CSIC

i

Universidad Politécnica de Valencia

Departamento de Tecnologia de Alimentos

Consejo Superior de Investigaciones Cientificas

Instituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos

“Cambios de Expresion Génica Asociados a la Respuesta de los
Frutos Citricos Frente a la Infeccion por Hongos del Género

Penicillium”

Memoria presentada por Santiago Alamar Cort para optar al grado

de Doctor por la Universidad Politécnica de Valencia






CIENCIAE DE INVESTIGACIONES

Eg- Frd

MINISTERIO DE S CONSEJO SUPERIOR
:""-j ,

INNOVACION C'Sl'cu CIENTIFICAS

Los Doctores Luis Gonzalez Candelas, Cientifico Titular, Jose Fco. Marcos
Lépez, Cientifico Titular y Lorenzo Zacarias Garcia, Investigador Cientifico,
pertenecientes al Consejo Superior de Investigaciones Cientificas con

destino en el Instituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos

Hacen constar que:

La Tesis Doctoral titulada “Cambios de Expresion Génica
Asociados a la Respuesta de los Frutos Citricos Frente a la Infeccion
por Hongos del Género Penicillium”, presentada por Don Santiago
Alamar Cort para optar al grado de Doctor por la Universidad Politécnica
de Valencia, ha sido realizada en el Instituto de Agroquimica y Tecnologia
de Alimentos (IATA-CSIC) bajo su direccién, y que relune los requisitos

legales establecidos para ser defendida por su autor.

Y para que asi conste a los efectos oportunos, firman el presente

documento en Burjassot, a 24 de Octubre del 2008.

Luis Gonzalez Candelas Jose Fco. Marcos Lépez  Lorenzo Zacarias Garcia






A mi familia.

A Amparo.






“Hay una fuerza motriz mds poderosa que el vapor,
la electricidad y la energia atomica: la voluntad”

Albert Einstein






AGRADECIMIENTOS

En primer lugar, quisiera agradecer a mis directores, Luis Gonzalez,
Jose F. Marcos y Lorenzo Zacarias, por haberme dado la oportunidad de
realizar esta tesis y por toda la inestimable formacién que he recibido de
ellos. Gracias a los tres.

A mis compafieros de laboratorio durante todos estos afios, Alberto,
Beatriz, Ana Rosa, Berta, Anibal, Mario, Lourdes, Belén, Yolanda y
Jacques, con los que he compartido, ademas de reactivos y pipetas,
muchos buenos momentos, dentro y fuera del laboratorio. A Teresa
Lafuente, Maria Jesus Rodrigo y Ana Veyrat por sus consejos y apoyo. A
todas las técnicos, Lolita, Maria José, Ana y Amparo, por su ayuda y
colaboracién. Y a todos los compafieros del grupo de postcosecha que han
aparecido en estos ultimos tiempos, y que me han soportado como vecino
de pasillo.

A las personas con las que he coincidido en el IATA, de los que he
recibido sabios consejos, y con las que también he vivido momentos
entrafables. En especial al grupo de Enzimas, Alvaro, Lola y Julia, por
aguantar mi mal genio y apoyarme durante estos ultimos meses. A Julio
Polaina, por sus consejos y ensefanzas, pero especialmente por su
cercania y comprension.

A todos los trabajadores del IATA, por su disponibilidad y paciencia,
los del almacén, informatica, seguridad, mantenimiento, biblioteca y
administracion. Sin todos ellos esta tesis no habria sido posible.

A todo el equipo del CFGP, y en especial a Pepe, Javier y
M2 Angeles por su ayuda y compafierismo. A Miguel Angel Pérez, por su
colaboracién y asesoramiento en la realizacion de la biblioteca de cDNA de
longitud completa.

A la explotacién de citricos Agrimarba S.A. (Lliria, Valencia) y a
Jose Luis Navarro, por haberme cedido algunos arboles de sus fincas para
la recoleccién de los frutos citricos, que al fin y al cabo, son los
protagonistas de este trabajo.

A Rosaura Farré, tutora de la fase de docencia, y a M2 José Ocio y
Nuria Martinez, tutoras durante el periodo de tesis.



Este trabajo ha sido realizado gracias a becas recibidas por el
Ministerio de Educacion y Ciencia en los proyectos GEN2001-4885-CO5-
04, AGL 2003-01304 y el proyecto intramural 2004 7 OE 150 del CSIC.

Finalmente, quiero dar gracias a mis incondicionales amigos, que
han aguantado mis comentarios “cientificos” sobre la naranja, aunque en la
mayoria de los casos no entendieran de lo que les hablaba. A toda mi
familia, y en especial a mis padres, que me han apoyado siempre, pero
especialmente durante toda mi etapa predoctoral, con la ilusion de ver a su
hijo hecho doctor.

A Ana, que desde que estas dentro de la mama, me has animado a
seguir adelante. A Amparo, por tu sonrisa, tu paciencia y apoyo. Por la fe
que has puesto siempre en mi ;Recuerdas cuando te dije que algun dia
mirariamos atras y nos reiriamos de todo esto? Pues ya esta aqui.



