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Resumen

Los TALEs (transcription-activator like effectors) de Xanthomonas funcionan como factores de
transcripcién eucariotas en las células vegetales, jugando un papel fundamental en el
desarrollo de enfermedades bacterianas mediante la induccidn de genes de susceptibilidad del
huésped. Los TALEs son translocados al nucleo de la célula vegetal y se unen a regiones
promotoras de genes diana de las plantas, cuya transcripcién facilita la colonizacion y
propagacion bacteriana. A lo largo de la evolucidn, algunas plantas se han aprovechado del
mecanismo de funcionamiento de los TALEs para activar genes de resistencia, por medio de
trampas de genes que contienen sitios de unién de efector en sus regiones promotoras, y cuya
activacion por el TALE correspondiente desencadena una respuesta de resistencia en el
huésped. La variante A" de Xanthomonas citri ssp. citri desencadena una respuesta
hipersensible hospedante especifica (HR) que suprime el desarrollo de la cancrosis de los
citricos. El efector bacteriano que desencadena este proceso es un TALE de 7.5 repeticiones
llamado PthA4*". Sin embargo, debido a la corta longitud de este efector y al hecho de
presentar dos repeticiones con reconocimiento ambiguo por dos o mas bases, la secuencia
diana de ADN tiene Unicamente 8 pb y esta presente muchas veces en el genoma de la planta.
La gran cantidad de posibles dianas indica que es necesaria una comprension mas detallada del
modo de accién de PthA4", para identificar con éxito la causa de la induccién de la HR.

El objetivo principal de este TFG era evaluar la especificidad de este TALE para desencadenar la
HR en N. benthamiana, con el fin de iniciar la busqueda de genes diana responsables del
disparo de la respuesta hipersensible. Utilizando un kit de construccion modular de biologia
sintética para TALEs, se elaboraron diferentes construcciones derivadas de PthA4" se
evaluaron para la HR en la planta modelo Nicotiana benthamiana y se compararon con el
PthA4*" natural, para identificar la especificidad de secuencia requerida por este efector para
disparar la respuesta hipersensible. Los ensayos con las construcciones sintéticas planteadas
en este trabajo han permitido ampliar el conocimiento acerca de la secuencia del gen diana
responsable de la HR en el genoma de N. benthamiana, consiguiéndose reducir el nimero de
bases posibles para dos de las posiciones del sitio de reconocimiento (la segunda y la cuarta).
Del mismo modo, se llevd a cabo la extensidon de la misma en dos posiciones (posiciones
novena y décima del sitio de reconocimiento en el gen diana). Esto ha permitido acotar el
numero de posibles genes que podrian ser causantes del disparo de la HR tras la entrada en la
célula de este efector bacteriano.

Palabras clave: Xanthomonas, efectores TAL, respuesta hipersensible, Nicotiana benthamiana,
biologia sintética



Title: Studies for the identification of the target of the bacterial effector ptha4-at from
Xanthomonas citri, which triggers hypersensitive response in plants

Abstract

Transcription-activator like effectors (TALEs) of Xanthomonas function as eukaryotic
transcription factors in plant cells, playing a central role in promoting bacterial disease by the
induction of host susceptibility genes. TALEs are translocated into the plant cell nucleus and
bind to the promoter regions of plant target genes whose transcription facilitate bacterial
colonization and spread. Over the course of evolution, some plants have co-opted the TALE
mechanism of gene activation for resistance, by means of gene traps that contain effector-
binding-sites in their promoter regions, and whose activation by the corresponding TALE
triggers a host resistance response. Xanthomonas citri ssp. citri variant A’ triggers a host-
specific hypersensitive response (HR) that suppresses citrus canker development. The bacterial
effector that elicits this process is a 7.5-repeats TALE called PthA4"". However, due to the low
length of this effector, the target DNA sequence is only 8bp long and it is present many times
within the plant genome. The large number of putative targets indicates that a more detailed
understanding of the mode of action of PthA4"" is needed to successfully identify the cause for
the induction of HR.

The main objective of this TFG was to evaluate the specificity of this TALE to trigger HR in N.
benthamiana, to initiate the search of target(s) gene(s) responsible for triggering the HR
response. Using a synthetic biology modular construction kit for TALEs, different artificial
PthA4*" derivative constructs were built and assayed for HR in the model plant Nicotiana
benthamiana, and compared to the natural PthA4", in order to identify the sequence
specificity required by this effector for triggering the HR. The trials with the synthetic
constructs raised in this work have allowed expanding the knowledge about the sequence of
the target gene responsible for the HR in the genome of N. benthamiana, being able to reduce
the number of possible bases for two of the positions of the recognition site (the second and
the fourth). In the same way, the extension of the same in two positions (positions ninth and
tenth of the recognition site in the target gene) was carried out. This has allowed us to enclose
the number of possible genes that could be the cause of the HR triggering after the entry into
the cell of this bacterial effector.

Keywords: Xanthomonas, TAL effectors, hypersensitive response (HR), Nicotiana benthamiana,
synthetic biology
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1. Introduccién
1.1 Interaccidn planta-patégeno

En su entorno natural, las plantas ademds de hacer frente a numerosos estreses de
tipo abidtico, coexisten con multitud de organismos patogénicos, como pueden ser los hongos
y las bacterias. Sin embargo, este hecho no implica que la enfermedad sea el estado habitual
de las plantas, es mds bien una excepcion. Esto es debido a los mecanismos basales de defensa
de los que disponen las plantas frente a estos patdgenos (Stall, 1995; Shah et al., 1999). Al
mismo tiempo, la evolucién de estos organismos ha llevado a que algunos de ellos hayan
conseguido suprimir esta respuesta basal, de modo que se convierten en patogénicos para la
planta (Glrlebeck et al., 2006).

De acuerdo a esto, las interacciones planta-patégeno se pueden clasificar en dos
grupos: compatibles o incompatibles, lo que marcara la susceptibilidad o resistencia de la
planta frente a la infeccién, respectivamente. Aquellas interacciones en las que hay
incompatibilidad entre la planta y el patdgeno tienen como resultado la resistencia de la
planta, mientras que en el caso contrario, es decir, cuando la interaccién entre ambos es
compatible, la planta resulta susceptible (Keen, 1990).

Se conocen tradicionalmente dos lineas de defensa en el sistema inmune de las
plantas: la inmunidad inducida por PAMPs (PTI) y la inmunidad inducida por efectores (ETI)
(Jones y Dangl, 2006), tal y como se observa en la Figura 1.
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Figura 1. Representacion de la respuesta inmune en plantas mediante el modelo de zigzag (Modificado
de Jones y Dangl, 2006).

La PTI esta basada en receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) asociados a la
membrana plasmatica, como son los de tipo quinasa (RLKs) o los de tipo proteico (RLPs),
similares a los RLKs pero carentes del dominio quinasa (Kanyuka y Rudd, 2019). Estos
receptores llevan a cabo el reconocimiento de moléculas altamente conservadas,
caracteristicas de los diferentes grupos de microorganismos. Son conocidas como patrones
moleculares asociados a patdgenos/microbios (PAMPs o MAMPs), y entre ellas se pueden



encontrar lipopolisacéridos bacterianos (LPS), peptidoglicanos (PGN), factores de quorum
sensing o flagelina, entre otros (Boller y Felix, 2009). Ademads de reconocer los patrones
asociados al patdgeno, algunos PRRs son capaces de reconocer sefiales de peligro derivadas de
la propia planta. Estas sefiales se denominan patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs).
Algunos ejemplos de DAMPs son péptidos propios de la planta o fragmentos de la pared
celular que se desprenden durante el proceso de infeccion.

La unidn de los PAMPs o de los DAMPs a los receptores de tipo PRRs, causa la
activacion de los mismos, hecho que desencadena numerosos cambios fisioldgicos en la planta
gue dan como resultado la inmunidad inducida por PAPMs (PTI). Algunos de estos cambios son
estallidos de calcio y especies reactivas de oxigeno (ROS), asi como la activacién de proteinas
quinasas asociadas a mitégenos (MAPK) y proteinas quinasas dependientes de calcio (CDPK),
gue conducen a una reprogramacion masiva de la transcripcion.

La PTI es suficiente para evitar la entrada de un elevado nimero de microrganismos.
Algunos patdgenos, sin embargo, liberan una serie de proteinas dentro de las células del
hospedador, superando la PTI y favoreciendo la colonizacién del hospedador y por tanto la
virulencia. Estas proteinas son conocidas como efectores bacterianos. La segunda linea de
defensa de las plantas es la inmunidad inducida por efectores (ETI). Los genotipos de la misma
especie hospedadora pueden poseer receptores intracelulares altamente variables conocidos
como proteinas de resistencia (R), codificadas por los genes de resistencia (genes R). Estas
proteinas R son capaces de detectar efectores especificos, asi como controlar su actividad, lo
gue finalmente resulta en la activacién de una nueva linea de defensa, la ETI. Este proceso esta
frecuentemente asociado a la muerte celular programada de la célula afectada, o lo que se
conoce como respuesta hipersensible (HR) (Kanyuka y Rudd, 2019), que restringe el
crecimiento del patégeno.

Cuando una proteina R se extiende entre los genotipos de las plantas hospedadoras, ya
sea mediante la reproduccién de las mismas o a través de la agricultura, el patégeno tiene dos
opciones: o bien acumular mutaciones en el efector reconocido por la proteina R en cuestion,
o bien, perder dicho efector, para evitar de este modo la ETI (Dangl et al., 2013). El patdgeno,
ademads, puede desarrollar nuevos efectores capaces de suprimir la ETI inducida por otro
efector. Por su parte, las plantas pueden desarrollar nuevas proteinas R que sean capaces de
reconocer los nuevos tipos de efectores. Es por ello que la carrera entre el desarrollo de
nuevos efectores por parte de los patégenos y de proteinas R por parte las plantas estd en
continua evolucion, puesto que el objetivo de ambos es resultar beneficiado tras la interaccion
(Jones y Dangl, 2006; Paulus y van der Horn, 2018).

1.2 Efectores bacterianos y genes R

Los efectores pueden ser definidos como las proteinas cuya finalidad inicial es
promover la virulencia del patégeno (llamandose factores de virulencia). Si, como ocurre en las
interacciones donde se dispara una ETI, estos efectores son reconocidos por la planta e
inducen respuestas de defensa en la misma, se denominan entonces factores de avirulencia.



Los efectores, inicialmente se identificaron de acuerdo a su capacidad para inducir una
respuesta hipersensible en plantas resistentes (actividad de avirulencia). Se denominaron es
ese momento genes Avr, ya que su actividad, mediada por los genes R, inducia las defensas de
la planta para prevenir la virulencia. Fue a posteriori cuando se comprendié que los efectores
debian actuar de algin modo favoreciendo la actividad del patégeno, contribuyendo a la
virulencia en los hospedadores susceptibles. La utilizacién del término efector en las
interacciones planta-patégeno se extendié con el descubrimiento de que las bacterias Gram
negativas patogénicas de plantas utilizan un mecanismo especifico para introducir proteinas
en la célula hospedadora. Es el conocido como sistema de secrecién tipo Il (T3SS). El numero
de efectores de tipo Ill que las bacterias son capaces de introducir en las células del
hospedador es elevado, pudiendo alcanzar seglin la cepa hasta los 100 efectores (Bent y
Mackey, 2007; Hogenhout et al., 2009).

Este sistema es utilizado por numerosas bacterias patogénicas Gram negativas del
género Xanthomonas para introducir un conjunto de efectores que interferirdn en las rutas
celulares eucarioticas, contribuyendo a la enfermedad o induciendo una respuesta inmune en
la planta, al unirse a los genes especificos de la célula vegetal (Bogdanove et al., 2010; Scholze
y Boch, 2011). Asi, la funcién principal de los efectores de tipo Ill es la supresién de la
inmunidad innata o PTI. Muchos de ellos contribuyen a la virulencia suprimiendo las defensas
basales que han sido previamente inducidas por PAMPs, mientras que otros efectores, como
se ha dicho, suprimen la muerte celular causada por diferentes proteinas Avr, llevando a la
infeccidn.

1.3 Efectores tipo TAL

Los efectores de tipo Il interactian con el sistema inmune del hospedador mediante
diferentes mecanismos. Los efectores estudiados han permitido describir cudles son los
procesos de la célula vegetal que actian como diana de los efectores. Estos son 3 procesos
fundamentales del sistema inmune vegetal: el recambio proteico, la homeostasis del RNA y las
rutas de fosforilacién (Block et al. 2008; Hogenhout et al., 2009).

