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Resumen

Valencia, Junio 2019

Estudio de una salicilato hidroxilasa implicada en la respuesta defensiva de plantas
de tomate frente a la infeccion con el viroide de la exocortis de los citricos (CEVd).

Como consecuencia de la seleccion natural, las plantas han ido evolucionando y
desarrollando mecanismos defensivos que les permiten afrontar todas las posibles adversidades
presentes en su habitat. Esta supervivencia dependera de la capacidad que tenga la planta a su
adaptacion con el entorno y su tolerancia a una variedad de estreses, ya sean bidticos o abioticos.
Cuando la planta reconoce los factores de estrés se produce una red de sefializacion compleja
teniendo como objetivo la activacion de los mecanismos defensivos. La activacion de dichos
mecanismos de defensa resulta en cambios en los niveles de fitohormonas, dentro de las cuales
se encuentra el acido salicilico (SA), considerado como la molécula sefial que regula la expresion
de los genes relacionados con la defensa frente a patégenos bidtrofos. Ademads, en nuestro
laboratorio se identifico el acido gentisico (GA), como una sefial complementaria al SA en
infecciones de tipo sistémico. El catabolismo del SA tiene lugar por la accion del enzima salicilato
5-hidroxilasa (S5H), responsable de la hidroxilacion en el carbono 5 del SA para dar lugar a GA.

En el presente Trabajo Final de Grado nos planteamos la caracterizacion fenotipica,
quimica y molecular de plantas transgénicas de tomate RNAi_S5H, previamente generadas en
nuestro laboratorio, frente a una infeccion con el viroide de la exocortis de los citricos (CEVd).
Para ello, se llevo a cabo la infeccion de las plantas tanto transgénicas como parentales con dicho
viroide y se han analizado la sintomatologia, la acumulacion de SA y GA, asi como el patrén de
expresion de S5H y de PRI —gen marcador de la respuesta defensiva- a lo largo de la infeccion
viroidal.

Hemos observado que los menores niveles de expresion del gen S5H en las plantas
transgénicas RNAi_S5H llevan consigo una disminucion en la actividad salicilato 5-hidroxilasa
y, por tanto, unos mayores niveles de acumulacion de su sustrato (SA) y unos menores niveles de
acumulacion de su producto (GA). Nuestros resultados confirman la actividad salicilato 5-
hidroxilasa in vivo en plantas de tomate. Por otra parte, estos cambios en el metabolismo del SA
en las plantas transgénicas provocan un aumento en la expresion de PR/ y una mayor resistencia
al viroide de la exocortis de los citricos, lo que parece indicar que este gen juega un papel
importante en la respuesta defensiva de las plantas de tomate frente al viroide.

Nuestros estudios refuerzan la importancia de los metabolitos secundarios en la respuesta
defensiva de las plantas.

Palabras clave: acido salicilico (SA), acido gentisico (GA), viroide de la exocortis de los
citricos (CEVd), tomate, salicilato 5-hidroxilasa (S5H).
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Abstract

Valencia, June 2019

Study of salicylate hydroxylase involved in the defensive response of tomato plants
against infection with the viroid of citrus exocortis (CEVd).

As a result of natural selection, the plants have evolved and developed defensive
mechanisms that allow them to face all the possible adversities present in their habitat. The
survival will depend on the ability of the plant to adapt to the environment and its tolerance to a
variety of stresses, whether biotic or abiotic. When the plant recognizes the stress factors, a
complex signaling network is triggered to activate the mechanism. The activation of defense
mechanisms results in changes in phytohormone levels, among which is salicylic acid (SA),
considered as the signal molecule that regulates the expression of genes related to the defense
against biotrophic pathogens. In addition, gentisic acid (GA) was identified in our laboratory as
a signal complementary to SA in systemic infections. The catabolism of the SA takes place by
the action of the enzyme salicylate 5-hydroxylase (S5H), responsible for the hydroxylation in the
carbon 5 of the SA to give rise to GA.

In the present Final Degree Project the phenotypic, chemical and molecular
characterization of RNAi S5H tomato transgenic plants created in the laboratory previously
against an infection with the viroid of citrus exocortis (CEVd), was performed. Both, transgenic
and parental plants, were infected with CEVd. The symptomatology, accumulation of SA and
GA, as well as the expression pattern of S5H and PRI were analyzed throughout the viroidal
infection.

It was observed that the lower expression levels of the S5H gene in the RNAi S5H
transgenic plants lead to a decrease in salicylate 5-hydroxylase activity and, therefore, higher
levels of accumulation of their substrate (SA) and lower levels of accumulation of secondary
product (GA). These results confirm the salicylate 5-hydroxylase activity in vivo in tomato plants.
On the other hand, these changes in the metabolism of SA in transgenic plants cause an increase
in the expression of PR/ and a greater resistance to the viroid of citrus exocortis, which seems to
indicate that this gene plays an important role in the response defensive of the tomato plants versus
the viroid.

Keywords: salicylic acid (SA), gentisic acid (GA), viroid of citrus exocortis (CEVd),
tomato, 5-hydroxylase salicylate (SSH).
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Introduccion
1.1. Viroides: los virus “desconocidos”

Muchas enfermedades de las plantas, que actualmente se sabe que son causadas por
viroides, fueron estudiadas debido al impacto econdmico perjudicial causado por este patogeno.
La enfermedad del tubérculo de la patata se describio por primera vez en los Estados Unidos a
principios de la década de 1920, pero tardaron mas de 50 afios en identificar su agente infeccioso.
En 1972, el fisiopatdlogo Theodor O. Diener lo describié como un ARN libre de 25-110 KDa,
mucho mas pequefio que un genoma viral, y lo denominé "viroide". De manera similar, la
enfermedad de la "exocortis" de los citricos se describid por primera vez a finales de los afios 40
en los Estados Unidos y hubo que esperar mas de 30 afos, para que el profesor Joseph S.
Semancik demostrara que su agente causal también era un viroide de 125 KDa. En 1977, se
descubrid que los viroides causaban enfermedades econdmicamente importantes en cultivos de
hortalizas, arboles frutales, plantas ornamentales y palmeras.

Las moléculas viroidales son ARN circulares muy pequefios, con una longitud de 246 a
401 nucleotidos y con un alto grado de apareamiento de bases internas. Su descubrimiento ha
desafiado el dogma central de la herencia genética porque, a diferencia de los virus, estan
desnudos y carecen de capacidad de codificacion de proteinas. Aunque se encuentran solo en las
plantas, su descubrimiento allané el camino para que otros agentes subvirales, como los priones
y el virus de la hepatitis delta, fueran reconocidos como patdégenos de organismos eucarioticos.
Los viroides son los ARN infecciosos mas simples de la escala biologica.

Los viroides fueron las primeras moléculas de ARN circular reconocidas en la historia de
la biologia como genomas no codificantes de replicacion independiente (Diener, 1971). Esta
propiedad fue demostrada al comparar la eliminacion de infectividad del ARN del virus del
mosaico del tabaco (TMV) tras tratamientos con exonucleasas frente a la que mostraba el ARN
del viroide del tubérculo de la patata (PSTVd) (Diener, 1971). Esta naturaleza circular del genoma
viroidal tiene ademas un papel clave en el proceso de replicacion del RNA (Grill y
Semanick,1978). El genoma viroidal se pliega sobre si mismo adoptando estructuras secundarias
en las que los nucle6tidos estan apareados a través de interacciones Watson-Crick. La circularidad
facilita el plegado intramolecular, sirviendo asi de proteccion contra las exonucleasas y
endonucleasas (Ricardo Flores, 2012). Aunque el descubrimiento de los viroides esta relacionado
con alteraciones de las plantas que antes se suponia que eran de etiologia viral, el conocimiento
de los viroides que las infectan de forma latente ha aumentado considerablemente en las iltimas
décadas (Flores et al, 2011, 2015; Singh et al, 2003). La aplicacion de tecnologias de
secuenciacion, que analizan el contenido global de ARN y la expansion del campo de
investigacion del ARN circular, permitira la identificacion de nuevas especies de viroides y
hospedadores (Barba et al., 2014; Barba y Hadidi, 2015; Hadidi et al., 2016; Zhang et al., 2014).

Los sintomas de virus y viroides son muy similares tanto a nivel estructural, como
metabolico, pero su induccion es diferente ya que los viroides no codifican las proteinas y sus
efectos dependen de la estructura de su ARN gendmico. Es decir, se tratan de estructuras de RNAs
que presentan un genotipo determinado y expresan un fenotipo sin recurrir a la traduccion de
ninguna proteina (Ricardo Flores ef al., 2012). A nivel general, el retraso en el crecimiento es el
sintoma viroidal mas visible, pero también se pueden observar alteraciones dramaticas a nivel
foliar (distorsion, epinastia, rugosidad, clorosis y necrosis), en los tallos (acortamiento y
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engrosamiento), en la corteza (agrietamiento, descamacion, engomado, picadura y
enclavamiento), en los tubérculos (malformacion), y en los 6rganos reproductores como flores, y
frutas (alteraciones de color y forma, asi como reduccion en niimero). La intensidad de los
sintomas varia en funcion del huésped y de la secuencia del viroide (Hadidi ef al., 2003), aunque
aparentemente, los hospedadores de los viroides son bastante comunes. (Matsushita y Tsuda,
2015; Singh y Dilworth, 2009; Singh ef al., 2006; Zhang et al., 2014). Esto puede convertirse en
un problema si se produce una transmision mecanica desde reservorios de viroides sin sintomas
a huéspedes sensibles como ocurre en el cultivo en invernadero de tomates y plantas
ornamentales. Ademas del huésped y su cultivar, las condiciones de crecimiento, especialmente
la intensidad de la luz y la temperatura, pueden afectar el desarrollo de los sintomas (Walia et al.,
2014). Las altas temperaturas y la intensidad de la luz se han considerado favorables para la
expresion de sintomas graves y posiblemente expliquen por qué los viroides son importantes en
los sistemas de produccion (sub) tropicales y de invernadero (Diener, 1987; Flores et al., 2011).