iINDICE GENERAL






Indice general

INTRODUGCCION ...ttt 1
1.....Los hongos como patdgenos de plantas. ..........c.cccceeiciiiiiiiiieeeeieeenn, 4
1.1. Proceso de infeccion de hongos patdgenos de plantas. ................... 4
1.2. Mecanismos de defensa de las plantas. ...........ccccccovveeeiiiiiiiiinninne.n. 5
1.3. Etileno: biosintesis y ruta de sefalizacion ..............ccocceeeeiiciiiicenennn. 20
1.4. Respuesta de los frutos frente a la infeccion. ............ccccceevienennee 25
2.....Podredumbres postcosecha de frutos citricos..........ccccoviiniiiniinnne 28
2.1. Hongos fitopatdégenos de frutos Citricos. ..........cccoceveeviiiveeiccineeeeee, 28
2.2. Medidas de control de enfermedades en frutos citricos. ................. 32
2.3. Respuestas de los frutos Citricos. ..........occciiiiiiiiiiiiiie s 35
3.....Herramientas genémicas en la caracterizaciéon de la interaccién
PlANtA-PALOGENO. ... e 39
3.1. Desarrollo de proyectos de genémica funcional en plantas. ........... 39
3.2. El Proyecto de Genomica Funcional de Citricos ............cccceeeenneen. 42
OBUETIVOS ...ttt ettt eeas 47
MATERIALES Y METODOS ..o s e, 51
U O o =1 o111 01 PR TPRR 53
1.1, Material vegetal. ... 53
V2R |V [Ted foToT y o F=T a1 =] 4T 1= 54
2.....Inoculaciones y toma de MUestra .........cccceevviiiieiiiiiee e 55
2.1, INOCUIACIONES. .....eviiieiiiiie et 55
2.2, Toma de MUESTA. ......ceeeiiiiiiic e 56
3.....Tratamientos y medida de etileno. ............ccoccociiiiiiiniii 57
3.1.  Tratamiento con etileno, 1-metilciclopropeno (1-MCP) y aire.......... 57
3.2. Determinacion de la produccién de etileno y estudio del
desarrollo de 1a INFECCION. ......ccueiiiiiiee e 57
4.....Purificacion y cuantificacion de RNA total y mRNA...........cccooiee 59
4.1. Extraccién de RNA total de tejido de naranja. ...........ccccccceeeeiiiii. 59
4.2. Medida de la cantidad y calidad del RNA. .........ccccooiiiiiiiiiiiiiiee, 60



Indice general

4.3. Purificacion de MRNA ... 60
5., ANAliSiS NOMhEIN .......ouiiiiiiie e 60
5.1. Electroforesis y transferencia del RNA a membranas de

[ F=T1 [ o 1 PRSP 60
5.2. Sintesis y marcaje de las sondas...........cccccceveeeiiiiiiiiiiiie e 61
5.3. Hibridacién y analisis de datos...........cccooviiiiiiiiiie i, 61
6.....Construccion de bibliotecas génicas y analisis de sus

7= o0 = g o3-SR 62
6.1. Biblioteca de ESTs (RiNdPdig24)...........ccoviviiiiiiiiieeeceee e 62
6.2. Biblioteca de cDNAs de longitud completa (PostharvP1)................ 64
6.3. Andlisis de las secuencias de las bibliotecas. .........ccccccccoiiiiiinne. 67
7....Analisis de expresibn génica mediante el empleo de

macromatrices de CDNA. ... e a e 68
7.1. Descripcion de la macromatriz............ccccooveveeiiiiieiiiiieeeeeeeeeeeas 68
7.2. Marcaje con ®¥p de Ia primera cadena de cDNA por

TraNSCIIPCION FMEVEISA. ...coii i e e 69
7.3. Hibridacion de la macromatriz de cDNA y andlisis informatico

A€ 1aS IMAGENES. ...t e e e e e e s e e e e e e s e aaeeeaae s 70
7.4. Secuenciacion de una seleccion de clones de la macromatriz........ 71
8.....Analisis global de expresidbn génica mediante el empleo de

micromatrices de CDNA. ... e 71
8.1. Disefo experimental............ccccuiiiiiieiiiiciiieeee e 72
8.2. Sintesis y purificacion de aminoalil-cDNA (AA-cDNA)..................... 74
8.3. Acoplamiento de los fluoréforos al AA-cDNA vy purificaciéon de

[0S CY'S-CDNA. .. e e e e e e e e e e s et e e e e e e e e aenbrreeeeaeeeeanes 75
8.4. Preparacién de las sondas e hibridacion de las micromatrices

B DN A, e e e e e e e e e e e e e e e e e e nres 75
8.5. Adquisicion y procesado de las imagenes. ..........cccceeeeeeeeiiiiiiinneee, 76
8.6. Ontologias génicas (GO)........couruuiiiiiiiieiiee e 78
RESULTADOS ... ..ottt ettt e e st e e e ennte e e e s antaeeesanraeeaeans 81
1.....Estudio de la implicacion del etileno en la respuesta de frutos

citricos a la infeccion por el hongo P. digitatum..............ccc.ccoooecciiieeeieeiiiicciieeeeen. 83

II



Indice general

1.1. Progreso de la podredumbre verde causada por P. digitatum
en frutos de mandarina ‘Clemenules’. ...........coiv e 83

1.2. Produccién de etileno durante las fases iniciales de la
infeccion de frutos de mandarina con P. digitatum. .............ccccccvevicieienccieeeienn. 85

1.3. Cambios en la expresion de genes implicados en la biosintesis
de etileno durante la infeccion de frutos de mandarina con P. digitatum. .............. 86

1.4. Efecto del pretratamiento con un inhibidor de la accion del
etileno (1-MCP) sobre el desarrollo de la infeccién y la produccién de etileno. ..... 88

2.....Analisis de una biblioteca sustractiva enriquecida en genes
inducidos durante la infeccion de frutos de naranja ‘Navelina’ por el hongo P.
(o To ] 1( .o T SRR 91

2.1. Utilizacibn de wuna biblioteca de cDNA con expresion
diferencial durante la infeccién elaborada mediante la técnica de Hibridacion
Sustractiva mediada por PCR Supresiva (SSH) y de una macromatriz de
cDNA generada apartirde ella..............oooo i 91

2.2. Hibridacién diferencial de la macromatriz con muestras de
infeccion y de herida. .......oooo i 92

2.3. Identificacion de cambios en la expresibn de genes
relacionados con la respuesta de los frutos citricos al etileno, la herida y/o la