En el género Xanthomonas se han descrito dos clases de efectores de tipo Ill: los
efectores de tipo TAL (transcription activator-like) y los efectores de tipo no-TAL. Los efectores
de tipo no-TAL son un grupo de proteinas funcional y estructuralmente muy diversas. Son
efectores de tipo lll, pero en este caso, actian principalmente a nivel citoplasmatico. Muchos
de ellos han sido caracterizados funcionalmente como factores de virulencia supresores de la
PTI (Ryan et al., 2011; Long et al., 2018).

Los efectores tipo TAL se pueden definir como un tipo de proteinas de bacterias
patogénicas de plantas con unas caracteristicas funcionales especificas y una estructura comun
bastante conservada. Dentro de la célula vegetal, los TALEs se dirigen al nicleo, donde se unen
a los promotores diana especificos e inducen la expresién de genes de la planta. Este sistema
es utilizado por numerosas bacterias patogénicas Gram negativas del género Xanthomonas
para introducir un conjunto de efectores que interferiran en las rutas celulares eucariéticas,



contribuyendo a la enfermedad o induciendo una respuesta inmune en la planta, al unirse a los
genes especificos de la célula vegetal. (Bogdanove et al., 2010; Scholze y Boch, 2011).

1.3.1 Estructura de los efectores tipo TAL

Los efectores tipo TAL presentan una estructura proteica con regiones altamente
conservadas entre todos los efectores existentes; son el dominio N-terminal y el dominio
C-terminal. El dominio N-terminal contiene una sefial de secrecién necesaria para la secrecién
de los efectores por parte del sistema de secrecidn tipo Ill, y un dominio de translocacion para
entrar en la célula vegetal. Por su parte, el dominio C-terminal contiene senales de localizacién
nuclear (NLS) y un dominio de activacion acidico (AAD), tipico de los factores de transcripciéon
eucarioticos.

La caracteristica diferencial de cada TALE es el dominio central, formado por
repeticiones casi idénticas en tdndem. Cada una de estas repeticiones tiene generalmente una
longitud de entre 33 y 35 aminodcidos, siendo la Ultima repeticion mas corta, de unos 20
aminodcidos. Este conjunto de repeticiones es el que va a determinar la especificidad del TALE
para unirse de forma selectiva al DNA de la planta, tal y como se observa en la Figura 2.
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Figura 2. Modelo estructural de un efector tipo TAL, ejemplificado en el efector AvrBs3. El efector
contiene en su dominio N-terminal una sefal de secrecidn del sistema de secrecién tipo Ill (T3S), las
repeticiones centrales, y en su dominio C-terminal, una sefial de localizacién nuclear (NLS) y un dominio
de activacién acidico (AAD) (Modificado de Bogdanove et al., 2010).

De este modo, este sistema constituye un tipo de dominio de unidn al DNA. Unos
TALES y otros se diferencian entre si por el nimero de repeticiones, que suele oscilar entre
15.5 y 19.5 repeticiones, y también por los polimorfismos existentes entre estas repeticiones.
Estos polimorfismos estan limitados basicamente a dos residuos hipervariables, los
aminoacidos 12 y 13, recibiendo el nombre de RVDs (repeat-variable diresidues).



Las diferentes RVDs se nombran de acuerdo a un cédigo de dos letras, que hace
referencia a los dos aminoacidos que las componen. El estudio de los diferentes TALEs
conocidos ha establecido la existencia de, en torno a, 20 RVDs distintas. Cada RVD tiene una
mayor afinidad por alguna de las cuatro bases de la secuencia del DNA (Scholze y Boch, 2011;
Boch et al., 2014). Moscou y Bogdanove (2009) observaron que HD era la RVD mas frecuente y
que tenia un alto grado de afinidad por la citosina (C). Las siguientes mas comunes eran NG,
con alta afinidad por la timina (T), NI, uniéndose principalmente a adenina (A) y NN, uniéndose
frecuentemente a guanina (G), pero también a adenina (A), y en menor frecuencia a T o C.
Estas cuatro RVDs constituyen alrededor del 75% de las totales presentes en los efectores de
tipo TAL (Bogdanove et al., 2010). Otras RVDs también presentes en los efectores son NS, con
capacidad de uniéna G, A, To C, N*, que se une a Co T y HG, que tiene unas uniones similares
alas de NG.

1.3.2 Mecanismo de accidn. TALEs en interacciones compatibles e incompatibles

Respecto al mecanismo de accién de los efectores tipo TAL, una vez alcanzan el nucleo
de la célula vegetal, se unen a una secuencia de bases especifica del DNA, que recibe el
nombre de elementos de unién del efector (EBEs), localizada en la zona promotora del gen o
genes diana, y los activan transcripcionalmente, con la intervencién de otras proteinas
auxiliares. Estos genes son denominados genes de susceptibilidad (genes S) si su expresion
promueve la enfermedad, o de resistencia (genes R) si el mecanismo de acciéon ha sido
utilizado por la planta como trampa para disparar la transcripcién de un gen que activa las
defensas celulares (Bogdanove et al., 2010; Yang y White, 2004; Zhang et al., 2015), tal y como
se observa en la Figura 3.
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Figura 3. Mecanismo de accion de los efectores tipo TAL (Modificada de Bogdanove et al., 2010).

Este tipo de gen R (gen de resistencia), heredado de forma dominante vy
transcripcionalmente controlado tras la translocaciéon de un efector TAL contiene, por tanto,
un dominio EBE en la zona promotora y una proteina codificada aguas abajo, la proteina
ejecutora R, que tras la traduccidon desencadena la resistencia en la planta. La expresion de
este grupo de genes Unicamente tiene lugar cuando el efector adecuado se une al sitio EBE del



promotor, de ahi que se denominen genes R dependientes de los TALEs (Boch et al., 2014;
Zhang et al., 2015).

El cddigo utilizado por los TALEs fue definido al identificar ciertos TALEs y sus
correspondientes EBEs (Boch et al., 2009; Moscou y Bogdanove, 2009). La prediccién de sitios
EBE con la ayuda del cédigo TALE, junto a los perfiles transcriptomicos de plantas infectadas,
se han convertido en un método muy robusto para la identificacion de nuevos genes diana de
los TALEs en los hospedadores, lo que ha permitido el aislamiento de 5 genes R y numerosos
genes S relacionados con estos efectores. Estos genes muestran una gran diversidad de
secuencias, lo que hace pensar que los TALEs interfieren con un gran nimero de funciones
celulares diferentes para promover la enfermedad o para inducir la respuesta inmune. Todos
estos avances en el conocimiento del cédigo TALE, junto los nuevos avances en la edicién de
genomas de especies vegetales, permite el desarrollo de cultivos resistentes a patégenos que
actuan a través de efectores tipo TAL (Boch et al., 2014).

1.4 Biologia sintética. Efectores tipo TAL

Los efectores tipo TAL son translocados al interior de la célula vegetal, donde activan la
transcripcién de sus genes diana. El reconocimiento de esta secuencia diana viene marcada,
como se ha dicho, por las repeticiones que forman la regidon central del efector. El
reordenamiento de las repeticiones que componen los efectores permite el disefio de nuevos
efectores tipo TAL, con dianas predecibles dentro de la secuencia del DNA. La creacién de
estas proteinas sintéticas con un reconocimiento especifico de las secuencias de DNA deseadas
es un método muy versatil, que proporciona un amplio abanico de posibilidades en el sector
biotecnoldgico.

Geissler y colaboradores (2011) disefiaron una estrategia novedosa de clonado
modular llamada “Golden TAL Technology”, descrita con mas detalle en Materiales y métodos,
que permite la creacion de efectores tipo TAL sintéticos con una composicidon determinada en
cuanto a sus repeticiones. La construccion de proteinas TAL con repeticiones ordenadas es un
reto debido a la composicion tan similar de las repeticiones, lo que propicié el desarrollo de
esta estrategia de clonaje modular para el ensamblado de los TALEs. Este sistema de clonaje
modular estd basado en la utilizacién de enzimas de restriccion de tipo Il, que permiten
reacciones de corte y ligaciéon simultaneas, facilitando el proceso de ensamblado de los
diferentes vectores hasta alcanzar la estructura final del efector TAL.

Estas proteinas sintéticas, ademas de ser funcionales en células vegetales, también lo
son en células humanas y en la expresion dirigida de genes exdgenos y enddgenos. Se ha
demostrado que estos TALEs son capaces de inducir la expresion dirigida de genes en células
humanas y que la sustitucién del dominio de activacidon (AD) del TALE por un dominio de
activacion de la proteina VP16 del virus herpes simple hizo aumentar notablemente la
actividad transcripcional. También se observd, mediante la actividad de un gen reportero, que
todos los TALEs expresados se localizaban en el nucleo, hecho que confirmé que la
translocacion del TALE al nucleo en este grupo de hospedadores se daba de forma correcta.



Como ejemplo en células vegetales, Miicke y colaboradores (2019) utilizaron los TALEs
sintéticos para ampliar los conocimientos existentes acerca de la virulencia del patdégeno
Xanthomonas oryzae en arroz y facilitar con ello el desarrollo de nuevas formas de resistencia
en dicha especie. Con el fin de entender las posibles dianas de los TALEs en las plantas,
determinaron las secuencias gendmicas de una cepa de X. oryzae pv. oryzae (Xoo) y
caracterizaron las dianas de los TALEs en arroz. De este modo, mediante predicciones
informaticas y datos transcriptémicos, fueron capaces de establecer 12 genes diana inducidos
por los TALEs en arroz.

1.5 Género Xanthomonas y su importancia en las enfermedades bacterianas de plantas

El género Xanthomonas abarca 27 especies de bacterias Gram negativas causantes de
enfermedades en cerca de 400 hospedadores vegetales. Las bacterias patogénicas del género
Xanthomonas infectan a un elevado numero de especies vegetales, causando graves
enfermedades en una amplia variedad de cultivos de elevada importancia econémica, como el
arroz, los citricos, la banana o el tomate. Algunos ejemplos de estas enfermedades sufridas por
los cultivos son la bacteriosis vascular del arroz o la cancrosis de los citricos, causadas
respectivamente por X. oryzae pv. (pathovar) oryzae y X. axonopodis pv. Citri.

Las especies bacterianas pueden comprender diferentes patovares, es decir, variantes
patogénicas que se diferencian en el rango de hospedadores y/o en la especificidad a nivel de
tejido. Las enfermedades causadas por Xanthomonas pueden tener su origen en semillas
contaminadas o en otros factores que aparecen a lo largo de la vida de la planta y que son
causantes de la invasion y la posterior enfermedad. Las bacterias, una vez alcanzada la planta,
crecen inicialmente en la superficie de las hojas y posteriormente entran a través de aperturas
naturales de la planta, como los estomas y los hidatodos, o a través de heridas. Una vez
dentro, en funcién de su especificidad, se multiplican en los espacios intercelulares de los
tejidos parenquimaticos del meséfilo y/o en elementos del xilema del sistema vascular. La
entrada a través de estos hidatodos estd promovida por cambios en las condiciones de
humedad. Cuando la humedad es alta, tiene lugar un proceso de exudacién y se acumulan
gotas de gutacion en los hidatodos, las cuales son colonizadas por las bacterias. Con la bajada
de la humedad, las gotas junto a las bacterias van a parar al suelo, donde pueden sobrevivir
estos microorganismos en asociacion con material vegetal muerto, de modo que son capaces
de infectar otros cultivos a través de heridas presentes en sus raices (Kay y Bonas, 2009; Ryan
etal., 2011).

1.5.1 Cancrosis de los citricos

La cancrosis de los citricos es una enfermedad que fue descrita inicialmente en Asia. Es
causada por cinco cepas diferentes de Xanthomonas citri (X. citri), tres originarias de Asia (A,
A* (suroeste asiatico) y Aw (Florida)) y dos originadas en Sudamérica (B y C). Del grupo de Asia,
X. citri pv. citri A, es el que tiene el rango de hospedadores mdas amplio y esta extendido por
todo el mundo, mientras que las cepas B y C (X. citri pv. aurantifolii B y C), tienen menos



hospedadores potenciales y Unicamente se han descrito en Sudamérica (Stall y Seymour, 1983;
Vojnov et al., 2010).