La transmision horizontal es el modo de dispersion mas importante para la mayoria de los
viroides. Los utensilios agricolas contaminados, maquinaria, herramientas (por ejemplo, tijeras
de podar, cuchillos de injerto), incluso manos, guantes y ropa pueden ser fundamentales en la
transmision mecanica de viroides. La agricultura contemporanea se basa en grandes areas de
produccion de monocultivos en las que la alta densidad de plantas genéticamente uniformes puede
facilitar la transmision de viroides desde plantas de origen infectadas. Las fuentes de indculo son
frecuentemente hojas y tallos. Los tubérculos, las flores, las frutas y las semillas también pueden
ser importantes vehiculos de transferencia viroidal, dependiendo de la combinacion del huésped-
viroide, ya que los viroides se encuentran en practicamente todos los 6rganos y tipos de tejidos
de las plantas (Di Serio et al, 2010; Singh et al, 2003). En consecuencia, el injerto, la
propagacion vegetativa o in vitro de la planta son modos efectivos de transmision de viroides que
también se usan en procedimientos experimentales. Sin embargo, las inoculaciones mecanicas
por corte de tallo, puncion del tallo o frotamiento de las hojas se usan con mas frecuencia (Hadidi
et al., 2003).

1.2. El viroide de la exocortis de los citricos

La enfermedad de la "exocortis" se describid por primera vez como una descamacion de la
corteza que afecta al rizoma de citricos de naranja trifoliada (Poncirus trifoliata) (Fawcett y Klotz,
1948). Un trastorno similar también se describié como el "trasero escamoso" de la naranja
trifoliada en Australia (Benton et al., 1949) y como la "enfermedad de la cal de Rangpur" que
afectaba a las raices de los naranjos (Citrus limonia) (Moreira, 1955). Se demostrd que esta
enfermedad, ahora denominada exocortis, es transmisible por injerto (Benton et al., 1950; Bitters,
1952) y el agente etiologico se considero un virus hasta que los viroides se describieron como una
nueva clase de patogenos de plantas (Diener, 1971; Semancik,1972). La importancia econémica
de la exocortis se debe a la reduccion del tamafo de los arboles y la produccion de frutos
producidos por el CEVd. Como ya se ha comentado, las altas temperaturas e intensidades de luz
favorecen la expresion de los sintomas y la acumulacion de viroides (Carbonell et al., 2008), por
lo que los cultivos tropicales, subtropicales e invernaderos son los principalmente afectados.

La presencia del viroide de la exocortis de los citricos (CEVd) también se ha identificado
en vid (Flores et al., 1985), tomate (Mishra et al., 1991) y otras especies de cultivos vegetales
(Fagoaga et al., 1995; Fagoaga y Duran- Vila, 1996) y ornamentales que generalmente actiian
como portadores sin sintomas.
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1.2.1. Taxonomia y secuencia nucleotidica

El CEVd consiste en una secuencia de 371 nucledtidos con una estructura secundaria en
forma de varilla (Gross et al., 1982; Visvader et al., 1982) que pertenece al género Pospiviroid
dentro de la familia Pospiviroidae, segin los criterios de ‘International Committee on Taxonomy
of viruses’ (ICTV). Carece de actividad de auto escision del ARN y contiene una region central
formada por dos conjuntos de nucledtidos en la cadena superior e inferior de su estructura
secundaria en forma de varilla y una region terminal. La estructura en forma de barra tiene cinco
dominios estructurales: terminal izquierdo (TL), patogénico (P), central (C), variable (V) y
terminal derecho (TR) (Keese y Symons, 1985) (Figura 1).
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Figura 1. Esquematizacion de la estructura secundaria en forma de varilla para los viroides del género
Pospiviroid de la familia Pospiviroidae. Los dominios estan representados en la figura como: C (central), P
(patogénico), V (variable), TL (terminal izquierdo) y TR (terminal derecho). Las regiones representadas en verde
(TCH), naranja (TCR) y azul (CCR) representan los nucledtidos que forman las regiones conservadas. Estas
repeticiones juntos con las que estan flanqueadas por flechas en la rama superior de la CCR, indican repeticiones
invertidas imperfectas (Minoia S, 2015).

Estos dominios estructurales, ademas, tienen un papel importante en la reorganizacion
intramolecular del ARN contribuyendo a la evolucion del viroide (Keese and Symons, 1985;
Koltunow and Rezaian, 1989), ya que estan asociados con funciones especificas; por ejemplo, el
dominio P esté relacionado con la expresion de la sintomatologia (Sano et al., 1992; Qi and Ding,
2003).

Utilizando el tomate como huésped experimental, clasificaron los aislamientos de CEVd
en severos (Clase A) y leves (Clase B) (Visvader y Symons 1985, 1986). Ambas clases diferian
en tan solo 26 nucleotidos y en la induccion de sintomas en gynura (Chaffai et al., 2007). La
secuenciacion de aislados adicionales evidencio tanto la existencia de cepas diferentes a la Clase
A y B, como que la relacion entre la secuencia y la patogenicidad era mas compleja que la
propuesta inicialmente.

Se definio un aislado de CEVd como el ARN de un so6lo arbol que podria consistir en una
0 mas variantes de secuencia. Se identificaron aislados que contenian mezclas de variantes y
plantearon la hipotesis de que se debia a una alta tasa de errores de copia del ARN polimérico
involucrado en la replicacion, o al resultado de varias transmisiones de viroides. Sin embargo,
posteriormente, se demostrd que los viroides muestran una alta diversidad genética debido a la
ausencia de actividad de correccion de pruebas de las ARN polimerasas, generando asi
poblaciones de mutantes que varian en torno a una secuencia de consenso. Las diferencias en la
secuencia de nucledtidos también pueden ser el resultado de la seleccion del huésped y del tejido
(Semancik et al., 1993) (Murcia et al., 2011).
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1.2.2. Hospedadores

CEVd, al igual que otros pospiviroides, tiene un amplio rango de hospedadores. Afecta a
diferentes especies de citricos como Poncirus trifoliata y sus hibridos, lima rangpur (Citrus
limonia), limoén (C.limon) y citron etrog (C.media)(Lin et al., 2015%), tiene varios hospedantes
como vid (Vitis vinifera), tomate (Lycopersicum esculentum), haba (Vicia faba), pepino (Cucumis
sativus), ortiga de terciopelo (Gynura aurantiaca), crisantemo (Crysanthemum morifolium),
impatiens (Impatiens walleriana), verbena (Verben x hybrida) (Skoric et al., 2001; Singh et al.,
2009; Palukaitis 2014) y petunia (Petunia spp.) (Van Brunschot et al., 2014).

La transmision del viroide se lleva a cabo por injerto de yemas infectadas en arboles sanos
o de forma mecanica (Lin et al, 2015%) a través del uso de la herramienta de corte y poda
contaminada.

1.2.3. Sintomas

Los efectos de los viroides sobre el rendimiento y calidad de la cosecha de los citricos son
altamente dependientes de la especie, variedad, patron, tipo de aislamiento viroidal y de las
condiciones ambientales en las que se desarrollan (Pethybridge et al., 2008). Los resultados de
los ensayos de campo realizados con arboles de clementina de naranja trifoliada mostraron que el
CEVd induce los sintomas de descamacion de la corteza y los bultos visibles en la madera. Los
arboles infectados muestran una reduccion de su tamafio y del rendimiento (Verniére et al., 2004).
También se inducen sintomas similares, pero mas leves en arboles sobre Carrizo citrange (Murcia
et al., 2015), que desarrollan sintomas de craqueo de la corteza asociados con lesiones de las
raices y un desarrollo deficiente del sistema radicular general (Figura 2).

Figura 2. Sintomatologia causada por el CEVd en arboles en la zona de Carrizo. A) Sintomas leves de descamacion
de la corteza. B) Lesiones en el sistema radicular. C) Lesiones en las raices. D) Desarrollo pobre en el sistema radicular

(Adaptado por Hadidi et al., 2017).

Bajo condiciones de campo, el CEVd causa clorosis de racimos y / o hojas en el tomate
(Mishra et al., 1991; Verhoeven et al., 2004), mientras que otras plantas naturalmente infectadas
como la vid y varias especies vegetales (haba, berenjena, nabo y zanahoria) actian como
portadores sin sintomas (Fagoaga et al., 1995; Fagoaga y Duran-Vila, 1996).
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En condiciones experimentales de temperaturas y fotoperiodos controlados, las plantas de
tomate infectadas por CEVd presentan claros sintomas de enanismo, espinastia y clorosis.

1.2.4. Deteccion

Con el desarrollo de los procedimientos de analisis de acidos nucleicos, las pruebas de
clasificacion biologica han sido reemplazadas por técnicas moleculares de rapida evolucion. La
electroforesis tefiida con bromuro de etidio fue la primera técnica molecular utilizada para la
deteccion de CEVd, pero la sensibilidad requiere un nivel de acumulacion adecuado. Se logro una
mayor resolucion utilizando sistemas electroforéticos bidimensionales, tras una tincién con plata
que permitieron la visualizacion de formas circulares de viroides.

Actualmente, se han propuesto varios enfoques de RT-PCR (Hadidi y Yang, 1990; Levy et
al., 1992; Yang et al., 1992) con algunas modificaciones para simplificar la preparacion de la
muestra y definir los pares de cebadores mas adecuados. Ya se ha conseguido una RT-PCR de un
solo paso para evitar la contaminacién cruzada del amplicon durante el diagnostico de rutina
(Bernad y Duran-Vila, 2006). Una serie de protocolos de extraccion y tipos de enfoques analiticos
se presentan con gran detalle en (Owens ef al., 2012).

1.2.5. Distribucion geografica, epidemiologia y control

El CEVd y otros viroides citricos estan muy extendidos en todos los paises productores de
citricos. El control quimico para el combate de la enfermedad no existe y el tnico medio de
control es la prevencion con el uso de material propagativo libre de viroides (Papayiannis, 2014;
Gergerich et al., 2015) que provenga de bancos de germoplasma y viveros que cumplan de forma
obligatoria con diagndsticos bioldgicos y moleculares.

Por otra parte, para disminuir las pérdidas causadas por los viroides, se han desarrollado
diferentes estrategias (Flores et al., 2017). Entre ellas cabe destacar la bisqueda de cultivos
resistentes, el uso de ribonucleasas que actiian en RNAs de doble cadena o anticuerpos cataliticos
provistos con actividad ribonucleasa intrinseca, y el uso de RNAs de ambos sentidos,
autocataliticos con cabezas de martillo y RNA.

1.3. Sistema Defensivo de las Plantas

1.3.1. Consideraciones generales

Las plantas luchan por su supervivencia, y para ello, han desarrollado mecanismos
defensivos que afrontan todas las posibles adversidades presentes en su habitat. Esta
supervivencia dependera de la capacidad que tenga la planta a su adaptacion con el entorno y su
tolerancia a una gran variedad de estreses, ya sean bidticos (como viroides, virus, bacterias,
hongos, nematodos, insectos) como abioticos (salinidad, sequia, frio, calor, contaminacion, etc).