1) 2= o7 o (o T o SO 93
2.4, Secuenciacion y andlisis de las secuencias de RindPdigsS. ............ 96
2.5. Caracterizacion transcripcional de la respuesta de frutos de
naranja ‘Navelina’ a la infeccion por P. digitatum. .............cccccoceiiniiiiniiieeien. 99
3.....Generacion de bibliotecas de cDNA de genes expresados
durante 1a INFECCION. ......c.ueiii e e e e e 104
3.1. Construccion de las bibliotecas de cDNA RindPdig24 vy
POSTNAIVP A, e e e e e 104
3.2. Comparacion de las bibliotecas de cDNA RindPdig24 vy
POStNArVP 1. e 106
3.3. Andlisis de las bibliotecas PostharvP1, RindPdig24 vy
RindPdigS en el contexto del Proyecto de Gendmica Funcional de Citricos....... 112

4.....Andlisis global de la expresion génica en frutos de mandarina
‘Clemenules’ en respuesta a la infeccion por P. digitatum mediante
hibridacién con una micromatriz de cDNA del Proyecto de Gendmica
Funcional de CitriCOS. ... e e 116

4.1. Elaboraciéon de la muestra de referencia. ...........cccoeeevevviiiviviieneennns 116

III



Indice general

4.2, HIbridacCiONES. ........uuuueii e 117
4.3. Expresion diferencial en las condiciones de estudio. .................... 119
4.4. Anotacion funcional. ... 125

4.5. Andlisis de la expresion de genes relacionados con

patogénesis, estrés oxidativo, transcripcion y sefalizacion. ..............cccccvveeeeen... 137
5.....Andlisis de la expresion génica en frutos citricos en respuesta a
herida, infeccién y etileno mediante hibridacién Northern. ... 143

5.1. Expresion diferencial de genes de frutos citricos en respuesta
AlainfeCCiON. ... 144

5.2. Implicacion del etileno en la expresion de genes por la
infeccion de frutos CItrCOS.........eeiiiiiiiii e 153

5.3. Comparacion de la respuesta de naranjas ‘Navelate’ a la

infeccién con hongos patégenos y no patégenos del género Penicillium. ........... 159
DISCUSION ..ottt 167
1.....Caracterizacion molecular de la interaccién fruto-patégeno............. 169
1.1. Infeccién de frutos citricos por hongos del género Penicillium....... 170
1.2. Variabilidad experimental del patosistema fruto citrico-P.

Lo fo €1 (7 ¢ PRSP 171
2.....Aplicacién de herramientas gendmicas en el estudio de la

interaccidn fruto Citrico-P. digitatum...............ccociiiiii i 174
2.1, AnAlisis de SECUENCIAS. .......uuuiiiiiieeeieiiieece e 174
2.2. Hibridaciones de matriCes. ........ccccuiiiiiiiiiiiiieie e 179

2.3. Anotacion funcional global de la respuesta del fruto citrico a la

INfeCCion Por P. digitatUum. ............coccuuiiiiiiiiie e 183
3.....Redireccionamiento del metabolismo celular del fruto en

respuesta a la infeccibn por P. digitatum. Implicacion del metabolismo

LS o U o F= T o TS 191
3.1. Biosintesis de corismato/siquimato...............cccoeeeiiiiiieiiiieeiicinne. 193
3.2. Biosintesis de Isopentenildifosfato (IPP)..........cccceiiiiiiiiiiienennnne 195
3.3. Metabolismo de fenilpropanoides. ..........cccccoviiiiiiiii 198
3.4. Metabolismo de alcaloides. ............coooevviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeens 201

3.5. Expresion de genes del metabolismo secundario en los frutos
citricos por la interaccion con diferentes hongos del género Penicillium. ............ 204

v



Indice general

4.....Sefalizacion de respuestas de defensa del fruto citrico a la

infeccion. Implicacion del etileno. .............eooviiiiiiiiii e 206
4.1. Produccién de etileno en la respuesta del fruto a la infeccion....... 209
4.2. Estudio de la induccién de la sintesis de etileno durante la

infeccion por anotacion funcional...............ccooeeeiiiiiiiiiiiie e 211
4.3. ¢Estaimplicado el etileno en la respuesta de defensa del fruto

durante 12 INfECCIONT ...t 213
CONCLUSIONES...... ottt e e e e e s sntae e e e arneeaeenes 221
BIBLIOGRAFIA ...ttt 227






Indice de figuras

iNDICE DE FIGURAS

Figura 1. Modelo de interaccién entre rutas de sefalizacion hormonal
durante la interaccion planta-patoigeno ... 12

Figura 2. Estructura de algunos compuestos de interés en la respuesta de
las plantas a 1a INfECCION . ........ooiiiiiiii e 17

Figura 3. Ruta de biosintesis de etileno. Abreviaturas: ACC, acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico; ACO, ACC oxidasa; ACS, ACC sintasa; SAM, S-
F= 1o [T Lo TS R 011 (o) 110 = [ 21

Figura 4. Esquema simplificado de la ruta de sefializacién de etileno ....23

Figura 5 Sintomas sobre frutos citricos de podredumbres postcosecha .29

Figura 6. El Proyecto de Gendémica Funcional de Citricos (CFGP) ......... 42
Figura 7. Variedades de frutos citricos utilizados durante el trabajo de
LE ] TR 53
Figura 8. Penicillium digitatum ..................cccce i 54

Figura 9. Estudio del desarrollo de la infeccion en frutos previamente
1= =T £=To [ TSI o I - - T PR 58

Figura 10. Esquema de la sintesis de cDNA mediante el kit “BD smart™
PCR CDNA SINESIS” ....eiiiiieiiii ettt bbb 65

Figura 11. Electroforesis de los cDNAs obtenidos tras la digestion con Sfi |
previo a la insercidn en el vector pPENTR .........ouiiiiiiiiiie e, 66

Figura 12. Disefio de la macromatriz de cDNA elaborada a partir de clones
procedentes de la biblioteca RindPdigS . ..., 69

Figura 13. Disefio experimental de las hibridaciones a realizar con las
MICTOMATIICES ...eiiiiiiiie ettt e e s e e 73

Figura 14.. Incidencia de la infeccion en frutos de mandarina ‘Clemenules’
inoculadas con 3 concentraciones (10%, 10° y 10° conidios/mL) del hongo P.
(o To ] = 1 .1 ISR 83