La cepa A de Xanthomonas citri ssp. citri (X. citri) es la causante de la mayor parte de
los casos de cancrosis de citricos. Xanthomonas citri ssp. citri es un patégeno hemibiotrofico
qgue crece en epifitas y que forma biopeliculas en la superficie del hospedador como paso
previo a la colonizaciéon de los espacios intercelulares a través de heridas o aperturas
naturales, como los estomas (Roeschlin et al., 2017). De los genes efectores de X. citri cabe
destacar al efector pthA, perteneciente a la familia de genes AvrBS3/pthA. PthA juega un papel
fundamental en la patogenicidad, y se encuentra en todas las bacterias del género
Xanthomonas que causan la cancrosis de los citricos (Vojnov et al., 2010). PthA4 es un efector
de tipo TAL, cuya diana en citricos es el gen LOB1, un factor de transcripcién relacionado con
el metabolismo de auxinas implicado en la hiperplasia y en la hipertrofia de las células
infectadas (Roeschlin et al., 2019). El efector PthA4 es capaz de reconocer sitios de unién a
efectores (EBEs) en el promotor de CsLOB1 (Duan et al., 2018).

Los sintomas propios de la cancrosis de los citricos son las lesiones necrdticas que
penetran la superficie de frutos y hojas, rodeadas de bordes de apariencia oleosa y anillos
cloréticos de color amarillo. Todos lo cultivares de citricos son susceptibles de padecer la
cancrosis. El pomelo, la lima mexicana y el limén son altamente susceptibles, mientras que
otros citricos como las mandarinas son ligeramente resistentes (Brunings y Gabriel, 2004). Las
frutas infectadas ven disminuidas sus caracteristicas de cara al mercado, hecho que supone
numerosas pérdidas econdmicas (Vojnov et al., 2010). La cancrosis de los citricos es una de las
enfermedades con mayor impacto econdmico dentro del sector de los citricos a nivel mundial,
por lo que en numerosos paises existen leyes de cuarentena y erradicacién para evitar la
expansion de la enfermedad (Brunings y Gabriel, 2004).

Actualmente, no hay ninguna variedad comercial identificada que sea resistente a la
cancrosis de los citricos, del mismo modo que no hay genes R asociados al género Citrus
identificados (Roeschlin et al., 2017; Murata et al., 2019). Se estan poniendo en practica
numerosas aproximaciones, basadas tanto en métodos tradicionales de mejora genética como
en la produccidn de plantas transgénicas, con el fin de obtener variedades resistentes a la
enfermedad. Asi, se han obtenido plantas transgénicas que expresan proteinas
antimicrobianas o genes de resistencia de otras especies vegetales y que, con ello, han
mostrado una reduccion en la severidad de los sintomas propios de la cancrosis.

1.6 Antecedentes

En 2013, se identificd la variante natural no patogénica X. citri AT, desencadenante de
una respuesta hospedante-especifica en la especie Citrus limon (Chiesa et al., 2013). Esta
bacteria conseguia desencadenar en plantas de limdn y naranjo (Citrus sinensis) una respuesta
defensiva, pero el efector bacteriano que la disparaba, asi como el gen R a partir del cual se
iniciaba la activacion de dicha respuesta eran desconocidos (Roeschlin et al., 2017).



La variante A" de Xanthomonas citri ssp. citri, como se ha dicho anteriormente,
desencadena una respuesta hipersensible (HR) que impide el desarrollo de la cancrosis de los
citricos, pero el efector que causa esta respuesta es desconocido. Se ha visto que un efector de
tipo TALE de 7,5 repeticiones es el causante del desarrollo de la HR. Este efector es una
variante mas corta del efector patogénico PthA4. La variante AT, por tanto, no dispone del gen
pthA4 que le permite inducir la hiperplasia en la planta, necesaria para el éxito de su infeccion,
sino que ademads, este efector, de algin modo que aun no conocemos, es capaz de
desencadenar en la planta una respuesta defensiva tipo ETI. Esto significa que el efector es
reconocido por la planta, de modo que esta inicia una respuesta defensiva. Como todo efector
TALE, pthA4*" es capaz de unirse al DNA, especificamente a los sitios de unién de efectores
(EBEs), de modo que se activa transcripcionalmente. Del mismo modo, esta unién y activacion
transcripcional, que daran lugar al disparo de la HR, requieren de la localizaciéon nuclear de
pthA4™.

Para estudiar el efecto de la expresion de PthA4*" en la activacién de la HR en plantas
no hospedadoras, se analizé la expresion del efector mediada por Agrobacterium en hojas de
Arabidopsis thaliana, Solanum tuberosum y Nicotiana benthamiana (N. benthamiana). PthA4*"
fue capaz de provocar muerte celular dnicamente en las hojas de N. benthamiana, sugiriendo
gue era capaz de activar la HR en esta especie vegetal. Se realizaron ensayos con variantes de
PthA4*" v se comprobd que, al igual que sucede en citricos, la accién del efector en N.
benthamiana requiere, como se ha dicho antes, de una sefal de localizaciéon nuclear, y

ademas, para una respuesta mas efectiva es necesario un dominio de activacion (AD).

Este es el primer caso en el que un TALE de una longitud tan corta tiene una funcién
bioldgica de este tipo, lo que hace pensar que la accién de estos efectores para reprogramar el
transcriptoma del hospedador asi como la capacidad para localizarse en el nucleo celular no
estd limitado a los cldsicos TALEs de longitud mas larga. Al tratarse de un efector de una
longitud tan reducida, y conociendo el proceso de activacidn transcripcional mediado por los
TALEs descrito anteriormente, es evidente que el nimero de posibles dianas en el genoma
vegetal puede ser muy elevado, por lo que hasta que no se progrese en su estudio, la
identificacién del gen cuya activacion dispara la HR observada (gen R) es una tarea dificil
(Roeschlin et al., 2019).



2. Objetivos

Este Trabajo de Final de Grado tiene como objetivo principal proponer una diana del
sitio de reconocimiento del gen responsable de la HR que tiene lugar al infiltrar Nicotiana
benthamiana con el efector sintético PthA4*",

Para alcanzar dicho objetivo general, se plantean los siguientes objetivos especificos:

i. Comprobacién de la eficiencia del efector sintético PthA4"" y estimacién del tiempo
de aparicién de la HR en plantas de N. benthamiana infiltradas con el efector sintético PthA4"".

ii. Evaluacion de la especificidad de reconocimiento del efector sintético PthA4" para
provocar el disparo de la respuesta hipersensible en N. benthamiana.

iii. Evaluacion del reconocimiento nucleotidico de las repeticiones con cddigo de
reconocimiento ambiguo del efector sintético PthA4"', para provocar el disparo de la
respuesta hipersensible en N. benthamiana.

iv. Acotacion de la secuencia de reconocimiento mediante la extension del efector
sintético PthA4"".
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3. Materiales y métodos

3. 1 Material bioldgico
3.1.1 Material vegetal: Nicotiana benthamiana

Para los protocolos de trasformacidn bacteriana mediada por Agrobacterium
tumefaciens (A. tumefaciens) se utilizd la especie vegetal Nicotiana benthamiana (N.
benthamiana). Mayoritariamente se utilizaron plantas de alrededor de 6 semanas, alcanzando
durante su desarrollo un tamafio de hoja de unos 13 centimetros. El crecimiento de las plantas
se realizé en una cdmara de condiciones controladas, a una temperatura de 23 °C y con un
fotoperiodo de dia largo (16 horas de luz y 8 horas de oscuridad).

3.1.2 Escherichia coli

Se utilizaron células de la cepa DH5a de Escherichia coli (F' ¢ 80dlacZAM15 A(lacZYA-
argF) U169 recAl endAl hsdR17(rk-, mk+) phoA supE44A-thi-1 gyrA96 relAl).

3.1.3 Agrobacterium tumefaciens

Para las transformaciones llevadas a cabo en N.benthamiana se utilizé la cepa GV3101
de Agrobacterium tumefaciens (C58 (RifR) Ti pMP90 (pTiC58DT-DNA) GenR/StrepR nopaline.

3.2 Medios de cultivo

Tanto para el crecimiento de Escherichia coli (E. coli) como de Agrobacterium
tumefaciens (A. tumefaciens) se empled LB, medio complejo estandar para bacterias, ajustado
a un valor de pH de 7, compuesto por triptona 1% (p/v), extracto de levadura 0,5% (p/v) y NaCl
1% (p/v). En caso de que el crecimiento bacteriano se realizara en medio sélido, se afiadié agar
al 2% (p/v). El medio fue autoclavado durante 20 minutos a 121°Cy a 1 atm de presion.

Segun el cultivo en crecimiento, fue necesaria la adicion de antibidticos u otros
compuestos, como el reactivo X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido), para
efectuar la seleccidn adecuada. En el caso de afiadir X-gal, 1mL de X-gal 2% fue adicionado por
cada 500 mL de medio LB. Los antibidticos fueron afiadidos a las siguientes concentraciones
finales: ampicilina (100 pg/mL), kanamicina (50 pg/mL), gentamicina (25 pg/mL),
espectinomicina (50 pg/mL) y tetraciclina (5 pg/mL).

3.3 Construccidn de los vectores de expresion TALEs

Se realizo el clonado de 42 vectores de expresion TALEs siguiendo la metodologia de
biologia sintética denominada “Golden TAL Technology” descrita por Geissler y colaboradores
(2011). Brevemente, mediante la utilizacion de una biblioteca de mddulos, cada uno con una
RVD concreta y sitios de restriccidon Bpil, se construyen vectores de ensamblado de hasta 6
RVDs. Tras ello, la construccion del vector de expresidn o destino se lleva a cabo por corte en
los sitios de restriccion Bsal y el ensamblado de los vectores de ensamblado, junto con los
extremos N-terminal y C-terminal de Hax3 (provenientes del efector TAL de X. armoraciae)
para la expresidn en N. benthamiana. Adicionalmente, a partir de los vectores de ensamblado,
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se llevd a cabo la construccidon de los vectores de expresion para Xanthomonas. Para ello,
procedié del mismo modo que con los vectores para transformacion de Agrobacterium, pero
utilizando los extremos C-terminal y N-terminal adecuados (Tabla 1). Cabe destacar que estas
reacciones de corte y ligacién se pueden llevar a cabo en un Unico paso gracias a que Bpil y
Bsal son enzimas de restriccion de tipo |, capaces de cortar unos pares de bases mas alla de su

secuencia de reconocimiento.

Nombre
RVDs
Maodulos

N-terminal Hax3
(NTH3)

C-terminal Hax3
(CTM WS Hax3)

N-terminal Xoo
(NT Xoo)

C-terminal Xoo
(CTM Xoo)

Vectores de LA
ensamblado

(AV)

AR
Vectores pSKA2
destino

pSKX1

Descripcién

RVDs conteniendo las repeticiones NI,
NG, NH, HD, NS, NN o N* flanqueadas
por los sitios de restriccion Bpil vy
extremos Bsal, que permite el
ensamblado de hasta 6 RVDs.

Extremo N-terminal del efector TAL
Hax3 (X. armoraciae) fusionado a la
proteina GFP y sitios de restriccidon
externos Bsal.

Extremo C-terminal del efector TAL
Hax3 (X. armoraciae) y sitios de
restriccion externos Bsal.

Extremo N-terminal del efector TAL
Xoo (X. oryzae) y sitos de restriccion
externos Bsal.

Extremo C-terminal del efector TAL
Xoo (X. oryzae) y sitos de restriccion
externos Bsal.

Vector de ensamblado con extremos
Bsal “L left”, que se une al extremo N-
terminal del médulo NTH3/ NT Xoo y
Bsal “A”, que se une al extremo “A”
del vector de ensamblado AR.

Vector de ensamblado con extremos
Bsal “R right”, que se une con el
extremo  C-terminal CTM WS
Hax3/CTM Xoo y Bsal “A”, que se une
al extremo “A” del vector de
ensamblado LA.

Vector binario de expresion en plantas
con promotor constitutivo 35SCaMV.

Vector de expresion en Xanthomonas

Tabla 1. Médulos y vectores utilizados en este trabajo.

