios ARN interferentes (RdDM). Por tanto, OCP1 y OCP11
permiten relacionar directamente la RdADM con la respuesta de la planta frente a
patogenos. Atendiendo a los resultados obtenidos podriamos pensar que MOD18
estaria actuando como un revertiente de la mutacién ocpl y ocpll, y por tanto,
estaria implicado directamente en la respuesta de las plantas frente a patdgenos
a través de la RdADM. Esta hipétesis abre las puertas a la realizacion de futuros
estudios con tal de intentar identificar potenciales reguladores de esta ruta de

silenciamiento.

En el resto de compuestos, MOD8 (Figura 21), MOD15 (Figura 24), MOD16
(Figura 25) y MOD20 (Figura 27), solo se han observado diferencias en el nivel de
expresion de pEp5C::GUS en el genotipo ocpll. Tanto en ocpl como en ocp3,
las plantulas tratadas presentan a nivel visual el mismo nivel de expresion del gen
que las plantulas control. Si estos resultados fueran corroborados en posteriores
ensayos, podriamos decir que estamos ante una serie de potenciales compuestos
implicados en la via de metilacibn de ADN dirigida por pequefios ARN
interferentes (RADM) a través de AGO4, proteina codificada por OCP1l e
implicada en la regulacién de esta ruta. Pero, como ya hemos dicho, para poder
confirmar esta hipotesis seria necesario realizar nuevos experimentos utilizando el

fondo genético ocpll.
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Control
MS+DMSO |

25 uM

Figura 19. Efecto de MODL1 sobre la expresién del gen pEp5C::GUS en plantulas
ocpl, ocp3, ocplly lalinea 5.2. de once dias de crecimiento.

ocpt 5.2, ocp3 ocp11

Control
MS+DMSO

K

Figura 20. Efecto de MOD2 sobre la expresion del gen pEp5C::GUS en plantulas
ocpl, ocp3, ocplly lalinea 5.2. de once dias de crecimiento.
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ocp1 2. ocp11
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25 uM
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Figura 21. Efecto de MODS8 sobre la expresion del gen pEp5C::GUS en plantulas
ocpl, ocp3, ocplly lalinea 5.2. de once dias de crecimiento.

ocp3 ocp11

Control
MS+DMSO

25 uM

50 uM

Figura 22. Efecto de MOD9 sobre la expresién del gen pEp5C::GUS en plantulas
ocpl, ocp3, ocplly lalinea 5.2. de once dias de crecimiento.

- 48 -



Resultados y Discusion

ocp1 5.2. ocp3 ocp11

Control .%/ ‘! ) ’ 2 o ’

MS+DMSO ( . l ) e/
: = | - ==

g e ?

25 UM . - . e

[k

\/\d =

&_.—‘ ". ':
£}/

souM| . £ |
& -~ J ]

Figura 23. Efecto de MOD14 sobre la expresién del gen pEp5C::GUS en plantulas
ocpl, ocp3, ocplly lalinea 5.2. de once dias de crecimiento.
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Figura 24. Efecto de MOD15 sobre la expresién del gen pEp5C::GUS en plantulas
ocpl, ocp3, ocplly lalinea 5.2. de once dias de crecimiento.
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Figura 25. Efecto de MOD16 sobre la expresion del gen pEp5C::GUS en plantulas
ocpl, ocp3, ocplly lalinea 5.2. de once dias de crecimiento.

_ocpt

Control
MS+DMSO

25 uM

50 uM

Figura 26. Efecto de MOD18 sobre la expresién del gen pEp5C::GUS en plantulas
ocpl, ocp3, ocplly lalinea 5.2. de once dias de crecimiento.
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Figura 27. Efecto de MOD20 sobre la expresion del gen pEp5C::GUS en plantulas
ocpl, ocp3, ocplly lalinea 5.2. de once dias de crecimiento.

4.4. Implicacion de los compuestos moduladores de la expresion
de Ep5C en la respuesta defensiva dependiente de acido

salicilico

El gen Ep5C se activa en presencia de peréxido de oxigeno o frente a
infecciones causadas por Pseudomonas syringae. Podriamos decir que los
compuestos MOD1 y MOD2 mimetizan este efecto, por tanto podrian estar
directamente implicados en rutas relacionadas con la respuesta defensiva vegetal
frente a patdgenos. Es por esto, que se considerd necesario realizar un nuevo
experimento en el que demostrar si existe alguna relacion entre estos compuestos
y alguna de las rutas de sefalizacion hormonal ya conocidas como es la ruta
mediada por acido salicilico.

Para evaluar la ruta mediada por acido salicilico, se utiliz6 como marcador la
expresion de la proteina PR1, ya que los niveles de PR1 aumentan en respuesta
a aplicaciones exogenas de acido salicilico. Esta mayor expresion de PR1 esta

directamente relacionada con la respuesta SAR.
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Los compuestos MOD1 y MOD2 se aplicaron sobre plantulas 5.2. de 7 dias
de edad a una concentracion de 25 pM. Al cuarto dia de crecimiento en presencia
del compuesto, se afnadié acido salicilico (100 upM), realizdndose muestreos
periodicos a las 12, 24 y 48 horas del tratamiento. Con estas muestras se

procedio a la deteccion de la proteina PR1 por Western Blot.