Figura 15. Fotografias representativas de la evolucion de la podredumbre
verde causada por P. digitatum a 10% CONMIAIOS/ML ..o 84

VII



Indice de figuras

Figura 16. Produccion de ET en frutos de mandarina ‘Clemenules’ heridos
o infectados con P. digitatum a 10° conidios/mL y en frutos control intactos ........ 85

Figura 17. Andlisis Northern de CSACS1, CSACS2y CsACO en corteza de
frutos de mandarina ‘Clemenules’ después de la herida y durante el desarrollo de
la infeccion con P. digitatum (106 conidios/mL) a 8, 16, 24 y 48 horas respecto al
o] 11 o] SR 87

Figura 18. Incidencia de la infeccién en frutos de ‘Clemenules’ tratados
con diferentes concentraciones de 1-MCP e inoculados con P. digitatum a 5 x 10°
con/mL, frente a frutos tratados con aire ...........cccooiiiiiiii i 89

Figura 19. Produccién de ET en frutos de ‘Clemenules’ tratados con dos
concentraciones de 1-MCP e infectados con P. digitatum (5 x 10° con/mL) frente a
frutos tratados CON AINe ........ooiiiiiiii e 90

Figura 20. Imagenes comparadas de la hibridacién de la macromatriz
generada a partir de la biblioteca RindPdigS ..........ccccoiiiiiiiiiii e, 92

Figura 21. Grafico obtenido con el programa ArrayStat a partir del analisis
de expresion que relaciona la intensidad de sefal (Logi(l x W)) frente a la
expresioén diferencial (Logy(I/W)) para cada clon de la macromatriz. .................... 93

Figura 22. Detalle representativo de la hibridacion de las macromatrices

Figura 23. Diagramas de Venn que muestran la distribucién de los clones
de RindPdigS presentes en la macromatriz segun sus patrones de expresion
diferencial, inducidos (A) o reprimidos (B) respecto a aire para las condiciones de
herida, infeccién con P. digitatum (10° conidios/mL) o aplicacion de ET exdgeno
O o] o] 1 1 PSR 95

Figura 24. Analisis Northern del material utilizado en la sintesis de la
biblioteca de cDNA PostharvP1 . ... 104

Figura 25. Estimacién del tamafo medio de los insertos de cDNA
clonados en la biblioteca RiNAPdIig24 . ...........cooooiiiiie e 106

Figura 26. Distribuciéon de los unigenes de las bibliotecas RindPdig24 y
0TS 4 F= T Y S URERR 108

Figura 27. Distribucion en categorias funcionales de los unigenes de las
bibliotecas RindPdig24 y PostHarvP1 con homologos en A. thaliana ................. 109

VIII



Indice de figuras

Figura 28. Distribucibn de los agrupamientos en las bibliotecas
RINAPdig24 y PoStharvP 1 ... 110

Figura 29. Electroforesis en gel de agarosa 1% de los RNAs utilizados en
la elaboracion de la muestra de referencia, correspondientes a frutos de dos
campanas distintas ...........ccc s 117

Figura 30. Esquema del disefio experimental empleado en la hibridacion
de 1aS MICIOMALIICES ...oiiiieiiie e e e e e e e eeeeeeas 118

Figura 31. Imagenes de la hibridacién de una micromatriz .................. 118

Figura 32. Arbol jerarquico de los unigenes significativos obtenido a partir
del analisis SAM ("Significance Analysis of Microarrays") entre todas las
condiciones de estudio ... 119

Figura 33. Diagramas de Venn que muestran la distribucion de los genes
presentes en la macromatriz segun sus patrones de expresion diferencial,
inducidos (A) o reprimidos (B) respecto a aire para las condiciones de herida,
infeccion con P. digitatum (106 conidios/mL) o aplicacion de ET exdgeno (10 ppm)

Figura 34. Perfiles de expresion de 13 unigenes de citricos presentes en
la micromatriz que presentan la maxima similitud con el gen At5g54160 de A.
thaliana, que codifica una cafeil O-metil transferasa ............ccccccceeiiiiiiiiiiienenn... 126

Figura 35. Representaciéon conjunta de las rutas de sintesis de ET a partir
de metionina, ciclo de la metionina y ciclo de SAM, mediante el uso del programa
informatico “OMICS viewer” de “AraCyc 4.0” .......cccceeeieeiiiicieeeee e, 132

Figura 36. Representacion de la ruta de la sintesis de acido jasmonico,
mediante el uso del programa informético “OMICS viewer” de “AraCyc 4.0” ...... 133

Figura 37. Representacion de la ruta de la sintesis de los aminoacidos
aromaticos triptéfano y L-fenilalanina, mediante el uso del programa informatico
“OMICS viewer” de “AraCycC 4.07 ... 134

Figura 38. Representacion del metabolismo de fenilpropanoides a partir
de la fenilalanina, mediante el uso del programa informatico “OMICS viewer” de
“AFACYC 4.07 . e e b e e e e e e e anbeeeeeane 135

Figura 39. Representacién de la biosintesis de isoprenoides, mediante el

uso del programa informatico “OMICS viewer” de “AraCyc 4.0” .........cccceeeeeeeennn. 136

IX



Indice de figuras

Figura 40. Imagen de la hibridacion de los filtros utilizados para el analisis
Northern hibridados con un fragmento del gen 26 rRNA de C. sinensis ............. 145

Figura 41. Analisis Northern de genes relacionados con el metabolismo
secundario: sintesis de aminoacidos precursores del metablolismo secundario y
fENIProPaANOIAES ........eeeiiiiiiee e e e a e e 147

Figura 42. Analisis Northern de genes relacionados con el metabolismo
secundario: fenilpropanOIdes ..............cooiiiiiiiiiiiee e 149

Figura 43. Analisis Northern de genes relacionados con el metabolismo
= Tot 0 g o b= T o =1 [or=1 Lo (o L= S 150