3.3.1 Construccion de los vectores de ensamblado

Resistencia

Ampicilina

Kanamicina

Espectinomicina

Para el clonado en los vectores de ensamblado (AV) el primer paso es decidir qué
repeticiones (RVDs) van a conformar el vector. Se debe tener en cuenta que el nimero
maximo de repeticiones que admiten los AV es 6. Para que el proceso de clonado tenga lugar
correctamente, se deben elegir los distintos RVDs en funcién de la posicidn que ocuparan en el
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vector de ensamblado. Asimismo, se debe considerar que la ultima repeticidon introducida
tenga una seiial de parada, para permitir la correcta ligacién con el AV.

La reaccion para la construccidn de los vectores de ensamblado (AV) fue la siguiente:
vector de ensamblado (LA o AR), ATP 5mM, tampdn “Green” (Thermofisher, 10X buffer G), la
enzima T4 DNA ligasa (ThermoFisher, 5U/uL), la enzima Bpil (ThermoFisher, 10 U/ulL), las
repeticiones (RVDs) que van a conformar el vector de ensamblado final y agua Milli-Q® hasta
alcanzar un volumen de reaccion de 10 plL.

Esta mezcla de reaccidn fue introducida en un termociclador Surecycler® 8800 (Agilent
Technologies®). Las condiciones para realizar el proceso de corte y ligacion fueron las
siguientes:

- 30ciclos
o 37 °C 10 minutos
o 16 °C 10 minutos
- 37 °C30 minutos
- 80 °C 10 minutos

Al finalizar la reaccién, la mezcla de ligacién fue utilizada para transformar células
competentes de E.coli y se determinaron los clones positivos/negativos por la expresion de la
enzima B-galactosidasa, purificacidn y corte con la enzima de restriccién adecuada, tal y como
se describe en los apartados 3.2, 3.3.4 y 3.3.5, respectivamente.

Los vectores de ensamblado (AV) generados en este trabajo han sido numerados del 1
al 42. Cada uno de ellos es del tipo LA o AR en funcién de cudl de estos vectores de
ensamblado haya sido utilizado durante su construccion (Tabla 2)

Nombre del vector RVDs Nombre del vector RVDs

LA-1 NI-N*-NG-NS AR-22 HD-HD-NG-NG-HD-HD
LA-2 NI-HD-NG-NS AR-23 HD-HD-NG-NG-HD-NN
LA-3 NI-NG-NG-NS AR-24 HD-HD-NG-NG-HD-NG
LA-4 NI-N*-NG-NI AR-25 HD-HD-NG-NG-NH-NI
LA-5 NI-N*-NG-HD AR-26 HD-HD-NG-NG-NH-HD
LA-6 NI-N*-NG-NH AR-27 HD-HD-NG-NG-NH-NN
LA-7 NI-N*-NG-NG AR-28 HD-HD-NG-NG-NH-NG
LA-8 NI-N*-NG-NN AR-29 HD-HD-NG-NG-NN-NI
AR-9 HD-HD-NG-NG AR-30 HD-HD-NG-NG-NN-HD
LA-10 HD-N*-NG-NS AR-31 HD-HD-NG-NG-NN-NN
LA-11 NI-NN-NG-NS AR-32 HD-HD-NG-NG-NN-NG
LA-12 NI-N*-NI-NS LA-33 NI-HD-NG-NH

AR-13 NN-HD-NG-NG LA-34 NI-NG-NG-NH

AR-14 HD-NN-NG-NG LA-35 NI-HD-NG-NG

AR-15 HD-HD-NN-NG LA-36 NI-NG-NG-NG

AR-16 HD-HD-NG-NN LA-37 NI-HD-NG-NN

AR-17 HD-HD-NG-NG-NI LA-38 NI-NG-NG-NN

AR-18 HD-HD-NG-NG-HD AR-39 HD-HD-NG-NG-NG-NI
AR-19 HD-HD-NG-NG-NN AR-40 HD-HD-NG-NG-NG-HD
AR-20 HD-HD-NG-NG-NG AR-41 HD-HD-NG-NG-NG-NN
AR-21 HD-HD-NG-NG-HD-NI AR-42 HD-HD-NG-NG-NG-NG

Tabla 2. Vectores de ensamblado generados en este trabajo

3.3.2 Construccion del vector destino
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Para el clonado en los vectores finales o destino (pSKA2 en este trabajo o pSKX1), es
necesario seleccionar los vectores LA y AR obtenidos anteriormente que van a permitir la
construccion del efector TAL final. De este modo, se debera tomar la combinacién de un vector
de ensamblado de tipo LA y otro de tipo AR, que den la combinacidn de repeticiones deseada
para la construccion final, tal y como se observa en la Tabla 3.

TALE AV utilizados Secuencia final

1 AV-1 (LA) + AV-9 (AR) NI N* NG NS HD HD NG NG

2 AV-2 (LA) + AV-9 (AR) NI HD NG NS HD HD NG NG

3 AV-3 (LA) + AV-9 (AR) NI NG NG NS HD HD NG NG

4 AV-4 (LA) + AV-9 (AR) NI N* NG NI HD HD NG NG

5 AV-5 (LA) + AV-9 (AR) NI N* NG HD HD HD NG NG

6 AV-6 (LA) + AV-9 (AR) NI N* NG NH HD HD NG NG

7 AV-7(LA) + AV-9 (AR) NI N* NG NG HD HD NG NG

8 AV-8 (LA) + AV-9 (AR) NI N* NG NN HD HD NG NG

10 AV-10 (LA) + AV-9 (AR) HD N* NG NS HD HD NG NG

11 AV-11(LA) + AV-9 (AR) NI NN NG NS HD HD NG NG

12 AV-12 (LA) + AV-9 (AR) NI N* NI NS HD HD NG NG

13 AV-1 (LA) + AV-13 (AR) NI N* NG NS NN HD NG NG

14 AV-1 (LA) + AV-14 (AR) NI N* NG NS HD NN NG NG

15 AV-1 (LA) + AV-15 (AR) NI N* NG NS HD HD NN NG

16 AV-1 (LA) + AV-16 (AR) NI N* NG NS HD HD NG NN

17 AV-1 (LA) + AV-17 (AR) NI N* NG NS HD HD NG NG NI

18 AV-1 (LA) + AV-18 (AR) NI N* NG NS HD HD NG NG HD

19 AV-1 (LA) + AV-19 (AR) NI N* NG NS HD HD NG NG NN

20 AV-1 (LA) + AV-20 (AR) NI N* NG NS HD HD NG NG NG

21 AV-1 (LA) + AV-21 (AR) NI N* NG NS HD HD NG NG HD NI
22 AV-1 (LA) + AV-22 (AR) NI N* NG NS HD HD NG NG HD HD
23 AV-1 (LA) + AV-23 (AR) NI N* NG NS HD HD NG NG HD NN
24 AV-1 (LA) + AV-24 (AR) NI N* NG NS HD HD NG NG HD NG
25 AV-1 (LA) + AV-25 (AR) NI N* NG NS HD HD NG NG NH NI
26 AV-1 (LA) + AV-26 (AR) NI N* NG NS HD HD NG NG NH HD
27 AV-1 (LA) + AV-27 (AR) NI N* NG NS HD HD NG NG NH NN
28 AV-1 (LA) + AV-28 (AR) NI N* NG NS HD HD NG NG NH NG
29 AV-1 (LA) + AV-29 (AR) NI N* NG NS HD HD NG NG NN NI
30 AV-1 (LA) + AV-30 (AR) NI N* NG NS HD HD NG NG NN HD
31 AV-1 (LA) + AV-31 (AR) NI N* NG NS HD HD NG NG NN NN
32 AV-1 (LA) + AV-32 (AR) NI N* NG NS HD HD NG NG NN NG
33 AV-33 (LA) + AV-9 (AR) NI HD NG NHHD HD NG NG

34 AV-34 (LA) + AV-9 (AR) NI NG NG NH HD HDNG NG

35 AV-35 (LA) + AV-9 (AR) NI HD NG NG HD HDNG NG

36 AV-36 (LA) + AV-9 (AR) NI NG NG NG HD HDNG NG

37 AV-37 (LA) + AV-9 (AR) NI HD NG NN HD HD NG NG

38 AV-38 (LA) + AV-9 (AR) NI NG NG NN HD HDNG NG

39 AV-1 (LA) + AV-39 (AR) NI N* NG NS HD HD NG NG NG NI
40 AV-1 (LA) + AV-40 (AR) NI N* NG NS HD HD NG NG NG HD
41 AV-1 (LA) + AV-41 (AR) NI N* NG NS HD HD NG NG NG NN
42 AV-1 (LA) + AV-42 (AR) NI N* NG NS HD HD NG NG NG NG

Tabla 3. Vectores destino generados en este trabajo

La mezcla de reaccion para el clonado en pSKA2 es la siguiente: el vector vacio pSKA2,
el extremo C-terminal de Hax3 (CTM WS Hax3), el extremo N-terminal de Hax3 (NTM Hax3),
los vectores LA y AR elegidos, la enzima Bsal (NEB, 10.000 U/mL), el tampdn CutSmart 10X
(NEB), la enzima T4 DNA ligasa (ThermoFisher, 5U/uL) y agua Milli-Q® hasta alcanzar un
volumen de reaccidn de 10 pL. Para el clonado en pSKX1, la mezcla de reaccidn variard en la
utilizacion del vector vacio pSKX1 y en los extremos C-terminal o N-terminal adecuados (Hax3
o X00).
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Para llevar a cabo el proceso de corte y ligacidn se siguieron las condiciones descritas
previamente (apartado 3.3.1). Al finalizar la reaccién, la mezcla de ligacion fue utilizada para
transformar células de E. coli competentes como se describe en el apartado 3.3.3. La seleccién
de los clones positivos se realizd mediante la purificacién y corte con enzima de restriccion
como se describe en el apartado 3.3.5.

3.3.3 Transformacion de Escherichia coli

Partiendo de una alicuota de 100 uL de células competentes, se adiciond la mezcla de
ligacidn obtenida anteriormente y se incubd en hielo durante 20-30 minutos. Transcurrido este
tiempo, se realizéd un choque térmico durante 1 minuto a 42°C y posteriormente las muestras
se incubaron en hielo nuevamente (5 minutos). Tras estos minutos en hielo, se adicionaron
200 pL de medio LB a cada uno de los tubos y se incubaron a 37°C sin agitacidon durante 1
hora. Por ultimo, se sembraron 200 uL del resultado de la transformacién en placas de LB con
el antibidtico o reactivo correspondiente.

En el caso de las transformaciones de los vectores de ensamblado, el medio sdélido LB
fue suplementado con kanamicina y con el reactivo X-gal para efectuar adecuadamente la
seleccion de los clones positivos. Por otro lado, para las trasformaciones de los vectores
destino, a las placas de LB se les adiciond el antibidtico espectinomicina. Todos los antibidticos
y compuestos fueron adicionados de acuerdo a las cantidades ya citadas.

3.3.4 Aislamiento de DNA plasmidico de E. coli

Para corroborar a presencia del inserto en las cepas transformadas, se procedid al
aislamiento del DNA plasmidico de E. coli a partir de cultivos overnight de las colonias,
resuspendidas en 5 mL de medio LB suplementado con el antibiético correspondiente. Para el
aislamiento del DNA se siguid el protocolo del kit NZYMiniprep de NZYTech. Finalmente, el
material genético aislado se eluyd en 50 pL de agua Milli-Q®.

Con el fin de medir la pureza y la concentracién final obtenida tras el protocolo de
purificacién de DNA plasmidico, se utilizé el equipo ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop®).

3.3.5 Comprobacion del inserto
3.3.5.1 Enzimas de restriccion

Para la comprobacién de la presencia de los insertos se realizaron cortes con las
enzimas de restriccion Bsal y BamHlI, para los vectores AV y pSKA2/pSKX1, respectivamente.

En ambos casos se llevé a cabo la siguiente reaccion: plasmido purificado del vector de
ensamblado, tampdn CutSmart 10x (NEB), enzima Bsal (NEB, 10.000 U/mL) o BamHlI
(ThermoFisher, 10 U/uL y agua Milli-Q®, hasta llegar a un volumen de 20 pL. La mezcla de
reacciéon se incubd durante 1 hora a 37°C. Los resultados de los cortes con enzimas de
restriccion se verificaron mediante electroforesis de los productos obtenidos en geles de
agarosa, tal y como se describe en el apartado 3.3.5.2., estimando el tamafio de los
fragmentos generados con los marcadores de pesos moleculares adecuados.
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3.3.5.2 Geles de agarosa

Tras la reaccion de restriccion, la totalidad del producto obtenido se cargd en geles de
agarosa con una concentracion de 0,7% (p/v) preparados en tampdn de electroforesis TBE
0,5X (TrisBase 45 mM, &acido bdrico 45 mM y EDTA 1 mM). Tanto en el tampdn de
electroforesis como en el gel de agarosa se afiadié bromuro de etidio (BrEt) 0,05% (p/v).