En cuanto a los estreses biodticos, la planta desarrolla unos mecanismos defensivos
constitutivos (resistencia pasiva) o inducibles (resistencia activa) muy eficaces para poder hacer
frente a un amplio abanico de patdogenos.

Por un lado, la resistencia pasiva se caracteriza por el conjunto de elementos que ya dispone
la planta antes de que tenga lugar la interaccion con el patogeno. Pueden ser tanto de naturaleza
estructural (cuticulas, tricomas, pared celular etc.) como de naturaleza quimica (compuestos
fenolicos, derivados sulfonados, saponinas, proteinas de defensa, etc.). Estos compuestos
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quimicos reciben el nombre de “secundarios”, y su funcion es fundamentalmente defensiva
(Baker et al., 1997; Pieterse et al., 2001; Staal y Dixelius, 2007).

Por otro lado, la resistencia activa toma protagonismo cuando la planta reconoce los
factores de estrés producidos o liberados por el patégeno. En este punto, se produce una red de
sefializacion compleja, interconectada y coordinada, cuya finalidad es la activacion de los
mecanismos de defensa inducibles (Conejero et al., 1990; Ebel y Cosio, 1994; Hahn, 1996;
Niirnberger, 1999). Las moléculas mas estudiadas que participan en esta red sefializacion son el
acido salicilico (SA), el acido jasmoénico (JA) y el etileno (ET) (Pieterse et al., 2001; Kunkel y
Brooks, 2002).

Una vez que ha sido reconocido el patégeno por parte de la planta, se desencadena una
activacion de la respuesta defensiva tanto a nivel local como sistémico. La primera respuesta
defensiva en activarse es la local, que tiene lugar en zona de entrada del patdégeno e impide que
la infeccion se extienda a toda la planta. En cuanto a la respuesta defensiva sistémica, se activa
por mediacion de moléculas sefial generadas en el lugar de entrada del patéogeno y tiene como
consecuencia la proteccion a la planta frente futuros ataques patogénicos (Figura 3).
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Figura 3. Respuesta defensiva de las plantas tras el ataque de un patégeno. La respuesta local tiene lugar en zona
de entrada del patdgeno y la respuesta defensiva sistémica, se activa en los tejidos distales por mediacion de moléculas
sefial generadas en el lugar de entrada del patdgeno.

1.3.2. Respuesta defensiva local

Ya reconocido el patdgeno por parte de la planta, se produce una despolarizaciéon muy
rapida de la membrana plasmatica de la célula vegetal que ha sido infectada; los transportadores
i6nicos, como la bomba H+-ATPasa, se ven alterados. Como consecuencia, se acumula Ca’" en
el citoplasma y provoca la salida extracelular de Cl"y K, por tanto, se produce una acidificacion
en el citoplasma y una alcalinizacion del apoplasto (Trewavas y Malho, 1998; White y Broadway,
2003).

La variacion de concentracion de Ca®* en el citosol juega un papel muy importante en el
establecimiento de las barreras defensivas, ya que esta implicado en la deposicion de callosa en
las paredes, en la sintesis de fitoalexinas y en la alteracion en las quinasas y fosfatasas que se
traducen en una activacion del complejo NADPH oxidasa (Blumwald, et al., 1998).
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La activacion del complejo NADPH oxidasa provoca la presencia de especies reactivas de
oxigeno (Reactive Oxygen Species, ROS) como el radical superoxido (O,) y perdxido de
hidrogeno (H>0,) (Xiang et al., 1997). Estas especies ROS resultan toxicas para la planta, a pesar
de que contribuyen a los mecanismos de defensa de la planta (Torres et al.,2006) y son las
responsables de activar algunos genes protectores que van a activar el proceso de muerte celular
programada en la respuesta hipersensible (HR) (Romero-Puertas ez al., 2004).

Cuando tiene lugar el reconocimiento gen a gen entre el factor codificado por el gen R de
la planta y el correspondiente factor de avirulencia del patdogeno codificado por el gen Avr (Flor,
1971) se desencadena una respuesta local de tipo incompatible, y la HR es el primer sintoma
fenotipico que permite reconocer que la planta ha respondido al patéogeno, ya que se produce la
muerte celular en el lugar de la entrada del patégeno. Aunque, se ha observado también que la
inoculacion del patdgeno provoca muerte celular en hojas distales no inoculadas, proceso
conocido como microHR (Alvarez et al., 1998). Cuando no tiene lugar el reconocimiento gen a
gen y la interaccion es de tipo compatible, la HR no tiene lugar, por lo que no se establece, la
respuesta defensiva y la infeccion se extiende por toda la planta (Lorrain ef al., 2003).

1.3.3. Respuesta defensiva sistémica

La infeccion con un patdgeno necrosante o la aparicion de la respuesta hipersensible (HR)
lleva consigo la activacion de la resistencia sistémica adquirida (SAR, Systemic Acquired
Resistance) en los tejidos distales. Este fenomeno va a proteger a la planta frente a futuros ataques
patogénicos.

La SAR conlleva la activacion de genes de defensa, ya sea en tejidos distales como en
locales, entre los que se encuentran las proteinas relacionadas con la patogénesis (PR,
Pathogenesis-Related) (Ward et al., 1991; Glazebrook, 1999; 2001; Maleck et al., 2000).

Las proteinas PR se clasifican en 17 familias (van Loon ef al., 1994) y, todas tienen como
funcion la limitacion de avance del patégeno (van Loon et al., 2006). Su acumulacion es
diferencial y especifica tras una determinada sefial patogénica. Esto explica el hecho de que las
plantas transgénicas que sobreexpresan una Uinica o unas pocas de estas proteinas resultan solo
eficaces para generar resistencia frente a patdgenos muy concretos (van Loon et al., 2006).

Por otra parte, las proteinas PR también se inducen en interacciones de tipo compatible, en
otras palabras, en infecciones sistémicas. Este seria el caso de las plantas de tomate infectadas
con el viroide de la exocortis de los citricos (CEVd). En este tipo de interaccion se observa la
acumulacion de hasta 10 PRs diferentes. La mayoria de estas proteinas se inducen también en
plantas de tomate tratadas con etefén (compuesto que libera etileno en la planta) y algunas de
ellas, como P23, P32 y P34, no responden a la aplicacion exogena de SA (Garcia-Breijo et al.,
1990; Rodrigo et al., 1991 y 1993). Por tanto, esto implicaria que dichas PRs, propias de una
interaccion compatible, podrian no estar relacionadas con el establecimiento de SAR (Brederode
et al., 1991; Durner et al, 1997).

1.3.4. Moléculas sefalizadoras de la respuesta defensiva de las plantas

Las fitohormonas son metabolitos que controlan un gran numero de procesos en las plantas,
entre ellos destacan su crecimiento y desarrollo. Ademas, desempefian un papel fundamental en
la respuesta frente a diferentes tipos de estrés. Se ha estudiado que la infeccion de plantas con
patogenos de distinta naturaleza provoca variaciones en los niveles de las hormonas vegetales
(Adie et al., 2007; Robert-Seilaniantz et al., 2007). Entre ellas caben destacar: el etileno (ET), el
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acido salicilico (SA), el acido gentisico (GA) y el acido jasmonico (JA) (Bellés et., al 1999;
Broekaert et al., 2006; Loake y Grant, 2007; Balbi y Devoto, 2008).

Estudios recientes han demostrado la implicacion de otras fitohormonas en la sefializacion
de la respuesta defensiva en plantas, tales como, el acido abscisico, las auxinas, el acido
giberélico, las citoquininas, los brasinoesteroides y hormonas peptidicas (Bari y Jones, 2009).

Se dedica a continuaciéon unos apartados al acido salicilico y al acido gentisico, las
moléculas sefnializadoras implicadas en la interaccion planta-patégeno objeto de estudio, en los
que se desarrollan con detalle el papel de estos compuestos en las respuestas defensivas de las
plantas frente a ataques patogénicos.

1.3.4.1.  Acido salicilico

El SA (acido 2-hidroxibenzoico) es un compuesto fendlico implicado en multitud de
procesos en las plantas. Este compuesto es de especial interés en la industria farmacéutica debido
a, su efecto analgésico, antiinflamatorio y antipirético (Pierpoint, 1997; Mackowiak, 2000). En
plantas, participa en procesos de desarrollo como la germinacion de semillas o el crecimiento
celular, aunque su funcién mejor caracterizada es la de actuar como molécula sefal capaz de
activar la respuesta defensiva y aumentar asi la resistencia frente a diferentes ataques patogénicos
(Boatwright y Pajerowska-Mukhtar, 2013).

El incremento de los niveles endogenos de SA y sus derivados glicosilados en plantas
infectadas esta relacionado con la activacion de genes que codifican proteinas PR y establecen la
resistencia de la planta (Delaney ef al., 1994).

La mayor parte del SA presente en la planta se conjuga a una molécula de glucosa, a través
de su grupo alcohol para formar SA-O-B-glucédsido, y queda almacenado en el interior de la
vacuola, evitando su efecto toxico en las células y aumentando su solubilidad, lo que favorece su
transporte en la planta. Cuando la planta es infectada por un patogeno, el SA conjugado se libera
por la accion de glucosil hidrolasas (Dean et al., 2005). El incremento de los niveles de SA en
una infeccidn coincide con la activacion de los genes que codifican proteinas PRs, relacionandose
asi con la resistencia de la planta (Shah, 2003).

En cuanto a la biosintesis del SA, se ha descrito que puede ser formado a partir de dos vias
enzimaticas que comparten el mismo sustrato, el corismato, producto final de la via del shikimato
(Garcion y métraux, 2006; Chen et al., 2009).

El corismato puede ser convertido en SA via isocorismato (IC), en un proceso de dos etapas
que implica la participacion de los enzimas Isocorismato Sintasa (ICS) e Isocorismato Piruvato
Liasa (IPL) (Verberne et al., 2000; Wildermuth et al., 2001). Y, por otra parte, el corismato
también puede convertirse en prefenato, en la via para la produccion de fenilalanina. A partir de
este aminoacido se genera acido cinamico el cual puede ser oxidado (acido benzoico) o
hidroxilado (acido cumarico) para sintetizar el SA (Figura 4). La mayor parte del SA producido
durante la infeccion patogénica y el establecimiento de la SAR es sintetizado en la planta a partir
de la ruta biosintética del isocorismato (Willdermuth ef al., 2001).
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Figura 4. Biosintesis y metabolismo del SA en plantas. Existen dos vias de sintesis de acido salicilico, a partir del
corismato y a partir de la fenilalanina. ICS: Isocorismato Sintasa; IPL: Isocorismato Piruvato Liasa; PAL: Fenilalanina
Amonio Liasa; BA2H: 4cido benzoico 2-hidroxilasa. (Adaptado de Miura y Tada, 2014).