Figura 44. Analisis Northern de genes relacionados con el metabolismo
secundario: isoprenoides y derivados de isoprenoides ...........cccccceeieiiiiiiiiiieeenn. 151

Figura 45. Analisis Northern de genes relacionados con la sintesis de ET y
el metabolismo de la S-adenosilmetionina (SAM) ........ccccciiiiiiiiii 154

Figura 46. Analisis Northern de genes con expresion diferencial en
respuesta a ET en frutos Clemenules recién recogidos del campo (0), pretratados
con aire (A), ET (10 ppm) (E) y 1-MCP (500 ppb) (M) en tres réplicas diferentes

Figura 47. Analisis Northern de genes de naranjas ‘Navelate’ con
expresion diferencial en respuesta a la infeccidn y al tratamiento con ET siguiendo
cuatro tipos de patrones: genes inducidos tanto por el tratamiento con ET como
por la infeccién (Patron 1), genes que se inducen por el tratamiento por ET pero
que no responden a la infeccion (Patrédn 2), genes que no responden al ET pero
que se inducen en respuesta a la infeccion (Patrén 3), y genes que no responden
ni al tratamiento con ET ni como respuesta a la infeccion (Patron 4) . ................ 157

Figura 48. Analisis Northern de genes de mandarinas ‘Clemenules’ con
expresion diferencial a la infeccién y al tratamiento con ET siguiendo cuatro tipos
de patrones: genes inducidos tanto por el tratamiento con ET como por la infeccién
(Patréon 1), genes que se inducen por el tratamiento por ET pero que no responden
a la infeccién (Patrén 2), genes que no responden al ET pero que se inducen
durante el proceso de infeccién (Patrén 3), y genes que no responden ni al
tratamiento con ET ni como respuesta a la infeccion (Patrén 4) ............cccoeee. 158

Figura 49. Incidencia de la infeccion de naranjas ‘Navelate’ causada por
los aislados PHI-1 de P. digitatum, PHI-8 de P. brevicompactum, PHI-26 de P.
digitatum y PHI-65 de P. @XPansSuUm . ..o 160



Indice de figuras

Figura 50. Tincion con azul de metileno (RNA tot) e hibridaron con un
fragmento del gen 26 rDNA de C. sinensis (26S rDNA C. sinensis), de dos filtros
utilizados para hibridacion Northern con RNA de frutos ‘Navelate’ heridos o
infectados con 10° conidios/mL de cuatro hongos diferentes del género Penicillium.

Figura 51. Analisis Northern de genes relacionados con la sintesis de ET y
el metabolismo de S-adenosil metionina (SAM) durante la infeccién por hongos del
GENEIO PENICIHTIUM ... e 162

Figura 52. Analisis Northern de genes de naranjas ‘Navelate’ relacionados
con el metabolismo de fenilpropanoides durante la infeccion por hongos del
GENEIO PENICIHTIUM ...t 163

Figura 53. Analisis Northern de genes relacionados con el metabolismo de
alcaloides durante la infeccion por hongos del género Penicillium ..................... 164

Figura 54. Analisis Northern de genes relacionados con el metabolismo de
isoprenoides y derivados de isoprenoides durante la infeccién por hongos del
GENEIO PENICIlIUM ... e e 165

Figura 55. Analisis Northern de genes de localizacion metabdlica
desconocida durante la infeccion por hongos del género Penicillium ................. 166

Figura 56. Nivel de expresion del unigen 7117 presente en la micromatriz,
con homologia a una lipoXigenasa . .......c.eceeiiiiiii i 173

Figura 57. Esquema del alineamiento de los unigenes N14G04, P-27 y P-
03, pertenecientes a la bilblioteca de cDNA RindPdigS, con el unigen
aCL246Contig2 de la base de datos del CFGP, con homologia a Nectarina 5 ..183

Figura 58. Esquema de las rutas del metabolismo secundario de frutos
Lo 1 [T 1 O PERPT T ORP 192

Figura 59. Biosintesis de IPP en las células vegetales mediante la ruta del
mevalonato en el citosol y la ruta del MEP en los plastidios ...........cccccocoeieinnne 196

XI






Indice de tablas

iINDICE DE TABLAS

Tabla 1. Resumen de las caracteristicas de las bibliotecas de cDNA
utilizadas durante este trabajo ..........coooiiiiiiiiiii 67

Tabla 2. Esquema de las muestras de RNA utilizadas para la elaboracién
de la muestra de referencia .........cccoiieiiiiiiii 73

Tabla 3. Caracteristicas generales del agrupamiento de las ESTs de la
coleccion RindPdigS después de su secuenciacion ...........cccceeeeveeeeiniccciiieeneeennn. 97

Tabla 4. Distribucion de las ESTs de la biblioteca RindPdigS con
homélogos en A. thaliana en categorias funcionales, usando la base de datos del
Y 2 RSP 98

Tabla 5. Anotacion de los unigenes que contienen 4 o mas ESTs de la
coleccion RINAPAIGS ..o e 100

Tabla 6. Unigenes con mayor induccién en infeccion respecto a heridade
la biblioteca RINAPAIGS ..........ooiiiiiii e 104

Tabla 7. Estadisticas de las bibliotecas de cDNA RindPdig24 y PostharvP1
y del conjunto de ambas bibliotecas .........cccccevvviiiiiiii 107

Tabla 8. Anotacion de los unigenes que contienen 4 o mas ESTs en
alguna de las bibliotecas RindPdig24 o PostharvP1 ... 110

Tabla 9. Analisis comparativo de Ontologias génicas (GO) en la categoria
de “proceso biolégico”, para las tres colecciones de infeccién y para el conjunto de
COleCCIONES AEI CFGP.......ooiiiiiiiie ettt e e 113

Tabla 10. Analisis comparativo de Ontologias génicas (GO) en la
categoria de “funcion molecular” para las tres colecciones de infeccién y para el
conjunto de colecciones del CFGP ...........cooiiiiiiiii e 114