Esta demostrado que la aplicacion exdégena de diversos compuestos
quimicos como el acido salicilico, induce la activacion de diversos genes
implicados en defensa, lo que desemboca en una respuesta mas rapida y eficaz
por parte de la planta al verse expuesta a algun tipo de estrés bidtico o abidtico.
Este fendbmeno se conoce como ‘priming’ (figura 28). La aplicacion de estos
compuestos potenciadores de las defensas afecta negativamente a parametros
productivos como el crecimiento o la fructificacion, pero estos efectos negativos
se ven superados por los beneficios que se obtienen frente a una determinada
situacién de estrés. Es por esto, que el priming ofrece nueva posibilidades en el

campo de la proteccién de cultivos (revisado en Conrath, 2009).

MNaive plant with normal Primed plant with Expression of
defense capacity is subject enhanced defense induced resistance
to a priming-inducing treatment capacity (reduced disease
symptoms)
Natural and "
synthetic / -
compounds {7 Wounding
*Priming’ PathogEn
Pathogen attack = attac|
t i
Matural and
Beneficial synthetic
microorganisms compounds
Pathogen |
attack
Naive plant with Dramatically
normal defense diseased

canacitv olant

Figura 28. Vias de induccion de priming y la resistencia a estreses biodticos y/o
abidticos en plantas.

Tratamientos con compuestos naturales o sintéticos, heridas o la colonizacion de las
raices por microorganismos beneficiosos induce priming en la planta. En este
estado, la planta es capaz de responder con mayor robustez y/o inducir mas rapido
las respuestas defensivas frente al ataque de patégenos. El priming provoca una
reduccion en los sintomas de la enfermedad gracias a una induccion de la
resistencia que no se observa en plantas sin priming (Extraido de Conrath, 2009).
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Resultados y Discusioén

En la figura 29 se observa como la aplicacion de &cido salicilico,
efectivamente, induce la activacion de PR1. Sin embargo, el tratamiento con
MOD1 y MOD2 no induce tal expresion. En cambio, si podemos observar como la
aplicacion de acido salicilico sobre plantas tratadas previamente con MOD1
induce un mayor nivel de expresion de PR1, respecto a las plantulas tratadas
Gnicamente con &cido salicilico, efecto no observable en las plantas tratadas

previamente con MOD2.

Esto nos estaria indicando que el compuesto MOD1 actia como potenciador
de las defensas a través de la ruta del acido salicilico, y, por tanto, podemos
pensar que este fendmeno de ‘priming’ observado puede inducir resistencia frente
a patodgenos biotrofos como Pseudomonas syringae. Es por esto que podriamos
considerar a MOD1 como una posible molécula potenciadora de las defensas de
la planta que podria ser utilizada en el campo de la proteccion de cultivos, lo cual

nos abre las puertas a futuras investigaciones.

MS MOD 1 MOD 2
h
+ 0 =

24h 48 12h 24h 48h
- + - + - + - +
——egweeug—

a-PR1

Poce |sewe S g ST HPS

Figura 29. Expresion de la proteina PR1 en plantulas 5.2.

Andlisis Western Blot de la induccion de la proteina PR1 por acido salicico y los
compuestos MOD1 y MOD2 en plantulas 5.2. Las plantulas con una semana de edad
fueron tratadas con MOD 1 (25 uM) o MOD2 (25 uM) y al cuarto dia de dicho tratamiento
se aplicé acido salicilico 100 pM (+ indica tratamiento de &cido saliclico y — no
tratamiento). El muestreo se realiz6 a los tiempos indicados.

-53-



Conclusiones

5. Conclusiones

1) Se ha puesto a punto un método para el rastreo de moléculas quimicas que

pueden modular la accién de genes implicados en defensa.

2) Mediante el método indicado se ha permitido identificar un nUmero determinado
de moléculas que actiuan sobre la regulacion transcripcional de Ep5C, en el

fondo genético ocpl de Arabidopsis thaliana.

3) Se ha identificado a MOD1 y MOD2 como moléculas activadoras de la
expresion del gen Ep5C, y por tanto, relacionadas con la respuesta defensiva
vegetal, tal y como revela el estudio realizado sobre los mutantes ocp y su linea
parental.

4) Se ha identificado a MOD18 como molécula potencial que pudiera estar
implicada en la RdDM, tal y como revela el estudio realizado sobre los fondos

genéticos ocpl y ocpll.

5) Se ha identificado a MOD1 como molécula que podria ser utilizada como
activador de las defensas de la planta a través de la ruta mediada por el acido
salicilico, tal y como se desprende de los analisis quimicos realizados en fondo

genético ‘wild type’.
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