Como tampdn de carga, se adiciond a las muestras fue el Loading buffer 6x (sacarosa
40% (p/v), EDTA 0,1 M y azul de bromofenol 0,25% (p/v)) y el marcador de pesos moleculares
empleado fue el GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (ThermoFisher®). La visualizacion de las
bandas de DNA de los geles se realizd mediante iluminacién UV utilizando el dispositivo
UVIDOC HD2 (UVITEC Cambridge).

3.3.6 Secuenciacion para la comprobacion de los vectores

Todos los vectores generados en este trabajo fueron secuenciados a través del
servicio de secuenciacion del IBMCP, utilizando los cebadores de la Tabla 4.

Cebador Secuencia Descripcion
Assemby segR 5’ GCTCACATGTTCTTTCCTGC 3’ Secuenciacién AV
300seq695F 5’ TGGTCCGGCGCACGCGCTCTGGAG 3’  Secuenciacion pSKA2
pSEQ2843R 5’ AACCACTTGCGCGTGGTCGGCAAC 3’

Tabla 4. Secuencias de los cebadores empleados para la secuenciacion de las construcciones generadas en este
Trabajo.

3.4 Transformacion de Agrobacterium tumefaciens

Las construcciones finales de los TALEs obtenidas tras el protocolo de clonado, fueron
transformadas en A. tumefaciens para hacer posible su expresién en planta. Partiendo de
alicuotas de 100 pL de células competentes A. tumefaciens, se afiadié 1 pg del plasmido
correspondiente a la construccién presente en el vector destino pSKA2. La mezcla fue
congelada inmediatamente en nitrégeno liquido y se incubd a 37°C durante 5 min. Tras este
tiempo, se afiadieron 900 uL de medio LB con los antibidticos tetraciclina y gentamicina. Este
cultivo se incubé 4 horas a 28°C en agitacion a 200 rpm. Transcurrido este tiempo, se
extendieron 200 uL de las suspensiones en placas de LB suplementadas con los antibidticos
tetraciclina, gentamicina y espectinomicina, a las concentraciones citadas en el apartado 3.2.
Tras 2-3 dias de incubacion a 28°C en oscuridad, se seleccionaron dos clones independientes y
una mezcla formada por varias colonias y se conservaron a -80°C con glicerol 20% para su
posterior utilizacién en el protocolo de agroinfiltracion.

3.5 Agroinfiltracion

Para llevar a cabo la agroinfiltracién se prepararon placas frescas de las cepas de
Agrobacterium conteniendo la construccién a partir de los glicerinados y se dejaron crecer
durante 2-3 dias a 28°C. Pasado este tiempo, se tomd con un palillo plano estéril una porcion
de cada cultivo celular correspondiente a los diferentes TALEs y se resuspendié en tubos con 4
mL de medio AIM (MgCl, 1M, MES 0,5M, acetosiringona 100mM en DMSO y agua Milli-Q®). A
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continuacién, se midié la ODgy en un espectrofotometro (Biochrom™ WPA Biowave Il UV-Vis
Spectrophotometer), y se ajustd hasta alcanzar un valor en torno a 0,8. Con el fin de conseguir
este valor, se afadié AIM o cultivo bacteriano, en funcién del valor obtenido en la medicién
inicial.

Una vez se ajustaron todas las soluciones, se procedio a la infiltracién de dos hojas por
planta de N. benthamiana. Para ello, se utilizaron jeringuillas de 2 mL y se infiltré por el envés
de las hojas. En cada hoja se procedié a la infiltracidon de entre 8 y 12 construcciones. Cada
planta de N. benthamiana fue considerada como una réplica bioldgica, y en este trabajo se
realizaron 5 réplicas en cada proceso de agroinfiltracién.

La observacidn del desarrollo de la muerte celular se realizé a las 48, 72 y 96 horas tras
la infiltracidon. A estos tiempos se tomaron imdagenes de todas las hojas, utilizando siempre la
misma iluminacién y posicién de la camara.

3.6 Andlisis de la expresidn de las proteinas por Western Blot
3.6.1 Preparacion de las muestras

Se tomaron 9 discos de hoja 48 horas después de ser infiltradas con la ayuda de un
sacabocados, obteniéndose discos de 5 mm de didmetro procedentes de diferentes réplicas
bioldgicas. El material vegetal se congeld en nitrégeno liquido y se almacend a -80°C hasta su
utilizacion. La disrupcion del tejido vegetal se llevd a cabo anadiendo tampdn Laemmli 5x
(7,5% SDS, 0,1 M ditioeritritol, 10 mM EDTA, 30% sacarosa p/v, 0,25 mg/mL azul de
bromofenol y 0,3 M Tris) y machacando las muestras mediante una varilla con punta cdnica. Se
hirvieron las muestras a 95°C durante 10 minutos y se centrifugaron a mdaxima velocidad
(13.000 rpm) durante un minuto, como paso previo a ser cargadas en el gel.

3.6.2 Separacion de las proteinas mediante electroforesis SDS-PAGE

Se prepard un gel de poliacrilamida al 10% y de grosor 1 mm. Para preparar la fase
inferior del gel (resolving gel), se mezclaron 3 mL de tampédn resolving (0,75 M Tris, 0,2% SDS,
pH 6,8 ajustado con HCl), 1,5 ml de H,0, 1,5 mL de acrilamida (acrilamida /bisacrilamida
38%/2%), y dos compuestos para favorecer la polimerizacion: 40 puL de APS 10% y 4 uL de
TEMED. Se vertié esta mezcla entre dos cristales, se afiadié isopropanol para eliminar
burbujas, y una vez solidificado, se afiadié la fase superior (stacking gel). Esta fase se prepard
afiadiendo 1,2 mL de tampédn stacking (0,25 M Tris, 0,2% SDS, pH 6,8 ajustado con HCI), 1 mL
de H,0, 0,2 mL de acrilamida, 20 pL de APS 10% y 2 uL de TEMED.

Una vez el gel habia polimerizado, se introdujo en la cubeta de electroforesis, a la que
se afiadié tampodn de electroforesis 1x (0,19 M glicina, SDS 0,1%, ajustado a H 8,3 con Tris-
base). Se cargd el marcador de pesos moleculares (PageRuler Prestained Protein Ladder,
Thermo Scientific) y 15 uL de cada muestra con la ayuda de una jeringa Hamilton. Las muestras
se dejaron correr durante 2 horas a 15 mA por cada uno de los geles.

17



3.6.3 Electrotransferencia

Como paso previo a la transferencia, la membrana de PVDF (BIO-RAD) fue activada
sumergiéndola en metanol durante unos segundos. El proceso de transferencia se realizé a
100 V durante 3 horas a una temperatura de 4°C, con el fin de llevar las proteinas desde el gel
hasta la membrana. Durante la transferencia se utilizé un dispositivo de transferencia tipo
sandwich y el tampdn de transferencia TOWBIN 1x (14,4 g/L glicina, 2 mL de SDS 10%, ajustado
a pH 8,3 con Tris-base, 20% metanol).

3.6.4 Tincion de la membrana

Tras la transferencia, la membrana se incubé durante 10 minutos en Direct Blue [DB 71
al 0,1% diluido con solucidn de lavado (500 mL H,0, 400 mL etanol absoluto y 100 mL acido
acético glacial)]. Pasado este tiempo, se dejé la membrana ya tefiida en la solucién de lavado
durante 5 minutos y se escaned. Finalmente, se destind utilizando la solucién de destefiido
(350 mL H,0, 500 mL etanol absoluto, 150 mL NaHCO; 1 M).

3.6.5 Inmunodeteccion de los efectores TALs

La expresion de los efectores TAL fusionadas a GFP fue analizada utilizando un
anticuerpo monoclonal anti-GFP (Roche®). Para evitar uniones inespecificas del anticuerpo
primario, se llevé a cabo el bloqueo de los sitios no especificos sumergiendo la membrana en
una solucién compuesta por TBS-T (0,1% Tween 20, 150 mM NacCl, 20 mM Tris-HCl pH 7,6) y un
5% de leche no grasa durante 1 hora en agitacidon a temperatura ambiente.

Posteriormente, la membrana se incubd durante toda la noche a 4°C en una solucién
con TBS-T y el anticuerpo anti-GFP a una dilucion 1: 2.000. Tras esta incubacion se realizaron 5
lavados de 10 minutos en TBS-T en agitacion y se procedid a la incubacién con el anticuerpo
secundario (Anti-mouse 1gG, GE Healthcae) a una dilucién 1:5.000 durante 1 hora en agitacién
a temperatura ambiente. Se realizaron de nuevo 3 lavados con TBS-T y se reveld por
quimioluminiscencia (ECL Plus Western Blotting Detection System, Amersham Biosciences)
segun las indicaciones del proveedor. Las imagenes fueron digitalizadas con el sistema LAS-
3000 (FuJI).
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4, Resultados
4.1 Disefio experimental
4.1.1 Sistema de clonado

Los diferentes TALEs fueron construidos utilizando los protocolos de la tecnologia
Golden TAL (Geissler et al., 2011). Las repeticiones individuales se unieron y se subclonaron en
vectores de ensamblado en bloques de un maximo de 6 repeticiones. Los dos vectores de
ensamblado conteniendo los dos bloques de repeticiones (parte inicial (LA) y parte final (AR)
del efector) se ensamblaron posteriormente en las construcciones finales en el vector destino
adecuado, tal y como se muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Esquema de la construccion de los efectores tipo TAL utilizando la tecnologia Golden TAL (Modificado de
Geissler et al.,, 2011). A partir de los mddulos individuales y de los vectores de ensamblado LA o AR, se construyen
los vectores con las repeticiones pertinentes (AV). La combinacién de 1 a 4 AVs, junto a un extremo N-terminal, un
extremo C-terminal y un vector destino, permite la construccion del vector final.
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Para la construccién del vector destino utilizado para la transformacién de A.
tumefaciens (pSKA2) se utilizé un mdédulo conteniendo la zona C-terminal del efector Hax3 de
X. armoriaciae. El proceso es similar para construccion del vector destino utilizado para
Xanthomonas y posterior translocacion a citricos. En este caso el vector utilizado es pSKX1, tal
como se indica en Materiales y Métodos.

Como se ha indicado, en funcién de la planta en la que se pretenda probar la
construccion se seguird un camino u otro. En el caso de que la construccion vaya a ensayarse
en N. benthamiana (tal y como sucede en este trabajo), el vector destino utilizado es pSKA2, y
la construccidon realizada se transforma en A. tumefaciens. Para la expresion de las
construcciones en Xanthomonas, el proceso es distinto, ya que el vector destino utilizado es
pSKX1 y el ensayo se realiza tras la expresion del efector en Xanthomonas e infeccién posterior
a plantas de citricos (la generacion de algunos de estos vectores se ha iniciado en este trabajo).
El flujo de trabajo seguido desde la construccidn inicial modular hasta la expresion en el
organismo se muestra en la Figura 5.

Construccién AV 1 Construccién AV 2
Transformacion E. coli Transformacion E. coli
Comprobacién por corte con Bsal Comprobacion por corte con Bsal
Secuenciacion Secuenciacion
‘ n - Construccién vector - n
destino )

Transformacién E. coli Transformacién E. coli
Comprobacién por corte con BamHI Comprobacién por corte con BamHI
Secuenciacién Secuenciacién

Transformacién Elicerinad
Agrobacterium IEEAscR
|
Ensayo en
N. benthamiana

Figura 5. Flujo de trabajo seguido desde la construccion inicial modular hasta el ensayo del efector en el
organismo destino.
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4.1.2 Ejemplo de la construccion de un TALE sintético

Para ilustrar el proceso de construccidon de un efector TAL sintético, se muestra como
ejemplo el proceso de construccién del TALE 6, compuesto por las repeticiones con las
siguientes RVDs en este orden: NI N* NG NH HD HD NG NG. Para ello, es necesaria la
construccion de dos vectores de ensamblado, ya que este efector contiene 8 repeticiones, y
cada uno de ellos admite un maximo de 6 repeticiones. Por tanto, se construye, por un lado, el
vector de ensamblado 6 (AV-6) de tipo LA y por otro, el vector de ensamblado 9 (AV-9) de tipo
AR, tal y como se representa en la Figura 6. Cada uno de ellos estd compuesto por 4
repeticiones diferentes, el AV-6 por NI N* NG Y NH, y el AV-9 por HD HD NG NG. Una vez se
han construido los dos vectores de ensamblado AV, se lleva a cabo la segunda reaccién de
ensamblado en el vector destino, pSKA2 en este caso, donde se combinan ambos vectores de
ensamblado para dar lugar a la construccion del TALE final.