Tabla 11. Andlisis comparativo de Ontologias génicas (GO) en la
categoria de “componente celular” para las tres colecciones de infeccion y para el
conjunto de colecciones del CFGP ...........cooiiiiiiiiii e 115

Tabla 12. Unigenes de la micromatriz con mayor induccion en infeccidén
respecto a herida (FDR<1%). Para cada unigen, se muestra la relaciéon entre su
expresion en las condiciones de infeccion (1), etileno (E) y herida (W) respecto a
aire (A), y de infeccion respecto a herida, como logaritmo en base 2 de sus
cocientes (SAM; FDRSTY0) . coouiiiiieieiiee ettt 123

XIII



Indice de tablas

Tabla 13. Unigenes de la micromatriz con mayor represion en infeccion
respecto a herida (FDR<1%). Para cada unigen, se muestra la relaciéon entre su
expresién en las condiciones de infeccion (1), ET (E) y herida (W) respecto a aire
(A), y de infeccion respecto a herida, como logaritmo en base 2 de sus cocientes
(SAM; FDRSTY0) eeeeeeiitiiee ettt ettt e e e tee e e et e e e e ntee e e eneeas 124

Tabla 14. Anotacién funcional por Ontologias Génicas (GO) de los
procesos biologicos significativos “no redundantes” de los genes de frutos
‘Clemenules’ con induccion en respuesta a la infeccion con P. digitatum (‘IO6
conidios/mL) respecto a herida, con el programa FatiGO+ (Babelomics). Se incluye
el valor de p corregido por FDR y el nivel GO de cada proceso biolégico .......... 127

Tabla 15. Analisis de la anotacion funcional por Ontologias Génicas
(Procesos biologicos) de genes con expresion diferencial en frutos ‘Clemenules’
en las condiciones de tratamiento con ET (10 ppm) (E), herida (W) e infeccion con
P. digitatum (10° conidios/mL) (1) frente al tratamiento con aire (A) .................... 128

Tabla 16. Unigenes de la micromatriz relacionados con la transcripcion y
sefalizacion, con mayor expresion diferencial (FDR<1%), tanto por induccién
como represion, en infeccidn respecto a herida y/o aire . ........ccccoeciiiiiieeeene 138

Tabla 17. Unigenes de la micromatriz relacionados con el estrés oxidativo
con mayor expresion diferencial (FDR<1%), tanto por induccién como represion,
en infeccion respecto a herida y/0 @ire . .......occeeeiiiiiiii i 140

Tabla 18. Unigenes de la que codifican proteinas PR con mayor expresion
diferencial (FDR<1%), tanto por induccién como represion, en infeccion respecto a
NErida Y/0 @IME . .o 142

Tabla 19. Unigenes con mayor expresion en infeccion por P. digitatum (1)

respecto a aire (A), segun los resultados de hibridacién con macromatrices y
MUCTOMALIICES ... 181

XV



RESUMEN/SUMMARY/RESUM






Resumen

“Cambios de expresiéon génica asociados a la respuesta de los
frutos citricos frente a la infeccion por hongos del género
Penicillium”

La infeccion producida por P. digitatum y P. italicum es una de las
principales causas de pérdidas durante la postcosecha de frutos citricos.
Los problemas derivados de la aplicaciéon de fungicidas quimicos utilizados
en su control justifican la busqueda de alternativas eficaces. El
conocimiento de las bases de la interaccidn planta-patdbgeno y los
mecanismos de defensa de las plantas son fundamentales en el desarrollo
de alternativas para el control de patologias vegetales. Hasta la fecha, hay
pocos estudios sobre los procesos implicados en la respuesta de defensa
de los frutos frente a la infeccién por hongos fitopatégenos.

Durante el desarrollo de este trabajo hemos empleado diferentes
aproximaciones de genomica funcional para profundizar en la respuesta de
los frutos citricos a la infeccién por hongos del género Penicillium. Hemos
elaborado dos bibliotecas de cDNA: RindPdig24 se obtuvo de frutos de
mandarina ‘Clemenules’ a las 24 horas después de ser heridos e
infectados por P. digitatum, mientras que PostharvP1 se obtuvo de frutos
de mandarina ‘Clemenules’ heridos y frutos heridos e infectados por P.
digitatum a diferentes tiempos, y esta enriquecida en cDNAs de longitud
completa. Junto a ellas, se analizé una tercera biblioteca substractiva de
cDNA elaborada previamente, RindPdigS, enriquecida en genes
especificos de infeccion de naranja ‘Navelina’. La secuenciacion masiva de
clones de estas tres bibliotecas, su anotacién y categorizacién funcional ha
permitido obtener una representacién global de los genes expresados en el
fruto de los citricos durante el proceso de infeccién. Asi, se han
secuenciado un total de 2.505 clones distintos e identificado 1.941
unigenes. Los datos se han integrado en el Proyecto Espafiol de Gendémica
Funcional de Citricos (CFGP). ElI 25% del total de clones no tienen
homologia en las bases de datos publicas y el 26% de los unigenes no
estdn presentes en ninguna otra biblioteca de cDNA del CFGP. Estos
datos indican que la respuesta del fruto citrico a la infeccidon presenta
particularidades importantes que merecen un estudio detallado, y que una
parte importante de la misma es relativamente desconocida.