1.3.4.2.  Acido gentisico

Se admite que el SA posee una funcion esencial en la activacion de la respuesta defensiva
en las plantas frente a infecciones de tipo incompatible (Conejero et al., 1990; Yang et al., 1997,
Durrant y Dong, 2004). Sin embargo, los estudios sobre la induccion de defensas de tipo
compatible son mas escasas. En estos casos, al no ser reconocido el patégeno, la respuesta se
produce demasiado tarde y no se puede evitar el desarrollo de la enfermedad. Por lo que, todavia
son muchas incognitas las que quedan por resolver en este tipo de interacciones.

El acido gentisico (acido 2,5-dihidroxibenzoico, GA) es un compuesto fenolico, formado
a partir de la hidroxilacion en el carbono 5 del acido salicilico y es llevada a cabo por la enzima
salicilato 5-hidroxilasa (SSH) (Figura 5). Esta hidroxilacion fue descrita por primera vez en tejido
animal (Lutwak-Mann, 1943) y mas tarde en planta (Ibrahim y Towers, 1959).
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Figura S. Reaccién de hidroxilacién en el CS del SA por la enzima salicilato S-hidroxilasa (SSH). El acido salicilico
(SA) se hidroxila en el carbono 5 para formar acido gentisico (GA).

Dicho compuesto fue identificado en nuestro laboratorio por primera vez durante el estudio
de una interaccion de tipo compatible en plantas de tomate infectadas con el viroide de la exocortis
de los citricos (CEVd) (Bellés et al., 1999). Se observd que las plantas infectadas acumulaban
niveles de GA mucho mas altos que los de SA, tanto en la forma libre como en la conjugada.

El GA en general se conjuga con una molécula de xilosa a través del alcohol en la posicion
5, a diferencia del SA que lo hace con la glucosa (Fayos ef al., 2006). La acumulacion de GA
coincide con la aparicion de los primeros sintomas y aumenta paralelamente con la enfermedad.
En nuestro laboratorio se ha demostrado que tratamientos exdgenos con GA, asi como con SA,
inducen resistencia a ToMV en tomate y a CEVd en Gynura auriantica, confirmando asi el papel
senalizador de esta molécula (Granell ef al., 2014). Asi pues, se puede afirmar que el GA es una
molécula, complementaria al SA, implicada en la sefializacion y en la activacion de respuesta
defensiva en infecciones compatibles.

1.4. La enzima Salicilato 5-hidroxilasa (SSH) en plantas de
tomate

1.4.1. La Enzima Salicilato S-hidroxilasa en bacterias y en Arabidopsis
thaliana

A dia de hoy sigue sin resolverse el catabolismo del SA en planta, por lo que este tema es
de gran interés por parte de nuestro grupo de investigacion, interesado en el estudio de la
sefializacion y respuesta de las plantas frente a un estrés bidtico. Como se ha comentado
anteriormente, el SA puede ser degradado convirtiéndose en GA, mediante una hidroxilacion en
el C5 del anillo aromatico. Esta actividad salicilato 5-hidroxilasa ha sido descrita en bacterias
(Ralstonia sp. Cepa U2) y es llevada a cabo por un conjunto de 3 proteinas codificas por 4 genes:
la monoxigenasa NahGH, codificada por los genes NahG y NahH, una ferredoxina reductasa
codificada por NagA4a y una ferredoxina codificada por NagAb (Zhou et al., 2002) (Figura 6).
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Figura 6. Esquema de la sintesis de GA a partir de SA. (Adaptado de Fuenamyor ef al.,1998).

En plantas, se ha descrito una salicilato 3-hidroxilasa (S3H) como enzima implicada en el
catabolismo de SA. Estudios realizados en Arabidopsis thaliana muestran que el gen S3H, que es
inducido por SA, es capaz de convertir in vitro el SA en acido 2,3-dihidroxibenzoico (2,3-DHBA)
y GA (2,5-DHBA) evitando la acumulacion de SA (Bartsch ef al., 2010; Zhang et al., 2013).
Ademas, los mutantes s34 confirman la actividad catalitica hacia 2,3-DHBA in vivo. Estos
mutantes presentaron una senescencia precoz, lo que llevo a los autores a pensar que el SA es un
componente clave en la senescencia foliar (Zhang et al., 2013). Posteriormente, estos mismos
autores describieron SSH/DMR (Downy Midlew Resistant6) como gen que codifica para una
salicilato 5-hidroxilasa, que resulta ser una isoforma de la anteriormente descrita como S3H
(Zhang et al., 2017).

1.4.2. La Enzima Salicilato S5-hidroxilasa en plantas de tomate:
Antecedentes

En nuestro laboratorio se llevo a cabo la busqueda del gen de tomate ortdlogo al S3H que
habia sido descrito en Arabidopsis y se propuso la secuencia NM_001246911.1 como su posible
ortologo (Camps, 2014). Para verificar la expresion del gen propuesto, se llevaron a cabo varias
infecciones de plantas de tomates con patdogenos de distinta naturaleza. Como consecuencia de la
infeccion, se observo una correlacion entre la cantidad de GA acumulada y la induccion del gen
propuesto como S5H (salicilato 5-hidroxilasa), cuyo producto es precisamente este compuesto
fenolico.

Para comprobar la actividad in vivo del enzima, se prepar6 una construccion en un vector
binario para lograr la sobreexpresion de S5H mediante expresion transitoria con Agrobacterium
tumefaciens (Hernandez, 2015). El estudio fue realizado en plantas de Nicotiana benthamiana
tratadas exdgenamente con SA, el sustrato de la enzima S5H. Ya comprobada la expresion de esta
enzima en las plantas a las que se les ha aplicado este tratamiento, se procedi6 al estudio de la
actividad salicilato 5-hidroxilasa in vivo mediante analisis de SA por cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC). Por un lado, se analizaron los niveles de SA libre y total, se observo que
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las plantas que habian sido inoculadas con las cepas de Agrobacterium que contenian la
construccion pGWB8-S5H presentaban una reduccion significativa en la cantidad de SA libre y
total con respecto a las plantas control. Por otro lado, se analizaron los niveles libres y totales de
GA y de 2,3-dihidroxibenzoico con el fin de detectar los productos de la reaccion, pero no se
observo un incremento significativo de ninguno de los dos compuestos (Hernandez, 2015). Estos
resultados, indicaron que el SA es el sustrato de la enzima codificada por el gen propuesto como
S5H.

A continuacién, se procedio a la transformacion de plantas de tomate de la variedad
MoneyMaker (MM) para que silencien o en su defecto reduzcan la expresion del gen S5H
mediante RNA de interferencia (RNAi_S5H). La finalidad de este experimento es estudiar la
funcion que desempeiia el gen S5H en la regulacion de los niveles endogenos de SA, utilizandose
la secuencia usada anteriormente para expresion transitoria en Nicotiana.

Para la caracterizacion molecular de las plantas de tomate transgénicas RNAi S5H
generadas previamente en el laboratorio, se llevd a cabo en primer lugar un estudio de su
expresion génica mediante QRT-PCR en las lineas transgénicas (RNAi_S5H 16; 14; 6.1) y en su
fondo genético (MM Control), a las 24h después de haber sido infectadas con la bacteria virulenta
Pseudomonas syringae (Minguillon, 2018) (Figura 7).

Expresion relativa

* % k¥

MM Control RNAi_S5H 16 RNAi_S5H 14 | RNAi_S5H 6.1

Figura 7. Analisis de expresion de SSH de las distintas lineas transgénicas de tomate Money Maker.

Como se observa la figura 7, las tres lineas transgénicas presentan una disminucion
significativa de la expresion del gen con respecto a su fondo genético MM tras la infeccion con
la bacteria, confirmando el silenciamiento de S5H en las plantas transgénicas en el laboratorio.

Asimismo, estas lineas transgénicas presentaron unos niveles basales de SA superiores a
las de sus correspondientes plantas control y una mayor resistencia a la bacteria Pseudomonas
syringae pv. tomato, confirmando asi la actividad in vivo de este enzima y su funcion en la
respuesta defensiva. Por ultimo, se observo un fenotipo de senescencia avanzada en estas plantas
transgénicas, sugiriendo que el catabolismo del SA desempefia un papel importante en la
senescencia de las plantas (Minguillon 2018).

A lo largo de esta Introduccion se han descrito los mecanismos defensivos de las plantas
frente al viroide exocortis de los citricos (CEVd), las moléculas sefal implicadas en la respuesta
defensiva, asi como el uso de plantas transgénicas con niveles alterados de las mismas como
estrategia para estudiar su posible papel en defensa. Ademas, hemos visto que la salicilato 5-
hidroxilasa podria actuar como un enzima que conectara las rutas de sefalizacion mediadas por
SA y GA en interacciones compatibles. El presente Trabajo Final de Grado pretende profundizar
en estudio del papel defensivo del SA, y GA, asi como de la salicilato 5-hidroxilasa, en la
respuesta defensiva de las plantas de tomate.

12



2

Objetivos

En el presente Trabajo Fin de Grado se pretende llevar a cabo la caracterizacion de las
plantas transgénicas de tomate RNAi_S5H frente a una infeccion con el viroide exocortis de los
Citricos (CEVd). Para ello, se han abordado los siguientes objetivos:

L Estudio fenotipico de las plantas transgénicas de tomate RNAi_S5H asi como de sus
lineas parentales Money Maker frente a la infeccion con el viroide exocortis de los
citricos (CEVd).

IIL. Estudio quimico de las plantas transgénicas RNAi S5H y sus parentales Money

Maker tras la infeccion con el viroide exocortis de los citricos (CEVd). Analisis de
la acumulacion de SA y GA en las plantas de tomate objeto del estudio.

I1I. Estudio molecular de la infeccion en plantas transgénicas RNAi S5H y Money
Maker. Analisis de la expresion de los genes S5H 'y PRI.
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Materiales y Métodos

3.1. Material vegetal y condiciones de cultivo

En el presente Trabajo Final de Grado se emplearon plantas de tomate (Solanum
lycopersicum) de la variedad MoneyMaker (MM), asi como dos lineas independientes de plantas
transgénicas SSH que tienen suprimida la expresion del gen S5H mediante la tecnologia de RNA
antisentido obtenidas a partir del mismo fondo genético MM y generadas previamente en el
laboratorio. Como consecuencia del bloqueo de la actividad 5-hidroxilasa, no se produce la
hidroxilacion del SA y estas plantas transgénicas son caracterizadas por la acumulacion de 4cido
salicilico.