BpA Bpi B4 Bpd Bp 8ol Bpi Bpi Bpd BpA
rimi1 r.N*I] '*iNGﬁ rIN—Hs|~ HD 1 r.HDi’] H nes |
Bssl Bph B'p‘ Bsal Bpd b&)‘ Bsal

Al LA ﬂ e i1 AR

Bsal l Bsal C-terminal de Hax3 Bsal l B“"

N-terminal de Hax3

M R fusionado a GFP +’_m HD | HD | NG | NG } AV-9 (AR)

Vector pSKA2

4
—Jore[ W [ |N_-|..G|.m|£|.m(.;|m[?}I

AV-6 (LA) rt NI | N* [NG [ NH [ A

Construccion final del TALE 6 en el vector pskA2

Figura 6. Esquema de la construccion del TALE 6, de 7.5 repeticiones. (Modificado de Geissler et al., 2011).

4.1.3 Construcciones TALE realizadas en este trabajo

De acuerdo al ejemplo descrito en el apartado anterior, se han construido un total de
42 efectores TAL, cuya composicion de RVDs se ve reflejada en la Tabla 3 de Materiales y
métodos. Cada uno de los TALEs estd compuesto por una combinacién diferente de RVDs,
correspondiendo cada una de esas RVDs a una pareja de aminoacidos, y presentando una
afinidad diferente por cada uno de los cuatro nucledtidos del DNA, tal y como se muestra en la
Tabla 5.

RVD (nomenclatura 2 letras) RVD (nombre completo) Nucledtido de mayor afinidad
HD Histidina + Aspartico C

NG Asparagina + Glicina T

NH Asparagina + Histidina G

NI Asparagina + Isoleucina A

NN Asparagina + Asparagina G A>CT

NS Asparagina + Serina ACTG

N* Asparagina Cc/T

Tabla 5. Nomenclatura de las RVDs y nucleétido/s de mayor afinidad de cada una de ellas.
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Las construcciones finales de los TALEs han pasado a lo largo de su ensamblado por
diferentes etapas durante el desarrollo de este trabajo: la construccidon del vector de
ensamblado, clonado en el vector destino (pSKA2 o pSKX1) y transformacién en A. tumefaciens
de las construcciones para N. benthamiana. La mayoria de las construcciones ha alcanzado el
estado final, tal y como se muestra en la Tabla 6. En ella se verifica que cada construccion ha
pasado por todos los estados hasta estar lista para su ensayo en N. benthamiana. Ademas, se
muestra el estado de las construcciones para expresion en Xanthomonas. Las construcciones
TALE 1-TALE 26 fueron realizadas de forma previa al inicio de este trabajo en el laboratorio del
Dr. Jens Boch por la Dra. Roxana Roeschlin, en la Universidad de Leibniz (Hannover, Alemania).
Estas construcciones ya realizadas fueron introducidas en A. tumefaciens durante la realizacion
de este trabajo.

TALE Vector de Clonado pskA2 Transformacion A. Clonado pskxl Clonado pskx1
ensamblado tumefaciens (Hax3) (Xoo)
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42 v X X X X

Tabla 6. Estado de las construcciones de los TALEs 1- 42. Las casillas marcadas en rojo hacen referencia a los
procedimientos que fueron realizados previamente al inicio de este trabajo. Las casillas marcadas en verde
muestran procedimientos realizados durante este trabajo. Las cruces indican los pasos no concluidos.

4.1.4 Metodologia de los ensayos biolégicos en Nicotiana benthamiana.

Tras la generacién de las construcciones en el vector destino pSKA2, se Ilevd a cabo la
transformacidon de A. tumefaciens de todos los TALEs. Para cada TALE, se conservaron varios
clones independientes.

Inicialmente, se infiltré Agrobacterium sin ninguna construccion, para corroborar que
no causaba ningun efecto en la planta (Figuras 7a y 7b). Para la infiltracién de todos los TALEs,
se utilizé el un clon de cada construccidn, excepto del TALE 1, del que se utilizaron 4 clones.
Las construcciones se separaron en dos bloques: de la 2 ala 20 y de la 21 a la 38. Cada bloque
se dividié en dos hojas pertenecientes a la misma planta (Figura 7c). Se infiltraron 5 hojas con
cada efector, empleando un tamano de hoja similar en todas las infiltraciones, tal y como se
observa en la Figura 7d.

Figura 7. Detalle del disefio experimental. (a) y (b) 48 h post- infiltraciéon con Agrobacterium y 96 h post-
infiltracién con Agrobacterium (c) Infiltracion de 2 hojas de tamafio similar por planta (d) Réplicas bioldgicas
utilizadas en cada ensayo de infiltracidn, en las que se aprecian los puntos de infiltracion.

4.2 Expresion de las construcciones en planta

Para comprobar que las construcciones funcionan y los efectores se expresan
correctamente en plantas de N. benthamiana, se realizaron infiltraciones con cada una de las
diferentes construcciones y se extrajeron proteinas totales 48h después de la infiltracion. La
expresion de la proteina de fusion GFP-TALE se realizd con la técnica del Western Blot,
utilizando un anticuerpo anti-GFP. En la Figura 8 se puede observar la presencia una banda en
todos los carriles correspondientes a las muestras a una altura de unos 125 KDa, que indican la
presencia de la proteina de fusién GFP-TALE. En los TALE 23, 28 y 36, la banda es muy tenue y
Unicamente se observa cuando se sobreexpone la membrana (no presentado), con lo que la
expresion de estos efectores en planta debera ser comprobada en un nuevo Western Blot. De
todos modos, estos efectores provocan HR, lo que sugiere que estidn siendo expresados.
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Adicionalmente, se llevd a cabo la tincidon de las membranas con el reactivo Direct Blue (Anexo
1). La expresion de las construcciones de la 1 a la 20, a excepcién del TALE 5, ya se habia
demostrado antes del inicio de este trabajo.

130kDa —
125kDa ——
100kDa —

130kDa_—
125 kba ——
100kDa —

130kDa_
125 kDa ——»

100kDa—

G 34 35 36 37 38 C-

Figura 8. Resultados Western Blot con el anticuerpo anti-GFP. Membranas incubadas con el anticuerpo anti-GFP.

4.3 Construccion de un efector pthA4*" sintético utilizando médulos de biologia sintética.
Estimacion del tiempo de aparicién de la HR.

De modo previo al inicio de este trabajo se construyé un efector pthA4*" sintético
mediante el sistema de clonado con mdédulos de biologia sintética, Golden TAL, conteniendo
exactamente el mismo nimero vy tipo de repeticiones que pthA4*". Este efector sintético es el
denominado en este trabajo como TALE 1. Se comprobé que el efector natural pthA4*" y el
efector sintético TALE 1 tenian la misma capacidad para desencadenar la respuesta
hipersensible (HR) en la planta, tal y como se observa en la Figura 9a. En este trabajo, ademas
de confirmar la capacidad del TALE 1 para provocar la HR, se pretendia estimar el tiempo de
aparicién de la misma. Para ello, se infiltraron 4 clones de esta construccion en N.
benthamiana.

Se examind la HR a las 48, 72 y 96 horas tras la infiltracidn, tal y como se observa en la
Figura 9b. A las 48 horas, Unicamente dos de los clones mostraron un inicio en la aparicién de
la HR. Con el paso de las horas, se podia apreciar respuesta hipersensible (HR) en los cuatro
clones (72 horas), siendo mas marcada en los dos clones donde aparecid inicialmente. En la
ultima observacion, a las 96 horas, los 4 clones mostraron una HR muy marcada.
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g IALEL PthAgHT TALE 1 (48 horas)  TALE1 (72 horas)  TALE 1 (96 horas)
: y :

-
Figura 9. Comprobacion de la eficacia del TALE 1 sintético en el disparo de la HR. (a) Expresion de

cuatro clones del TALE 1 en N. benthamiana a diferentes tiempos. (a) (b) (c), 48, 72 y 96 horas post-
infiltracion, respectivamente.

Estos datos sugieren que la HR aparece igualmente en el TALE 1 sintético y en el TALE
natural pthA4"", y que ésta aparece entre las 48h y las 72 horas, siendo la respuesta bastante
similar en los diferentes clones ensayados. De todos modos, este experimento evidencid que
existe un efecto dependiente del clon de Agrobacterium empleado y de la hoja infiltrada, que
conviene tener en cuenta a la hora de interpretar los resultados posteriores. Asi, para los
experimentos indicados a partir de ahora, compararemos para cada hoja/planta ensayada, el
tiempo de aparicion de la HR en cada efector ensayado respecto al tiempo en el que aparece la
HR en el TALE 1.

4.4 Evaluacion de la especificidad de reconocimiento del efector TALE 1.

Para evaluar en primer lugar que el efecto de la HR provocada en N. benthamiana por
pthA4"" se debe a su especificidad de reconocimiento de secuencia en el DNA, se modificaron
algunas de las repeticiones (cambiando sus RVDs) con el fin de redirigir el efector a otros sitios
del genoma de N. benthamiana. Tedricamente, al no reconocer ya las dianas originales del
efector TALE 1 (similar en RVDs a pthA4"", desde ahora se utilizara el término TALE 1 para
referirse a este efector), cada uno de estos nuevos efectores no debe disparar la HR. Con este
fin, se evaluaron los TALEs 10 al 16, en los que se modificé una de las RVDs respecto al efector
original (TALE 1), tal y como se observa a continuacion:

TALE 1: NI N* NG NS HD HD NG NG
TALE 10: HD N* NG NS HD HD NG NG
TALE 11: NI NN NG NS HD HD NG NG
TALE12: NI N* NI NS HD HD NG NG
TALE13: NI N* NG NS NN HD NG NG
TALE 14: NI N* NG NS HD NN NG NG
TALE 15: NI N* NG NS HD HD NN NG
TALE 16: NI N* NG NS HD HD NG NN

El TALE 10 ve modificada su primera RVD respecto al TALE 1, cambiando de Nl a HD, y
con ello la afinidad por el nucledtido (de A a C). La infiltracion de este efector provocé la HR en
Nicotiana (Figura 10), pero mas suave que el TALE 1, lo que hace pensar que la primera
posicion del sitio de reconocimiento del efector (EBE) es A en el gen diana responsable de la
HR, pero que, al tratarse de la primera posicion, admitiria un desemparejamiento erréneo de
nucledtidos (missmatch) en su estructura, de forma que un efector con RVD HD en esa
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posiciéon también se uniria. Alternativamente, podrian existir dos dianas responsables de la HR
(una que contiene A la posicién 1 de su sitio de unidn, y otra que contiene C).

La evaluacién de los TALEs 11 al 15, en los que se modificé una de las RVDs centrales
respecto al TALE 1, mostrd que ninguna de estas construcciones generaba HR en la planta
(Figura 10). Por ultimo, dentro de este bloque, se observé que el TALE 16, con una sustitucion
de la Ultima RVD, cambiando de NG a NN, y con ello la afinidad de T a G, también generaba HR
(Figura 10), aunque en menor medida que el TALE 1.

TALE1(1) TALE1(2) TALE10 TALE11 TALE12 TALE13 TALE14 TALE15 TALE16

Figura 10. Aparicion de HR en el TALE 1y los TALEs 10 — 16. De izquierda a derecha se observa la HR presente en
las hojas 72 h después de ser infiltradas con los TALEs 1 (clon 1), 1 (clon 2), 10, 11, 12, 13, 14, 15 y 16,
respectivamente.