Hemos realizado estudios de expresion génica a partir del empleo,
por un lado, de una macromatriz conteniendo 1.436 clones seleccionados
aleatoriamente de RindPdigS y, por otro lado, de la micromatriz 7K
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generada en el marco del CFGP y que contiene 12.671 clones, que
corresponden a 6.333 unigenes. La hibridacidon de estas matrices ha
permitido caracterizar el perfil global de expresion en distintos tratamientos
relacionados con la infeccién. Se ha estudiado de forma mas detallada los
cambios de expresion de genes individuales en respuesta a la herida o
infeccion por distintos hongos del género Penicillium. El analisis global de
los resultados muestra de forma mas relevante un redireccionamiento del
metabolismo general del fruto citrico durante la infeccién hacia rutas del
metabolismo secundario implicadas en la sintesis de compuestos
relacionados con respuestas de defensa, en especial de la familia
fenilpropanoides y alcaloides, identificando genes relevantes a partir de su
abundancia o nivel de expresion. Estas secuencias génicas enriquecen
notablemente el repertorio de genes implicados en la biosintesis de
distintas familias de compuestos del metabolismo secundario. Asimismo,
hemos realizado estudios encaminados a determinar la implicacion de la
hormona vegetal etileno en la respuesta de frutos citricos a la infeccion.
Los resultados indican que aunque el etileno es un mediador de una parte
importante de las respuestas frente a la infeccion, deben existir otros
mecanismos adicionales de regulacién.
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Summary

“Changes in gene expression in citrus fruits in response to the
infection by fungi from the genus Penicillium”

Infection produced by P. digitatum and P. italicum is one of the main
causes of losses during postharvest of citrus fruit. Problems derived from
the application of chemical fungicides for its control justify the search of
efficient alternatives. Knowledge of the basis of plant-pathogen interaction
and plant defence is essential for the development of alternatives to control
plant pathologies. So far, there are few studies dealing with the processes
involved in the defence response of fruits to infection by phytopathogenic
fungi.

During the development of this work we have used different
functional genomics approaches to analyse the response of the citrus fruit
to the infection by fungi from the genus Penicillium. We have obtained two
cDNA libraries: RindPdig24 was made from ‘Clemenules’ mandarin fruits
24 hours after being wounded and inoculated with P. digitatum, whereas
PostharvP1 was made from wounded ‘Clemenules’ mandarin fruits, and
from fruits that had been wounded and inoculated with P. digitatum, at
different times after inoculation, and it is enriched in full-length cDNAs. In
addition, a previous cDNA subtractive library, RindPdigS, which is enriched
in infection-responsive genes of ‘Navelina’ oranges, was also studied.
Massive sequencing of clones from these three libraries, sequence
annotation and functional categorization, offer a global representation of the
genes expressed in the citrus fruit during the infection. A total of 2.505
different clones have been sequenced, and 1.941 unigenes have been
identified. Data have been integrated within the Spanish Citrus Functional
Genomic Project (CFGP). Twenty five percent of the clones do not have
homology in public databases, and twenty six percent of the unigenes are
not present in any other cDNA library of the CFGP. We conclude that the
response of citrus fruit to infection has distinctive features that deserve
detailed analyses, being a significant part of the response relatively
unknown.

In a second part, we have carried out gene expression studies
through array technology using a cDNA macroarray containing 1.436
clones randomly selected from RindPdigS, and a 7k cDNA microarray
constructed by the CFGP consortium that contains 12.671 clones grouped
into 6.333 unigenes. Hybridization of these arrays allowed the
characterization of the global expression profile in different treatments
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related to infection. Individual changes in gene expression in response to
wounding or infection by different fungi from the genus Penicillium have
also been studied in detail. Taken together, the results show noteworthy
changes during infection of the fruit metabolism towards specific secondary
metabolism pathways involved in the synthesis of defence related
compounds, specially of the phenilpropanoid and alkaloid families,
identifying significant genes from their abundance or expression level.
These represent an enrichment of the repertoire of genes involved in the
biosynthesis of secondary metabolites belonging to different families.

Finally, we carried out studies towards the elucidation of the
involvement of the plant hormone ethylene in the response of citrus fruits to
the infection. The results obtained suggest that although ethylene is an
important mediator of this response, there are probably additional
mechanisms/regulators involved.
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“Canvis d’expressié génica associats a la resposta dels fruits
citrics contra la infeccié per fongs del génere Penicillium”

La infeccié produida per P. digitatum y P italicum és una de les
principals causes de pérdues durant la postcollita de fruits citrics. Els
problemes derivats de I'aplicacié de fungicides quimics utilitzats en el seu
control justifiquen la recerca d’alternatives eficaces. El coneixement de les
bases de la interaccié planta-patogen i els mecanismes de defensa de les
plantes sén fonamentals en el desenvolupament d’alternatives per al
control de patologies vegetals. Fins I'actualitat, hi ha pocs estudis sobre el
processos implicats en la resposta de defensa dels fruits contra la infeccié
per fongs fitopatogens.

Durant el desenvolupament d’aquest treball hem emprat diferents
aproximacions de genomica funcional per a aprofondir en la resposta dels
fruits citrics a la infeccio per fongs del génere Penicillium. Hem elaborat
dues biblioteques de cDNA: RindPdig24 s’obtingué de fruits de mandarina
‘Clemenules’ a les 24 hores després de ser ferits i infectats per P.
digitatum, mentre que PostharvP1 s’obtingué de fruits de mandarina
‘Clemenules’ ferits i infectats per P. digitatum, a diferents temps, i esta
enriquida en cDNAs de longitud completa. Junt a elles, es va analitzar una
tercera biblioteca subtractiva de cDNA elaborada préviament, RindPdigS,
enriquida en gens especifics d’infecci6 de taronja ‘Navelina’. La
sequienciacio massiva de clons d’estes tres biblioteques, la seua anotacié i
categoritzacié funcional ha permés obtenir una representacié global dels
gens expressats en el fruit dels citrics durant el procés d’infeccio. Aixi,
s’han sequenciat un total de 2.505 clons diferents i identificat 1.941
unigens. Les dades s’han integrat en el Projecte Espanyol de Gendmica
Funcional de Citrics (CFGP). El 25% del total de clons no tenen homologia
en les bases de dades publiques i el 26 % dels unigens no estan presents
en cap altra biblioteca de cDNA del CFGP. Estes dades indiquen que la
resposta del fruit citric a la infeccié presenta particularitats importants que
mereixen un estudi detallat i que una part important de la mateixa és
relativament desconeguda.