Se realizaron tres experimentos independientes y se muestran los resultados de un
experimento representativo.

3.1.1. Germinacion de semillas

Mediante técnicas de cultivo in vitro, en condiciones de total esterilidad en cabina de flujo
laminar, se llevo a cabo la germinacion de las semillas. Para ello se envolvieron en papel
Miracloth y se prepararon pequefios sacos que se desinfectaron mediante series de agua. En
primer lugar, se sumergieron durante 30 minutos en un bote con lejia al 50% afiadiendo, 4-5 gotas
de detergente Tween 20 para romper la tension superficial del agua. Transcurrido este tiempo, se
lavaron sucesivamente en botes con agua destilada autoclavada durante 5, 10 y 15 minutos
respectivamente, con el objetivo de eliminar progresivamente los restos de lejia. Una vez las
semillas fueron esterilizadas, se sembraron en placas Petri que contenian un filtro de papel
empapado con agua.

3.1.2. Condiciones de cultivo

Una vez sembradas las semillas en las placas Petri, se cerraron con cinta Micropore™ que
permite un intercambio de gases sin llegar a contaminar el medio y permanecieron en completa
oscuridad durante 48-72 horas a 24°C. Pasado este tiempo se descubrieron y permanecieron en
camaras de cultivo in vitro, con unas condiciones de 23°C (dia y noche), fotoperiodo de 8h
oscuridad/ 16h de luz (lamparas SYLVANIA GRO-LUX F58W/GRO-T8) hasta que empezaron
a germinar (72-96 horas aproximadamente). A continuacion, las pequefias plantulas se
trasplantaron a macetas individuales (12cm de profundidad por 13 cm de diametro inferior) con
mezcla de turba y perlita al 50% y fueron trasladadas a un fitotron con unas condiciones de un
fotoperiodo de dia largo (16h de luz y 8h de oscuridad), temperatura entre los 20-26°C y humedad
relativa de entre el 50 y el 70%. Las macetas se regaron de manera habitual y manual con solucion
nutritiva de Hoagland.
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3.2. Material microbioldgico y proceso de infeccion

3.2.1. Preparacion de viroide

El viroide de la exocortis de los citricos (CEVd) empleado para infectar las plantas de
tomate se extrae a partir del material vegetal previamente infectado segun el siguiente protocolo.
A partir de 80 g de hojas de tomate infectadas, congeladas y homogeneizadas, se afiaden 80 mL
de Tris Base (Roche) 0,2M pH 8,9, 20 mL de EDTA 0,1M pH 7, 10 mL de Mercaptoethanol
(Sigma®) y 320 mL de Fenol (Sigma®). Una vez triturado el material en el politron, se centrifuga
a 7000 rpm durante 15 minutos. Se toma el sobrenadante y se ajusta con agua milliQ hasta llegar
a un volumen de 160 mL. A continuacién, se afiade a un tubo nuevo 1,25 g de CF11 (Fibrous
Celulose 11, Watman®), 20 mL de sobrenandante anterior, 3,7 mL de tampon STE 10X (Sodium
Clorure, EDTA, Tris Base) y 13,4 mL de EtOH y se deja en agitacion durante 12 horas. Pasado
este tiempo, se centrifugan los tubos a 3000 rpm durante 5 minutos y desechamos el sobrenadante,
ya que el viroide permanece adherido a la celulosa en el precipitado. Se realizan tres lavados con
30 mL de STE 1x (en EtOH), se centrifuga a 3000 rpm durante 5 minutos y se elimina el
sobrenadante. Finalmente, para conseguir disolver el viroide, se afiade al precipitado 3,3 mL de
STE 1x (en H,0). Los lavados se repitieron 3 veces, obteniendo un volumen final de 10 mL
(aproximadamente). Se adicionan 20 mL de EtOH absoluto y se dejan a -20°C durante 12 horas,
para que el viroide precipite. Tras una centrifugacion a 8000 rpm durante 30 minutos, el
precipitado se resuspende en 1,9 mL de STE 1x (en H»0), afiadiéndose 1 mL de LiCl 10M para
conseguir una concentracion final de 2M en cada tubo y se incuba a 4°C durante horas.
Nuevamente, se centrifuga a 8000 rpm durante 30 minutos y al sobrenadante, se afiaden 15 mL
de EtOH para precipitar de nuevo el viroide dejandolo a -20°C durante 12 horas. Por tltimo, tras
una ultima centrifugacion a 8000 rpm durante 30 minutos, se decanta el sobrenadante, y al
precipitado totalmente seco, se afiaden 0,5 mL de H»O estéril para resuspenderlo.

3.2.2. Inoculacion del material vegetal

Las plantas de tomate fueron inoculadas con el viroide exocortis de los citricos (CEVd), al
transcurrir la fase de aclimatacion de la planta a tierra, siete dias posteriores al trasplante. En ese
estadio, la planta ya muestra los dos cotiledones y esta comenzando a salir la primera hoja. Para
facilitar la infeccion, la temperatura del fitotron se aumenta a 24°C la minima y 28°C la maxima.
Ademas, es aconsejable la presencia de un deshumidificador para evitar anomalias fenotipicas en
las hojas de las plantas por exceso de humedad.

Para cada experimento independiente se emplearon aproximadamente 35 plantas
transgénicas S5H de las lineas 14.5 y 16.4, y 45 plantas de su parental MM. Todas las plantas,
excepto 9 por cada genotipo fueron inoculadas mecanicamente con el viroide de la exocortis de
los citricos (CEVd). Para ello se espolvorea una pequena cantidad de carborundum, un agente
abrasivo, sobre el haz de la primera hoja y de un cotiledon. La funcién principal de este compuesto
es hacer heridas en la hoja para facilitar la entrada del viroide en la planta. Posteriormente, se
afiaden 10 pL del indculo a estas mismas hojas y se distribuye cuidadosamente. Las plantas mock,
que no fueron sometidas a la infeccion, sufrieron el mismo proceso, pero en lugar de indculo se
afiade 10 pL H,O milliQ.
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3.3. Toma de muestra y estudio de la sintomatologia del
viroide

Para los diferentes analisis, el material vegetal correspondiente a la 3* y 4* hoja de la planta
de tomate se recogid a las 2 spi (semanas post-inoculacion), 3 spi y 4 spi en contenedores de
plastico con tapa de 20 MI1. Inmediatamente se congelaron en nitrégeno liquido, se
homogeneizaron en frio en un molino de bolas Retsch MM 400 y se almacenaron a -80°C hasta
su posterior uso.

Se tomaron muestras de 3 réplicas de las plantas mock y de 4 réplicas de las plantas
infectadas de todas las lineas estudiadas y a todos los tiempos analizados.

Periodicamente, 3 veces por semana, se realizo la lectura de sintomas en las plantas de
tomate objeto del estudio. Para ello, se acordd una escala de sintomatologia de 0 al 4. En el que
el valor 0, refleja que la planta todavia no muestra ningtin sintoma de infeccion por el CEVd. El
valor 1, corresponde al inicio de los sintomas propios del viroide. Para el valor 2 es notable el
arrugamiento de los foliolos de la 3* y 4% El valor 3 representa, el progreso de la infeccion, al
arrugamiento foliar se le adiciona una ralentizacion en el crecimiento vegetativo de la planta. El
valor 4 se asigna a la planta totalmente infectada y clordtica.

Cabe destacar que, a medida que pasan las semanas, los sintomas del viroide van
aumentando. Por lo que, los datos recogidos en la 2spi muestran valores que oscilan de 0 a 2,
durante la 3spi de 2 a 3, y durante la Gltima semana, 4 spi, valores de 3 y practicamente la mayoria
de 4.

3.4. Extraccion y analisis de las moléculas sefial: SA y GA

Se pesaron 0,5 gramos del tejido foliar, previamente homogeneizado, en tubos Eppendorf
de 2 mL y se afiadieron rapidamente 1,5 mL de metanol. Tras mezclarse las muestras en el vortex,
se sometieron a un proceso de ultrasonidos durante 10 minutos, con el fin de lograr una completa
disgregacion del tejido y, facilitar la extraccion de los compuestos.

Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 12000rpm durante 15 minutos a una
temperatura de 4°C y se separ6 el sobrenadante a un nuevo vial de vidrio de 4 mL. El sedimento
fue reextraido con 500 uL de metanol y centrifugado en las mismas condiciones.

El nuevo sobrenadante se adiciono al anterior y se dividi6 en dos viales diferentes, uno para
la extraccion de los compuestos fendlicos libres y otro para los totales. Posteriormente, todos los
viales se secaron bajo una corriente de nitrogeno seco a una temperatura de 37°C.

3.4.1. Compuestos fendlicos totales

Para determinar el contenido en compuestos fendlicos totales es necesaria la liberacion del
azucar conjugado a través de una hidrolisis enzimatica empleando la enzima B-glucosidasa.

A las muestras previamente secas, se le afiaden 100 uL del enzima -glucosidasa (Fulka)

con una concentracion de Img/mL y 900 pL de tampon acetato sodico 0,1 mM pH 4,5 y se dejan
incubando 12 horas a 37°C.

17



Materiales y Métodos

Transcurrido este tiempo, se afaden 77 uL. de acido perclérico al 70% para detener la
reaccion enzimatica y precipitar las proteinas. A continuacion, se anaden 2,5 mL de una mezcla
acetato de etilo y ciclopentano al 50% para extraer los compuestos fendlicos que se encuentran
en la fase organica. Para ello simplemente se transfiere la parte superior a nuevo vial y se evapora
el disolvente bajo una corriente de nitrégeno seco.

3.4.2. Compuestos fendlicos libres

En este caso, a las muestras previamente secas solo se les afiade 1 mL de tampodn acetato
sodico 0,ImM pH 4,5, y se dejan incubando 12 horas a 37°C. A partir de aqui el proceso de
extraccion es exactamente igual que el descrito en el apartado 3.4.1.

Una vez completamente secas, se resuspenden en 300 pL de metanol, se homogenizan con
la ayuda de un vortex y se filtran con una jeringa a la que se intercambia la aguja por un filtro de
nylon de 13 mm de didmetro y 0,45 um de poro (Waters). Finalmente, se guardan en la nevera
del laboratorio y las muestras ya estarian listas para el analisis por HPLC.