De este blogue de construcciones se puede concluir que el reconocimiento por parte
del efector es especifico. El cambio en el reconocimiento molecular al variar la mayoria de las
posiciones evita la aparicion de HR. Las Unicas construcciones que no comparten estos
resultados son TALE 10 y TALE 16, en las que se ha modificado una de las posiciones de los
extremos. Estos resultados se pueden deber a la capacidad de aceptar un missmatch en la
secuencia de reconocimiento del efector en las posiciones de los extremos de la union DNA-
efector. De todos modos, se observa que el cddigo del TALE 1 (con NI en la primera posicion y
NG en la ultima) podria ser mas especifico al ocurrir la HR mas tempranamente que en los
TALEs 10y 16.

4.5 Evaluacion de la segunda repeticion (N*) del TALE 1: reconocimiento a C versus T

Dado el pequefio tamafio del efector pthA4*" (7,5 repeticiones frente a las 15,5 0 mas
de la mayoria de los efectores TAL descritos), la prediccién de genes diana del mismo (en base
a la existencia del EBE o sitios de reconocimiento del efector en sus promotores) es
complicada, dado que el nimero de dianas putativas serd mayor cuanto menor sea la longitud
del TALE. La prediccidn informatica de dianas es compleja debido a la existencia de varias RVDs
con posibilidades dobles (N*) o cuadruples (NN) en dicho TAL. La posicién 2 del TALE original
(TALE 1) contiene la RVD N*, que muestra afinidad por mas de un nucledtido (C o T). Con el fin
de conocer si el gen diana responsable de la HR contiene a esta posicion del sitio de
reconocimiento una C o una T, se evaluaron diferentes construcciones:

TALE1: NI N* NG NS HD HD NG NG
TALE2: NI HD NG NS HD HD NG NG
TALE3: NI NG NG NS HD HD NG NG
TALE 11: NI NN NG NS HD HD NG NG

Por un lado, se compard la respuesta hipersensible (HR) en los TALEs 2 y 3 frente al
TALE 1 (Figura 11), que contiene N* en la posicidn 2. El TALE 2 sustituye N* por HD (afinidad
por C) y el TALE 3 lo hace por NG (afinidad por T). De estas dos construcciones, Unicamente se
observé HR al infiltrar Nicotiana con el TALE 3. De esto se puede deducir que la segunda
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posicidon del sitio de reconocimiento del gen diana responsable de la HR debe estar ocupada
por una T, pero no por una C, ya que el TALE 2 no provoco el disparo la HR.

Por otro lado, se estudié la respuesta del TALE 11 (Figura 11), en el que se cambid la
segunda RVD del TALE 1(N*) por NN, afin por G. Con este cambio en la segunda posicion del
efector, tampoco hubo HR en la planta, lo que confirmé que el gen diana responsable de la HR
debe contener T en la posicidon 2 del sitio de reconocimiento del efector en su promotor.

TALE 1(1) TALE1(2) TALE2 TALE3  TALE11l

Figura 11. Aparicion de HR en el TALE 1y los TALEs 2, 3y 11. De izquierda a derecha se observa la HR presente en
las hojas 72 h después de ser infiltradas con los TALEs 1 (clon 1), 1 (clon 2), 2, 3y 11, respectivamente.

4.6 Evaluacion de la cuarta repeticion (NS) del TALE 1: reconocimientode A,C,Go T.

Del mismo modo, el TALE 1 presenta en la posicion 4 la repeticion NS, afin por los
cuatro nucleétidos del DNA. Para evaluar la posicidon 4 del TALE en relacion al reconocimiento
del gen diana responsable de la HR, se construyeron los TALEs 4 al 8. Cada uno de ellos
presenta una RVD diferente en la posicidon 4, de modo que su afinidad nucleotidica es ahora
distinta. El TALE 4 presenta la repeticion NI (afinidad por A), el TALE 5 tiene HD (afinidad por
C), el TALE 7 tiene NG (afin por T) y los TALEs 6 y 8 tienen NH y NN respectivamente (ambas
afines por G), tal y como se observa en las construcciones siguientes:

TALE1: NI N* NG NS HD HD NG NG
TALE4: NI N* NG NI HD HD NG NG
TALES5: NI N*NG HD HD HD NG NG
TALE6: NI N*NG NH HD HD NG NG
TALE7: NI N* NG NG HD HD NG NG
TALE8: NI N*NG NN HD HD NG NG

Se evalud la HR de cada uno de ellos, pudiéndose observar que el TALE 4 no provoco el
desencadenamiento de la HR, mientras que los otros 4 efectores si que lo hicieron, aunque con
diferente intensidad, siendo el TALE 7, y sobre todo el TALE 5, los que provocaron una
respuesta mads intensa y temprana, tal y como se observa en la Figura 12.

TALE 1(1) TALE1(2) TALE4 TALES  TALE® TALE7 TALES

Figura 12. Aparicion de HR en el TALE 1y los TALEs 4 - 8. De izquierda a derecha se observa la HR presente en las
hojas 72 h después de ser infiltradas con los TALEs 1 (clon 1), 1 (clon 2), 4, 5, 6, 7 y 8, respectivamente.

La primera conclusién que se puede extraer del estudio de este grupo de TALEs es que
el gen diana responsable de la HR no presenta una A en la cuarta posicidon de su sitio de
reconocimiento, ya que el TALE 4 presenta NI (afin por A en esta posicidén) y en las plantas
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infiltradas con este efector no se observé HR. Respecto a las otras 3 bases que pueden ocupar
la posicidn 4 del sitio de reconocimiento, no se puede definir una Unica base para esa posicion
en el gen diana responsable de la HR, ya que todas las plantas infiltradas con los efectores
correspondientes a los TALEs 5-8 provocaron HR en mayor o menor medida. Esto hace pensar
que la posicidn 4 del sitio de reconocimiento de gen diana responsable de la misma, podria ser
C, G o T. El TALE 5 mostré una HR mucho mas intensa y temprana que los otros efectores, de
modo que tal vez C sea el nucleétido que contiene el gen responsable de la HR.
Alternativamente, tanto C, como G o T podrian estar en la region de reconocimiento del gen o
los genes que desencadenan la HR.

4.7 Extension del efector TALE 1 a 9 RVDs para definir su secuencia de reconocimiento.

Para acotar aun mas la especificidad de reconocimiento del efector TALE 1 en relacion
al disparo de la HR, se extendid el mismo por su extremo C-terminal, afiadiendo una RVD mas.
Este procedimiento se plasmé en los TALEs 17 al 20, a los que se afiadid, respectivamente, NI,
HD, NN y NG, bases afines por A, C, Gy T, en este orden:

TALE 1: NI N* NG NS HD HD NG NG

TALE17: NI N* NG NS HD HD NG NG NI
TALE 18: NI N* NG NS HD HD NG NG HD
TALE19: NI N* NG NS HD HD NG NG NN
TALE 20: NI N* NG NS HD HD NG NG NG

En este caso, todas las construcciones provocaron HR en la planta (Figura 13). De este
resultado sorprendente se puede concluir que el efector podria ser capaz de reconocer 4
genes diana para disparar la HR. Sin embargo, también podria tratarse de un Unico gen
responsable del disparo de la HR, que aceptaria en su secuencia de reconocimiento la
presencia de RVDs para cualquiera de los 4 nucledtidos, es decir, aceptaria la presencia de un
missmatch. En este Ultimo caso, estas construcciones no habrian aportado nueva informacion,
ya que no han permitido acotar el sitio de reconocimiento. En el extremo 3’ (C- terminal) es
mas complejo acotar las dianas, ya que mientras que las repeticiones en N-terminal suelen
contribuir mas a la afinidad de la unién de los TALEs, el extremo C-terminal es capaz de aceptar
missmatches (Meckler et al., 2013). En nuestro caso, estos efectores se unirian a cualquier
diana coincidente hasta la Ultima base reconocida por el Ultimo RVD (NG),
independientemente de cudl fuera el siguiente nucledtido.

TALE1(1) TALE1(2) TALE17 TALE18 TALE19 TALE20

Figura 13. Aparicion de HR en el TALE 1y los TALEs 17 - 20. De izquierda a derecha se observa la HR presente en
las hojas 72 h después de ser infiltradas con los TALEs 1 (clon 1), 1 (clon 2), 17, 18, 19y 20, respectivamente.

Por otro lado, se ha observado que todos los TALEs que provocan HR y tienen como
ultima repeticion NG (TALEs 1, 3, 5, 6, 7, 8, 10, 18, 19, 20), afin por T, dan una respuesta mas
marcada que el TALE 16, cuya ultima RVD es NN (afin por G). Este hecho da mas consistencia a
la idea de que la base correspondiente a esta posicién en el sitio de reconocimiento del gen

28



diana responsable de la HR es una T (correspondiente a la RVD NG). De todos modos, esta
conclusién debe confirmarse con futuros experimentos utilizando multiples clones por efector.

4. 8 Extension del efector TALE 1 a 10 RVDs para definir su secuencia de reconocimiento.

Con el fin de definir en mayor medida la especificidad de unién del efector al gen
responsable de la HR, se extendieron los TALEs 17, 18, 19 y 20, aifladiéndose una RVD mas a
cada uno de ellos, para los cuatro casos posibles de unién a un nucledtido. Las construcciones
que extienden el TALE 17 no se han analizado en este trabajo. Se obtuvieron asi los TALEs 21—
24, 29-32 y 39-42. En este trabajo se estudiaron los TALEs 21-24 y 29-32, asi como los TALEs
25-28, similares en cuanto a afinidad con aquellos provenientes del TALE 19, pero presentando
en la novena posicidn la RVD NH (afin por G) en lugar de NN (afin por G y A), tal y como se
puede observar a continuacién:

TALE 21: NIN* NG NSHDHD NG NG HD NI TALE 25: NI N* NG NS HD HD NG NG NH NI
TALE 22: NIN* NG NSHD HD NG NG HD HD ~ TALE 26: NI N* NG NS HD HD NG NG NH HD
TALE 23: NI N* NG NS HD HD NG NG HD NN TALE 27: NI N* NG NS HD HD NG NG NH NN
TALE 24: NIN* NG NSHD HD NG NG HD NG  TALE 28: NI N* NG NS HD HD NG NG NH NG

TALE 29: NI N* NG NS HD HD NG NG NN NI
TALE 30:  NIN* NG NSHD HD NG NG NN HD
TALE 31:  NIN* NG NS HD HD NG NG NN NN
TALE 32: NI N* NG NS HD HD NG NG NN NG

Tras la infiltracion de N. benthamiana con este set de TALEs, se pudo observar una
similitud en el comportamiento de los TALEs 21, 25 y 29, asi como en los TALEs 24, 28 y 32. El
primer grupo no disparé la HR o fue muy suave y tardia (en el caso del TALE 21), mientras que
los efectores del segundo grupo citado provocaron una HR con una intensidad mucho mayor
incluso que el TALE 1 (Figura 14). La infiltracién de las plantas con el resto de construcciones de
este set de TALEs también provocé la HR, pero en menor medida que los TALEs 24, 28 y 32.

TALE1(1) TALE1(2) TALE21 TALE22 TALE23 TALE24 TALE25

TALE26 TALE27 TALE28 TALE29 TALE30 TALE31 TALE32

Figura 14. Aparicion de HR en el TALE 1y los TALEs 21 - 32. De izquierda a derecha se observa la HR presente en
las hojas 72 h después de ser infiltradas con los TALEs 1 (clon 1), 1 (clon 2), y en los TALEs 21 - 32, respectivamente.

De estas observaciones podemos extraer dos conclusiones. La primera de ellas es que
la posicion 10 del sitio de reconocimiento del gen diana responsable de la HR no corresponde
con una A, ya que los plantas infiltradas con los tres TALEs cuya ultima RVD era afin por A (21,
25y 29), no mostraron HR. Por otro lado, la respuesta fue muy temprana e intensa en el caso
de las plantas infiltradas con las construcciones correspondientes a los TALEs 24, 28 y 32,
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coincidentes en su ultima RVD (NG), afin por T, hace pensar que la posicidon 10 del sitio de
reconocimiento del gen diana responsable de la HR pueda estar ocupada por una T. En este
caso, se permitiria un missmatch, y efectores con RVDs distintas a NG también podrian activar
el gen.