3.4.3. Analisis y cuantificacion de compuestos fenolicos

El analisis de HPLC de los extractos fenolicos se llevod a cabo siguiendo los protocolos
descritos por Yalpani et al., (1993) y Bellés et al., (1999).

Los extractos fenolicos, se resuspenden en 300 uL de metanol, se homogenizan con la
ayuda de un vortex y se filtran con una jeringa a la que se intercambia la aguja por un filtro de
nylon de 13 mm de diametro y 0,45 um de poro (Waters). Se trasvasan 100 pL a los viales
(Accuform PP vial 0,7 mL, Thermo Scientific) destinados al analisis por HPLC y se inyectan
directamente 30 pL en una columna de fase reversa Sahrlau C18 (5 pm, 4,6 x 150 mm; Waters)
equilibrada con acido acético al 1% (J. T. Baker). Se aplica un gradiente de metanol (0 a 100%
en agua) durante 20 minuto, con un flujo contante de ImL/minuto. Los compuestos fendlicos SA
y GA se detectaron con un detector de fluorescencia (Waters 2475), empleando una A de 313 nm
y una A de emision de 405 nm.

En la Figura 8, se muestra un cromatograma, en el que el acido gentisico (GA) presenta
un tiempo de retencion de 10,61 minutos; y el acido salicilico 16,05 minutos, empleando las
condiciones cromatograficas determinadas.
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Figura 8. Identificacion de los compuestos fenélicos presentes en los extractos de hojas de tomate. Se muestra un
cromatograma con los tiempos de retencion especificos para cada uno de los compuestos fenolicos identificados, acido
gentisico y 4cido salicilico (de izquierda a derecha) 10,61 y 16,05 respectivamente, con las condiciones cromatograficas
empleadas.

Para la cuantificacion de estos compuestos, se realizaron curvas patréon con diferentes
concentraciones de GA y SA.

3.5. Aislamiento y manipulacion de acidos nucleicos

3.5.1. Extraccion de RNA total de extractos de hoja de tomate

La extraccion de RNA de los tejidos foliares se llevo a cabo mediante el reactivo Trizol
(Trizol ® Reagent; Ambition® Life Technologies) de acuerdo con el protocolo facilitado por el
fabricante. Para evitar la degradacion del RNA, se mantuvieron las muestras en hielo y todas las
centrifugaciones se hicieron a 4°C. Todo el material utilizado se autoclavo.

Se afiadieron a un Eppendorf aproximadamente 100 mg del material vegetal congelado y
previamente triturado (cantidad suficiente para cubrir la parte el cono) y 1 mL de Trizol. Se
completd la homogenizacion con ayuda de un vortex para facilitar la disociacion de los complejos
nucleoproteicos y se mantuvo a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Seguidamente, las muestras se centrifugaron a 12000 rpm durante 10 minutos, se
adicionaron 200 uL de cloroformo al sobrenadante, se agitaron y se incubaron a temperatura
ambiente 2 minutos. Transcurrido este tiempo, se centrifugaron de nuevo a 12000 rpm durante 15
minutos y, la fase acuosa se transfirié a los nuevos tubos. Se anadieron 500 puL de isopropanol,
se agitaron y se mantuvieron 10 minutos a temperatura ambiente. El RNA precipitado fue
recuperado centrifugando a 12000 rpm 10 minutos, y fue lavado con 1 mL de etanol al 75% en
agua DEPC. Se centrifugd a 1000 rpm durante 5 minutos, se elimin6 nuevamente el sobrenadante
y se dejo secar unos minutos al aire para que se evaporasen por completo el etanol. Se resuspendio
en 35 puL de agua DEPC y se calent6 a 65°C durante 10 minutos. Finalmente, se centrifugd 10
minutos a 10000 rpm y se recuper6 el sobrenadante pasandolo a un tubo nuevo.
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3.5.2. Cuantificacion de RNA

Para cuantificar el RNA extraido se empled un espectrofotometro ultravioleta-visible
Nanodrop ® ND-1000, haciendo el blanco con agua DEPC y realizando la lectura de la
absorbancia a 260nm.

La calidad del RNA extraido se comprobd midiendo los ratios de absorbancia a distintas
longitudes de onda. Todos los RNAs analizados mostraron valores comprendidos entre 1,8 y 2,0,
para los ratios Azso2s0 Y Azeo230, indicando la buena calidad de la muestra.

3.5.3. Precipitacion de RNA con cloruro de litio (LiCl)

A las muestras de RNA extraido y resuspendido en 35 pL de H,O DEPC, se afiadieron 165
pL mas de HO DEPC hasta un volumen final de 200 plL. A continuacion, se adicion6 1 volumen
de LiCl 6M (200 uL) y se dejo reposar en hielo entre 2-3 horas para facilitar precipitacion del
RNA. Se utiliza el LiCl para que tenga lugar la precipitacion de acidos nucleicos y asi aumentar
su concentracion. Transcurrido este tiempo, las muestras se centrifugaron a 4°C, a 13000rpm
durante 15 minutos. Se elimino el sobrenadante y se afiadié 1 volumen de LiCl 3M para lavar el
precipitado. Posteriormente, se realizo otra centrifugacion igual que la precedente, se elimino el
sobrenadante y el precipitado se resuspendio en 44ul. H,O DEPC.

3.5.4. Tratamiento con DNasa

Para asi eliminar posibles contaminantes de DNA genodmico, se utilizo el kit comercial
TURBO DNasa (Ambition® Life Technologies). Para obtener un volumen de reaccion de 50 pL,
alos 44 pL obtenidos en el apartado 5.3, se le afiadieron 5 pL. de tampoén de reaccion (10x TURBO
DNasa Buffer) y 1 uL de la enzima TURBO DNasa (2U/uL). Tras 30 minutos a 37°C, se
afiadieron 5 pL inactivador de DNasa (DNase Inactivation Reagent) y se incubaron a temperatura
ambiente durante 2 minutos para detener la reaccion. Se centrifugaron las muestras a 10000 rpm
2 minutos y se transfirid el sobrenadante a un tubo Eppendorf nuevo. El RNA obtenido se
cuantificd en el Nanodrop tal y como se detalla en el apartado 3.5.2.

3.5.5. Retrotranscripcion

Este proceso se basa en la obtencion de cDNA a partir de RNA, empleando el kit comercial
PrimeScript RT Reagent Kit (Perfect Real Time) de Takara, siguiendo el protocolo descrito por
el fabricante. Para un volumen de reaccion de 10 pL, se empleo 1 pg de RNA, 2 puL. de tampon
(5x PrimeScript Buffer), 0,5 pL. de oligoDT Primer 50 uM, 0,5 uL de enzima retrotransciptasa
(PrimeScript RT enzymeMix I) y H,O DEPC hasta obtener el volumen final de 10 pL. La mezcla
se incubo primero a 37°C durante 15 minutos y posteriormente unos segundos (~15s) a 85°C.

Las muestras se pasaron a hielo y se diluyeron 1:10 con H,O DEPC, obteniendo asi un
volumen final de cDNA de 100 pL. Estas muestras se almacenaron a -20°C hasta su utilizacion.
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3.5.6. Amplificacion cuantitativa de DNA (PCR cuantitativa)

Este analisis se llevo a cabo con el reactivo SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems) y ensayo se emple6 una placa de 96 pocillos MicroAmpFast 96-Well ReactionPlate
(Applied Biosystems), que contenial0 pL del cDNA en cada uno de ellos. Se realizaron tres
técnicas por cada réplica biologica. La placa fue sellada cuidadosamente evitando burbujas de
aire y se dio un golpe de centrifuga (spin) antes de introducirla en el equipo de PCR cuantitativa.

La amplificacion fue monitorizada a tiempo real con el sistema de PCR en tiempo real 7500
Fast (Life Technologies) y el software empleado fue la version 2.04 del mismo equipo. Las
secuencias de los oligonucledtidos empleados se describen en la Tabla 1. Como control positivo
del experimento, se utiliz6 en todos los casos el gen que codifica para la proteina actina.

Gen Cebador Directo Cebador Reverso

Actina 5°... CTA GGC TGG GTT 5°... GTCTTT TTG ACC
CGC AGG AGATGATGC | CAT ACCCACCATCAC
.3 AC...3

SSH 5°...ATC TTG GGG 5° ...AAA CGA AGC
ATC AAT TGC AG...3’ CACTGA CATCC...3

PR1 5°...ACT CAA GTA 5°...AGT AAG GAC
GTC TGG CGC AAC...3 GTT GTC CGA TCC...3’

Tabla 1. Oligonucleétidos empleados como cebadores en los experimentos de qRT-PCRs.

3.6. Recursos informaticos

El andlisis estadistico se realiz6 mediante una prueba ¢ de Student para comparar dos tipos
de muestras, utilizando las herramientas estadisticas incluidas en el programa MS Excel de
Microsoft Office. En todos los andlisis, un p-value<0,05 fue considerado estadisticamente
significativo.
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Resultados y Discusion

En el presente trabajo final de grado se pretende llevar a cabo la caracterizacion fenotipica,
quimica y molecular fenotipica de las plantas transgénicas de tomate RNAi_S5H infectadas con
el viroide exocortis de los citricos (CEVd), con el fin de confirmar la funcion de este gen y su
participacion en la respuesta defensiva de las plantas.

4.1. Caracterizacion fenotipica de la infeccion de plantas de
tomate transgénicas RNAi_SS5H con el viroide de la exocortis
de los citricos

Con el fin de caracterizar fenotipicamente el desarrollo de la infeccion viroidal se evaluaron
dos parametros tanto en las plantas transgénicas RNAi S5H como en su fondo genético
MoneyMaker: (i) la evolucion de la infeccion y (ii) la severidad de los sintomas.

4.1.1. Evolucion de la infeccion

Tras la infeccion de las plantas transgénicas RNAi S5H (lineas 14.5 y 16.4) y sus
parentales MM con CEVd, se realiz6 un seguimiento fenotipico de la aparicion de los sintomas
caracteristicos del viroide, tales como la epinastia y rugosidad de las hojas, asi como la reduccion
del crecimiento de las plantas (Figura 9).