4.9 Redefinicion final de la secuencia de reconocimiento del TALE 1.

La construccion de los TALEs 33-38 se llevd a cabo con el fin de corroborar los
resultados obtenidos acerca de la especificidad de reconocimiento para el TALE 1 en el
promotor del gen responsable de la HR, concretamente en las posiciones 2 y 4 del sitio de
union. En estos 6 efectores tipo TAL se variaron las RVDs correspondientes a las posiciones 2 y
4, tal y como se refleja a continuacion:

TALE33: NI HD NG NH HD HD NG NG
TALE34: NI NG NG NH HD HD NG NG
TALE35: NI HD NG NG HD HD NG NG
TALE36: NI NG NG NG HD HD NG NG
TALE37: NI HD NG NN HD HD NG NG
TALE38: NI NG NG NN HD HD NG NG

De acuerdo a los resultados obtenidos en los apartados 4.5 y 4.6, la infeccién de N.
benthamiana con las construcciones correspondientes a los TALEs 34, 36 y 38 dio lugar a HR
(Figura 15). Esto permite confirmar que la posicién 2 del sitio de reconocimiento del gen diana
responsable de la HR debe ser T, ya que la segunda posicién del efector en estas tres
construcciones corresponde a la RVD HD (afin por T). Por el contrario, en las plantas infiltradas
con los TALEs 33, 35 y 37, no se observé HR (Figura 15), hecho que confirma que la segunda
posicidon del sitio de reconocimiento del gen diana causante de la HR no esta ocupada por una
C, ya que la RVD de estas construcciones es HD (afin por C).

TALE33 TALE34 TALE35 TALE36 TALE37 TALE38

Figura 15. Aparicion de HR en el TALE 1 y los TALEs 33 - 38. De izquierda a derecha se observa la HR presente en
las hojas 72 h después de ser infiltradas con los TALEs 1 (clon 1), 1 (clon 2), 33, 34, 35, 36, 37 y 38, respectivamente.

Por otro lado, las 3 RVDs que estan presentes en la posicion 4 de los TALEs de este set,
habian dado lugar a HR al ser infiltradas las plantas, tal y como se describe en el apartado 4.6.
En este caso, en funcién del RVD de la posicion 4, todas las plantas infiltradas con cada una de
las construcciones de este set de TALEs deberian dar HR. Vemos que eso es lo que sucede si la
especificidad de la posicion 2 del sitio de reconocimiento del gen diana es la correcta (NG).

4.10. Propuesta de una diana del sitio de reconocimiento del gen responsable de la HR
acorde a los resultados obtenidos.

De acuerdo a los diferentes planteamientos que se han desarrollado en este trabajo
con el fin de disminuir la ambigliedad de las secuencias de reconocimiento del gen responsable
de la HR, asi como para incrementar la especificidad del efector para este gen, se ha
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conseguido eliminar o reducir la ambigliedad de reconocimiento en las posiciones 2 y 4 del
efector y se ha definido una posible base de reconocimiento para la posicién 10 del EBE del
gen diana responsable de la HR. Como resultado, se ha propuesto la siguiente secuencia para
un efector mas especifico que dispare HR en Nicotiana:

NI NG HD HD NG NG

Y la secuencia de gen diana responsable de la HR:

ATACCCTTXT
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5. Discusion

La cancrosis de los citricos afecta a grandes extensiones cultivadas alrededor del
mundo, siendo causante de grandes pérdidas econdmicas en el sector de los citricos. La
magnitud de este problema esta directamente relacionada con el hecho de que no hay ningin
gen R identificado asociado al género Citrus (Vojnov et al., 2010; Roeschlin et al., 2017).

Los efectores tipo TAL son proteinas secretadas por bacterias patogénicas del género
Xanthomonas al interior de las células vegetales, donde son translocados al nucleo y provocan
la activacion transcripcional de ciertos genes (Mak et al., 2013). Hay ocasiones en que el
mecanismo de accidn de los TALEs es utilizado por la planta como trampa con el fin de disparar
la transcripcién de un gen que activa las defensas celulares (gen R) (Yang y White, 2004; Zhang
et al., 2015). En este contexto, se ha visto que pthA4"", un efector bacteriano tipo TAL de corta
longitud (7,5 repeticiones), es reconocido por un gen de resistencia (gen R) de N.
benthamiana, todavia desconocido, y de este modo es capaz de provocar el desarrollo de la HR
en Nicotiana. Roeschlin y colaboradores demostraron que la pre-inoculacién de este efector
tipo TAL conferia resistencia frente a la cepa patogénica X. citri, y por tanto, frente a la
cancrosis. Este descubrimiento abre por tanto muchas puertas en la investigacion para
controlar el desarrollo de la cancrosis en citricos.

Anteriormente se habian observado TALEs de menor longitud como el de 1,5
repeticiones caracterizado por Wu y colaboradores (2007), pero estos efectores tan cortos no
eran capaces de provocar la activacion transcripcional en la célula vegetal, y eran reconocidos
en el citoplasma de la célula. El caso de este efector de 7,5 repeticiones es diferente, ya que es
el primer caso en el que un efector de un tamafio tan reducido es capaz de alcanzar el nucleo
celular e interactuar con el transcriptoma de la célula vegetal, generando el mismo efecto que
un TALE clasico de mayor longitud (Roeschlin et al., 2019). Sin embargo, el hecho de que el
TALE sea tan corto supone un obstaculo a la hora de determinar el gen R causante de la
respuesta observada en la planta, ya que este efector, debido a su longitud, es capaz de unirse
a un numero muy elevado de sitios en el genoma de la planta, por lo que el nimero de genes
candidatos a ser el gen R responsable de la HR es muy elevado.

La aplicacién de la biologia sintética para el disefio de efectores tipo TAL permite
sintetizar una cantidad de TALEs enorme, cada uno de ellos siendo capaz de reconocer de
forma especifica las dianas del genoma deseadas. Esta aplicacién de la biologia sintética
ademas de en el genoma vegetal, se aplica en muchos otros ambitos, como el estudio de las
células humanas (Geissler et al., 2011). La prediccidon de posibles genes diana dentro del
genoma vegetal puede ser abordada de diferentes maneras gracias a las metodologias
existentes actualmente. Una estrategia para la prediccion de genes diana es el empleo de
programas informaticos que permitan recorrer los genomas completos para la prediccion de
dianas. Un ejemplo es “TAlgetter”, desarrollado por Grau y colaboradores (2013), que
disefado con el fin de predecir dianas de los efectores TAL de Xanthomonas permitié la
determinacidn de sitios diana en arroz y naranja. Otro programa informatico que permite el
diseio de efectores, asi como la prediccidn de los sitios de unién de los efectores tipo TAL en
cualquier tipo de secuencia dada es “TALE-NT 2.0”, disefiado por Doyle y colaboradores (2012).

32



En el presente trabajo, con el fin de reducir el nUmero de genes candidatos a ser el gen
R responsable de la HR, se ha utilizado la tecnologia “Golden TAL” (Geissler et al., 2011),
basada en la biologia sintética, que permite la construccion de efectores tipo TAL a partir de
repeticiones individuales modulares, lo que posibilita el diseno de un numero de
construcciones diferentes muy elevado. Todas las construcciones de los diferentes sets de
TALEs que se han citado fueron ensayados en N. benthamiana, ya que previamente se habia
comprobado que el sistema de efectores funcionaba correctamente en esta especie vegetal
modelo (Roeschlin et al., 2019). La construccion de los diferentes TALEs con variaciones
respecto al TALE 1 (efector sintético de 7,5 repeticiones que desencadena la HR en la N.
benthamiana) se llevd a cabo, por un lado, con el fin de eliminar ambigliedad en la secuencia
de reconocimiento del mismo, ya que en su estructura contiene RVDs afines por mds de un
nucledtido de la secuencia del gen diana responsable de la HR. De acuerdo a este objetivo, se
construyeron varios sets de TALEs para definir las posiciones 2 y 4 de la secuencia de
reconocimiento. La posicién 2 quedd definida, mientras que en la posicién 4 no se pudo definir
una Unica base, pero si que se redujeron las posibles bases presentes en la secuencia de
reconocimiento.

El otro objetivo principal del trabajo era acotar en mayor medida la secuencia de
reconocimiento en el promotor del gen diana desencadenante de la HR, para lo que se
extendid en una o dos RVDs por su extremo C-terminal. Esta extensién del efector sintético
tiene el objetivo de aumentar la especificidad de la secuencia del gen diana en el genoma de
N. benthamiana. Inicialmente se disefié un set de TALEs a los que se les afiadié una RVD extra
en el C-terminal, pero el ensayo en planta de todos ellos dio lugar a HR en las mismas. Este
resultado no permitié identificar la base que el promotor del gen responsable de la HR tiene en
esa posicion. Este resultado, sin embargo, no es sorprendente, ya que concuerda con la idea
planteada por Meckler y colaboradores (2013) de que las modificaciones en el extremo 5’ de
los efectores TAL disminuyen considerablemente la afinidad de wunién al sitio de
reconocimiento del gen diana responsable de la HR, mientras que en el extremo 3’ no sucede
asi, se aceptan los missmatches, la afinidad por las cuatro bases. Aun asi, una de las posibles
bases quedd descartada, y otra gand fuerza como posible base de la secuencia de
reconocimiento para la posicidon dada, ya que la respuesta que provocé en N. benthamiana fue
notablemente mayor que las otras construcciones.

El ensayo de los efectores tipo TAL en N. benthamiana tiene el objetivo de identificar
el gen R responsable de la HR en esta especie modelo. Este mecanismo puede similar al que
ocurre en citricos, o bien identificar genes diana diferentes causantes de HR. Para
comprobarlo, todas las construcciones se han clonado en vectores de expresion de
Xanthomonas, y serdn ensayadas en citricos en un futuro. Los ensayos en N. benthamiana
dieron como resultado construcciones que provocaron la HR en planta y otras que no lo
hicieron, lo que permitid establecer una secuencia consenso, tal y como se ha explicado
anteriormente. Con esta secuencia consenso el siguiente objetivo seria llevar a cabo la
busqueda de dianas en el genoma junto a un RNA-seq. Se realizaria un andlisis transcriptémico
de todas estas plantas infiltradas para proceder a la busqueda de genes diana en base a su
presencia en el grupo de plantas con la respuesta hipersensible disparada y su ausencia en las
plantas que no dieron respuesta, tal y como plantearon Strauss y colaboradores (2012), en
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cuyo caso les permitiod identificar un gen R candidato, posteriormente confirmado, encargado
del reconocimiento de la proteina efectora tipo TAL AvrBs4 de Xanthomonas.
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6. Conclusiones

- El clonado de efectores bacterianos mediante los métodos de la biologia sintética es
mas sencillo en comparacion a las metodologias de clonado tradicionales, lo que ha
permitido que en el presente Trabajo se hayan disefiado 42 efectores tipo TAL
sintéticos.

- Los efectores tipo TAL construidos mediante biologia sintética son capaces de alcanzar
el nucleo de la célula vegetal y provocar una respuesta en la planta del mismo modo
que los efectores tipo TAL naturales.

- La construccién de TALEs sintéticos, cada uno de ellos con una RVD modificada
respecto al TALE 1, ha permitido concluir que el reconocimiento por parte del efector
es especifico de secuencia, aunque admite un missmatch en las RVDs de los extremos.

- Se ha conseguido acotar los posibles nucledtidos de la secuencia de reconocimiento
del gen diana responsable de la HR en las posiciones 2 y 4. Se ha concluido que la
posicidon 2 de este gen diana estaria ocupada por una T y no por una C, mientras que la
cuarta posicidn podria estar ocupada por cualquiera de los cuatro nucledtidos menos
por A.

- La extensién de una RVDs mas alla de la secuencia del efector natural no ha permitido
obtener nueva informacién acerca de la secuencia de reconocimiento del gen diana
responsable de la HR.

- La extension de dos RVDs mas allad de la secuencia del efector natural ha permitido
concluir que la posicion 10 de la secuencia de reconocimiento del gen diana
responsable de la HR no estaria ocupada por una A. Cualquiera de las otras tres bases
(C, G o T) podria ocupar esa posicion, pero en base a las respuestas observadas en N.
benthamiana, parece mas probable que esa base sea T.

- En resumen, los ensayos en planta de las construcciones generadas han permitido

acotar la secuencia del sitio de reconocimiento del gen diana responsable del
desencadenamiento de la HR en N. benthamiana.
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Anexos

Anexo I: tincion de las membranas con el reactivo Direct Blue.
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