MM control MM CEVd

Figura 9. Sintomas caracteristicos de la infeccion causada por CEVd en las plantas MM tras 3spi.
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Para evaluar la progresion de la infeccion se realizo un conteo periodico de las plantas que
comenzaban a manifestar la tipica sintomatologia de la enfermedad viroidal. En la Figura 10 se
representa esta evolucion en una grafica cuyo eje X corresponde al tiempo de infeccion y en el
eje Y al porcentaje de plantas que presentan sintomas. Basandonos en los datos que muestra la
figura se deduce que la aparicion de sintomas es diferente en las lineas de tomate estudiadas y
que las dos lineas transgénicas, y sobre todo la linea 16.4, muestran un retraso evidente en la
aparicion de los sintomas.
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Figura 10. Evolucién de la infeccion por CEVd en plantas de tomate. Aparicion de los sintomas a diferentes
semanas después de la inoculacion de plantas de tomate MM y RNAi_S5H (14.5y 16.4).

A partir de la primera semana de la inoculacion del viroide, en la que se observaron
sintomas Unicamente en las plantas MM, las diferencias en el avance de la infeccion comenzaron
a ser evidentes. Asi tras 11 dias (1.6 spi) solo el 5% de las plantas transgénicas correspondientes
a la linea 16.4 estaban infectadas, frente al 65% de sus correspondientes parentales MM. Del
mismo modo, mientras que el 82% de las plantas MM presentan sintomas, a los 14 dias de la
infeccion (2spi), las lineas RNAi_S5H mostraron entre un 50% y un 70% de las plantas con
sintomas. Asimismo, a las 2.3 spi, cuando el 100% de las plantas de tomate de la variedad MM
presentaron sintomas, las lineas transgénicas se mantuvieron al 70% (linea 16.4) y 85% (linea
14.5) de infectividad. Finalmente, a las 3.3 spi todas las plantas, tanto MM como RNAi S5H,
presentaron los sintomas propios de la infeccion.

Este analisis muestra que las lineas transgénicas RNAi S5H son mas resistentes a la
infeccion viroidal en comparacion con la linea parental MM. Ademas, se observa que la linea
16.4 es la linea mas resistente ya que precisa de mas tiempo para la aparicion de los sintomas
caracteristicos del viroide. Para corroborar las diferencias observadas, se analiz la severidad de
los sintomas de esta interaccion planta-patogeno.
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4.1.2. Severidad de los sintomas

Ademas de un estudio de la evolucion de la infeccidn, se analizo la severidad de los
sintomas en las plantas transgénicas y su parental tras la inoculacion del CEVd. Como se observa
en la Figura 11, a las 2.3 spi las plantas MM mostraron los sintomas caracteristicos del viroide,
principalmente el arrugamiento en las hojas y enanismo, mientras que en las plantas transgénicas
RNAi_S5H la sintomatologia fue mucho menos severa (14.5) o practicamente nula (16.4).

ff T"%
® -

|

RNAi_S5H 16.4

RNAi_S5H 14.5

Figura 11. Sintomatologia caracteristica por el CEVd tras 2.3spi. De izquierda a derecha se representa,
RNAi_S5H 16.4, MM y RNAi_S5H 14.5.

Para evaluar la severidad de los sintomas se asign6 una numeracion a la sintomatologia que
sigue una escala del 0 al 4, en la que el valor 0 refleja que la planta todavia no muestra ningan
sintoma de infeccion y valor 4 se asigna a la planta totalmente infectada y cloroética. Al valor
numérico, le acompafia una escala gradual de colores en tonos verdoso; el valor 0 esta
representado con un verde claro que va gradualmente oscureciendo conforme la infeccion del
viroide va progresando, hasta llegar al color marrén en el que la planta esté totalmente infectada
coincidiendo con el valor 4 en la escala de sintomatologia.

En la Figura 12 se observa la evolucion y severidad de la infeccion representando en el eje
vertical, el porcentaje y el grado de plantas infectadas con respecto al tiempo, en el eje horizontal.
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Figura 12. Estudio de la sintomatologia en las tres lineas de tomate estudiadas con respecto al tiempo. Se sigue
la escala de sintomatologia viroidal establecida. Oscila del 0 al 4; siendo 0 identificativo de una planta sin sintoma de
infeccion, y con valor 4 representa una planta totalmente infectada. Se muestra + el error estandar de 4 plantas para las
plantas infectadas (CEVd), y 3 para las plantas control (MOCK), en un experimento representativo. Se llevaron a cabo
3 experimentos diferentes. Las diferencias significativas entre las lineas transgénicas y las plantas control se representan
con un asterisco (*) cuando el p-value<0,05 y con dos asteriscos (**) cuando p-value<0,01.
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Analizando la sintomatologia a las 3spi, ninguna planta transgénica RNAi_S5H (linea 16.4)
mostrd una escala de 4, mientras que el 30% de las plantas MM estaban totalmente afectadas,
acompaiiado en color marrdn en la grafica. Conforme va avanzando el tiempo, a su vez lo hace la
infeccion con el viroide. A las 3.6 spi la linea MM presenta un alto porcentaje de plantas
totalmente infectadas, un 65% de plantas cloréticas, y sin embargo las lineas transgénicas solo
muestran un 22% (linea 16.4) y un 50% (linea 14.5).

Con este estudio se confirma que las lineas transgénicas RNAi S5H son mas resistentes a
la infeccion que su correspondiente parental, siendo la linea 16.4 mas resistente que la 14.5.

4.2. Caracterizacion quimica de la infeccion de plantas de
tomate transgénicas RNAi_SSH con el viroide de la exocortis
de los citricos

Con el fin de asociar la actividad salicilato 5-hidroxilasa a la enzima codificada por el gen
S5H propuesto, se llevo a cabo un analisis mediante HPLC del sustrato (SA) y el producto (GA)
de la reaccion catalizada por esta enzima en las plantas de tomate a lo largo de la infeccion
viroidal.

Ambos compuestos fenolicos, ademas de en su forma libre, se acumulan de forma
mayoritaria conjugados a un azicar, después de una infeccion (Yalpani et al., 1993) (Fayos et al.,
2006). Por esta razon, el analisis de estos acidos se realiza tanto en su forma libre como total.

El estudio metabolico del SA y GA se llevo a cabo sobre las muestras obtenidas de la
infeccion con CEVd, con el fin de observar la evolucion de ambos compuestos cuando la planta
activa sus mecanismos de defensa.

4.2.1. Analisis de los niveles de SA

Se llevo a cabo el analisis de la acumulacion de acido salicilico libre y total en las plantas
de tomate transgénicas RNAi S5H (lineas 14.5 y 16.4) y en su fondo genético MM después de 3
y 4 semanas de la inoculacion con el viroide. A su vez, para conocer los niveles de estos
compuestos en condiciones normales, sin ningun tipo de estrés, se midieron también en las plantas
sin infectar (mock).

Analizando las plantas transgénicas no infectadas, las lineas mostraron niveles
significativamente mayores de SA que sus parentales, a todos los tiempos estudiados; (Figura
13A), pudiendo ser estos mayores niveles los responsables de la resistencia observada. El
incremento de los niveles endogenos de SA y sus conjugados con glucidos en plantas infectadas
esta relacionado con la activacion de genes que codifican proteinas PR y el establecimiento de la
resistencia de la planta (Delaney ef al., 1994).

Asimismo, a las 3spi y 4spi, cuando los sintomas de viroide son mas severos, las plantas
infectadas acumulan mayor cantidad de SA, siendo estos niveles mayores en las plantas
transgénicas RNAi S5H (Figura 13B).
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Figura 13. Acumulacién de SA libre y total en plantas MoneyMaker y transgénicas no infectadas (A) o infectadas
con CEVd (B). Los extractos metanolicos de las hojas de tomate fueron analizados mediante HPLC de fluorescencia
transcurridas 3 y 4 semanas de la infeccion. Se muestra + el error estandar de 4 plantas para las plantas infectadas
(CEVd), y 3 para las plantas control (mock), en un experimento representativo. Se llevaron a cabo 3 experimentos
diferentes. Las diferencias significativas entre las lineas transgénicas y las plantas control se representan con un
asterisco (*) cuando el p-value<0,05 y con dos asteriscos (**) cuando p-value<0,01.
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Los mayores niveles de acumulacion de SA en las lineas de tomate transgénicas RNAi S5H
confirman la actividad S5H in vivo propuesta, puesto que la reduccion de la expresion de la
enzima salicilato 5-hidroxilasa (S5H) conlleva una disminucion de la hidroxilacion del SA hacia
GA, produciendo el aumento significativo del sustrato. Asimismo, nuestros resultados confirman
el papel defensivo del SA en la resistencia de las plantas de tomate a la infeccion por CEVd.
Resultados similares han sido previamente descritos en nuestro grupo, puesto que plantas

transgénicas de tomate NahG, que no acumulan SA, presentan una mayor susceptibilidad al CEVd
(Lopez Gresa et al., 2016).
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4.2.2. Analisis de los niveles de GA

Tras el estudio de los niveles de SA se procedio a la cuantificacion de los niveles de GA
tanto en su forma libre como en su forma conjugada. En primer lugar, y en coherencia con los
mayores niveles de SA detectados en las plantas RNAi S5H (14.5 y 16.4) no infectadas (mock),
se observo una reduccion en los niveles de GA que resulto ser significativa en los niveles de GA
libre a las 3spi y en los de GA conjugados a las 4spi (Figura 14A).

Asimismo, como muestra la Figura 14B, en las plantas MM infectadas con CEVd, se
observo una fuerte y significativa acumulacion creciente del GA a las 3 y 4spi, que apenas tuvo
lugar en las lineas transgénicas RNAi S5H (14.5 y 16.4). Esto demuestra que mientras que el SA
es metabolizado rapidamente a GA en las plantas MM, esta actividad se encuentra silenciada en
las plantas transgénicas tal y como cabia esperar.

Por otra parte, a diferencia de lo que ocurre con el SA, practicamente todo el GA se
encuentra en forma conjugada, por lo que confirma los resultados demostrados en otras
investigaciones, en las que el GA libre se acumula mayoritariamente en su forma conjugada
(Bellés et al., 1999; Bellés et al., 2006). La Figura 13B muestra también como a medida que
aumentan los sintomas, se produce un fuerte incremento del GA, llegando hasta valores de 1200
nmmoles GA/gFW a las 4spi. Este pico de acumulacion de GA coincide con el descenso en los
niveles de SA en la misma semana, hecho debido a que el SA es el precursor del GA en plantas
de tomate (Bellés et al., 1999).
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Figura 14. Acumulaciéon de GA libre y total en plantas MoneyMaker y trangénicas no infectadas (A) o infectadas
con CEVd (B). Se extrajeron compuestos fendlicos de plantas infectadas transcurridas 2,3 y 4 semanas tras la infeccion.
Los extractos metanolicos de las hojas de las plantas de tomate fueron analizados mediante HPLC de fluorescencia
transcurridas 2,3 y 4 semanas de la infeccion. Se muestra + el error estandar de 4 plantas para las plantas infectadas
(CEVd), y 3 para las plantas control (mock), en un experimento representativo. Se llevaron a cabo 3 experimentos
diferentes. Las diferencias significativas entre las lineas transgénicas y las plantas control se representan con un
asterisco (*) cuando el p-value<0,05, con dos asteriscos (**) cuando p-value<0,01 y con tres asteriscos (***) cuando
p-value<0,001.

Tal y como se ha descrito, las plantas parentales MM infectadas, muestran un aumento en
los niveles de GA como consecuencia de una infeccion de tipo sistémico por CEVd (Bellés et al.,
2006; Lopez-Gresa et al., 2010). Sin embargo, las lineas transgénicas muestran una reduccion
significativa en los niveles totales de GA con respecto a las utilizadas como control, tanto en las
plantas no inoculadas como en las infectadas. Estos datos coinciden con los obtenidos tras el
estudio de infeccion de plantas de tomate con la bacteria Pseudomonas syringae (Minguillon,
2017) y confirman la actividad in vivo propuesta SSH.

Estas acumulaciones de GA no son exclusivas de plantas de tomate, sino que también se
producen en plantas de pepino (Cucumis sativus) y Gynura aurantiaca como consecuencia de
infecciones no necrotizantes (Bellés et al.,, 2006), por lo que seria de interés el estudio de la
actividad S5H en estas especies y su funcion en la respuesta defensiva de las mismas.

4.3. Caracterizacion molecular de la infeccion de plantas de
tomate transgénicas RNAi_SSH con el viroide de la exocortis
de los citricos

Para llevar a cabo la caracterizacion molecular de las plantas de tomate transgénicas
RNAi_S5H infectadas, se llevo a cabo un analisis de la expresion génica tanto de S5H, gen
implicado en el catabolismo del SA, como de PRI, gen implicado en respuesta defensiva de la
planta asociado al SA (Ryals et al., 1996; Shah, 2003). Para ello, se llevaron a cabo qRT-PCR a
partir de RNAs de plantas a las 2, 3 y 4 semanas después de haber sido inoculadas con CEVd.

4.3.1. Analisis de la expresion del gen S5SH

Como se observa en la Figura 15 los niveles de expresion relativa de S5H aumentaron en
todas las plantas tras la infeccion con el viroide. Este resultado coincide con los previamente
obtenidos en nuestro laboratorio, en los que se estudié la induccion de S5H en tomate tras la
infeccion con diferentes patogenos: bacterias, virus y viroide. En todas estas interacciones
compatibles es crucial la presencia de GA, producto de la reaccion catalizada por esta enzima. En
coherencia, se detecto la induccion de S5H en todas ellas (Minguillon, 2017).
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Figura 15. Analisis de expresion de S5H de las distintas lineas transgénicas de tomate MoneyMaker. Expresion
de S5H de plantas control y transgénicas a infeccion con CEVd. Se llevaron a cabo 3 experimentos independientes.
Los valores de qRT-PCR fueron normalizados con el nivel de expresion del gen que codifica para la proteina actina.
Los niveles de expresion corresponden a la media el error estandar de 4 plantas independientes para las infectadas, y
de 3 paras las mock, de un experimento representativo. Las diferencias significativas entre las plantas control y las
lineas transgénicas se representan con uno (*) y tres (***) segiin su valor p-value oscile entre 0.05y 0,001,
respectivamente.

Por otra parte, como cabia esperar, las dos lineas transgénicas RNAi S5H 14.5 y 16.4
presentaron una disminucion de la expresion del gen con respecto a su parental MM, debido a su
silenciamiento génico, estando o no infectadas. Dicha reduccion resulto ser significativa en las
plantas infectadas a las 2spi y en la linea 16.4 a las 4spi. Los mejores niveles de silenciamiento
génico detectados en la linea 16.4 correlacionan con la mejor resistencia observada en esa linea,
pudiendo decir que tuvo lugar un efecto dosis.

4.3.2. Analisis de la expresion del gen PR1

Para apoyar los datos obtenidos mediante la visualizacion fenotipica, se llevd a cabo
mediante PCR cuantitativa, un analisis de la expresion génica de PRI (Pathogenesis Related 1),
gen marcador de la respuesta defensiva sefializada por SA (Ryals et al., 1996; Shah, 2003).

Como se muestra en la Figura 16, los niveles de expresion de PRI aumentaron en todas
las plantas que han sido sometidas a la infeccion viroidal, para todos los tiempos estudiados, tal
y como cabia esperar para este gen marcador. Por otra parte, con la tnica excepcion de la planta
transgénica 14.5 a las 4spi, los niveles de expresion PR1 fueron superiores en las plantas
transgénicas RNAi S5H con respecto a su parental MM, tanto en las plantas control no infectadas
(mock) como en las infectadas con el viroide (CEVd), para todos los tiempos. Estos resultados
correlacionan tanto con los mayores niveles de acumulacion de SA (Figura 13) como con la mayor
resistencia observada en las plantas transgénicas (Figuras 11 y 12).

31



Resultados y Discusion

PRI

60

50
2
=
£ 30
g . BMOCK
& 20 mCEVd

10 I

0 . I — | e — . - nlln i

MM 14.5 16.4 MM 14.5 16.4 MM 14.5 16.4
2spi 3spi 4spi

Figura 16. Expresion de PRI en plantas MoneyMaker control y en las transgénicas RNAi_SSH a lo largo del
desarrollo. Niveles de expresion en las plantas transgénicas como en su fondo genético durante la observacion del
fenotipo de senescencia. Los valores de qRT-PCR fueron normalizados con el nivel de expresion del gen codificante
para la proteina actina. Los niveles de expresion corresponden a la media + el error estandar de 4 plantas independientes
para las infectadas, y de 3 paras las mock, de un experimento representativo. Las diferencias significativas entre las
plantas control y las lineas transgénicas se representan con un asterisco (*) cuando el valor p-value<0,05.

A modo de resumen, hemos observado que las plantas transgénicas RNAi_S5H presentan
unos menores niveles de expresion del gen S5H que llevan consigo una disminucion en la
actividad salicilato 5-hidroxilasa y, por tanto, unos mayores niveles de acumulacion de su sustrato
(SA) y unos menores niveles de acumulacion de su producto (GA). Nuestros resultados confirman
la actividad salicilato 5-hidroxilasa in vivo en plantas de tomate. Por otra parte, los cambios
producidos en el metabolismo del SA en las plantas transgénicas provocan un aumento en la
expresion del gen marcador de respuesta defensiva PRI y una mayor resistencia al viroide de la
exocortis de los citricos, lo que parece indicar que este gen juega un papel importante en la
respuesta defensiva de las plantas de tomate al viroide de la exocortis de los citricos.

Con los resultados obtenidos en este TFG, se amplia la implicacion de la enzima salicilato
5-hidroxilasa, previamente implicada en la respuesta defensiva frente a la bacteria Pseudomonas
syringae tanto en tomate (Minguillon, 2017) como en Arabidopsis thaliana (Zhang et al, 2017),
a la defensa de las plantas de tomate frente al CEVd. La caracterizacion de dicha enzima aporta
datos aclarativos de como el acido salicilico es hidroxilado por la planta para evitar su toxicidad.
Estos resultados ponen de manifiesto no solo la importancia del SA en la planta, sino también de
los productos derivados de su metabolismo, el GA.

Merece la pena destacar que la extraordinaria disminucion en los niveles de GA observada
en las plantas transgénicas RNAi_S5H infectadas por viroide (Figura 14) no se corresponde con
un aumento muy acusado en los niveles de SA (Figura 13). Resultados similares han sido
observados previamente en nuestro laboratorio, puesto que las plantas transgénicas RNAi_S5H
infectadas con la bacteria Pseudomonas syringae presentaron una disminucion en los niveles de
GA con respecto a sus correspondientes parentales MM, que no fue acompafiada por un aumento
en los niveles de SA (Minguillon 2017). Estos resultados sugieren que el SA se dirige hacia otras
rutas metabolicas que actualmente no han sido todavia estudiadas y que esta sujeto a una
regulacion muy fina. Con el fin de conocer el destino del SA, seria interesante llevar a cabo un
experimento metabolomico dirigido a los compuestos fendlicos utilizando una plataforma
analitica basada en la cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a la espectrometria de
masas (LC-MS). Se trata de una técnica que combina el poder de la separacion del HPLC con la
gran selectividad, sensibilidad y precision en la determinacion de la masa molecular de la
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espectrometria de masas, proporcionando informacion cualitativa y cuantitativa. El estudio de la
acumulacion de metabolitos de naturaleza fenolica como consecuencia de la infeccion de estas
plantas transgénicas RNAi_S5H, seran de gran utilidad para comprender mejor las distintas rutas
que toma el SA para evitar la toxicidad en la planta.

Como perspectiva futura también seria de gran interés llevar a cabo estudios in vitro de la
actividad que podran ayudarnos a determinar los productos de la reaccion. Estudios similares han
sido llevados a cabo con las proteinas ortdlogas de Arabidopsis thaliana (Zhang et al., 2013;
2017) o de Ralstonia (Fang y Zhou, 2014).

Por ultimo, puesto que se ha descrito que existe un cross-talk negativo entre la ruta de
SA, implicado en la respuesta defensiva de las plantas frente a patdgenos de tipo bidtrofo, y la del
acido jasmonico, molécula sefial fundamental en la respuesta defensiva frente a patogenos
necrotrofos tales como algunos hongos (Glazebrook, 2005; Caarls et al., 2015), resultaria de gran
interés el estudio de las plantas transgénicas RNAi_S5H de tomate frente a una infeccion fungica.
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5

Conclusiones

Las plantas transgénicas de tomate RNAi S5H son mas resistentes al viroide de la
exocortis de los citricos, en comparacion con su fondo genético Money Maker.

Las plantas transgénicas de tomate RNAi_S5H, presentan una mayor cantidad de SA
y unos menores niveles de acumulacion de GA, confirmando la actividad salicilato
5-hidroxilasa (S5H) in vivo, responsable de la hidroxilacion en el carbono 5 del SA
para dar lugar a GA.

La mayor resistencia al viroide de la exocortis de los citricos y los mayores niveles
de SA observados en las plantas transgénicas de tomate RNAi S5H correlacionan
con unos menores niveles de expresion del gen S5H y una mayor induccion de PRI.

El gen S5H juega un papel importante en la respuesta defensiva de las plantas de
tomate a la infeccion por el viroide de la exocortis de los citricos.
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