Hem realitzat estudis d’expressié génica a partir de I'is, per una
banda, duna macromatriu que conté 1.436 clons seleccionats
aleatdériament de RindPdigS i, daltra banda, de la micromatriu 7K
generada en el marc del CFGP i que conté 12.671 clons que corresponen
a 6.333 unigens. La hibridacié d’estes matrius ha permés caracteritzar el
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perfil global d’expressié en distints tractaments relacionats amb la infecci6.
S’han estudiat de manera més detallada els canvis d’expressio de gens
individuals en resposta a la ferida o infeccié per distints fongs del génere
Penicillium. L’analisi global dels resultats mostra de forma més rellevant un
redireccionament del metabolisme general del fruit citric durant la infeccio
cap a rutes del metabolisme secundari implicades en la sintesi de
composts relacionats amb respostes de defensa, en especial de la familia
dels fenilpropanoides i alcaloides, identificant gens rellevants a partir de la
seua abundancia o nivell d'expressié. Estes seqiiéncies géniques
enriqueixen notablement el repertori de gens implicats en la biosintesi de
distintes families de composts del metabolisme secundari. Aixi mateix, hem
realitzat estudis encaminats a determinar la implicaci6 de I'’hormona
vegetal etilé en la resposta de fruits citrics a la infecci6. Els resultats
indiquen que encara que l'etilé és un mediador d’una part important de les
respostes contra la infeccid, es possible que existisquen altres
mecanismes addicionals de regulacié.
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Introduccion

Los citricos constituyen el primer cultivo frutal del mundo, con una
produccién de 92 millones de toneladas en la campafia 2004/05. Espafia
es el quinto productor mundial de frutos citricos, después de Brasil, EEUU,
China y México, con una produccién de 6,1 millones de toneladas y
300.000 hectareas de cultivo, y el primer exportador de fruta fresca, con
3,5 millones de toneladas, casi cuatro veces mas que el siguiente
exportador, EEUU (FAO, 2005, http://www.fao.org). Aproximadamente el
45% de la produccion es de naranjas dulces, el 41% de mandarinas y el
13% de limones. La Comunidad Valenciana, con una produccion de 3,8
millones de toneladas, representa un 70% de la produccion nacional y un
68% de la superficie de cultivo (MAPA, 2005, http://www.mapa.es).

Aunque es dificil de cuantificar, se estima que las enfermedades
son la causa de entre un 12 y un 20% de las pérdidas de la produccién
total en la agricultura (Knight et al., 1997). En el caso de los frutos citricos,
la infeccién por hongos fitopatégenos es una de las principales causas de
pérdidas durante su postcosecha, estimandose entre un 3 y un 6% del
producto manejado en las centrales hortofructicolas (Tuset, 1987, Perucho,
2002). Los hongos Penicillium digitatum y Penicillium italicum, causantes
de la podredumbre verde y azul de frutos citricos, respectivamente, son los
que presentan mayor incidencia, pudiendo llegar a producir el 80% de las
infecciones postcosecha de citricos (Tuset, 1987).

Actualmente, el método principal de control de hongos patdgenos
en citricos se realiza mediante la aplicacion de fungicidas quimicos, que en
el caso de la postcosecha de citricos son principalmente derivados del
benzimidazol, como el tiabendazol, y del imidazol, como el imazalil. Sin
embargo, el empleo de estos compuestos no esta exento de
inconvenientes. El problema que representan los residuos de productos
quimicos para la salud humana y el medio ambiente, junto a los que se
derivan de la aparicibn de cepas resistentes y unas normativas mas
estrictas, han incentivado los estudios de métodos alternativos a los
procedimientos habituales de control de hongos.

El conocimiento de las bases de la interaccién planta-patégeno es
fundamental en el desarrollo de alternativas para el control de
enfermedades vegetales. La gran mayoria de los estudios realizados en
este sentido se centran en la respuesta frente a la infeccion de la parte
vegetativa de la planta. Sin embargo, y a pesar de su importancia
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agroalimentaria, hay pocos estudios sobre la respuesta de los frutos frente
al ataque por patdégenos, y mas escasos todavia son aquellos que abordan
este conocimiento desde el punto de vista molecular.

Los estudios realizados sobre frutos citricos muestran que la
infeccion por P. digitatum conlleva la liberacion de grandes cantidades de
etileno (ET), producido tanto por el fruto como por el hongo (Achilea et al.,
1985b). EI ET es una hormona vegetal gaseosa asociada a distintos
procesos de desarrollo, senescencia y respuesta a estrés de plantas,
incluida la respuesta frente a la infeccidon por microorganismos patégenos
(Broekaert et al., 2006). Trabajos previos del “Laboratorio de Fisiologia y
Biotecnologia Postcosecha” del IATA estudiaron la regulacion de la
sintesis de ET en frutos citricos como respuesta a la infeccion fungica, y
cdmo la percepcion del ET influye en la induccién de respuestas de
defensa, mostrando distintos patrones de regulacién de genes especificos
en la respuesta a la infeccion por P. digitatum (Marcos et al., 2005).

Este trabajo se centra en el estudio de las bases moleculares,
mediante el empleo de técnicas de alto rendimiento, de la respuesta de los
frutos citricos a la infeccidbn por hongos del género Penicillium y la
determinacion de la posible implicacion del ET como mediador de dicha
respuesta.

1. Los hongos como patégenos de plantas.

Los hongos constituyen un amplio grupo de organismos eucariotas,
de nutricion heterétrofa, presentes en la mayor parte de los habitats del
planeta. Existen unas 100.000 especies de hongos, de las que
aproximadamente el 10% son capaces de colonizar tejidos vegetales, de
ellas, unas 8.000 pueden llegar a producir algun tipo de enfermedad o
desorden en las plantas (Schafer, 1994; Knogge, 1996).

1.1. Proceso de infeccion de hongos patégenos de plantas.

Cada tipo de hongo ha desarrollado un modo especifico de invadir y
colonizar su planta huésped (Agrios, 2007). Algunas especies penetran
directamente a través de la piel mediante presibn mecanica o ataque
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enzimatico. Otros penetran a través de los orificios naturales de la planta
(estomas o lenticelas). Un tercer grupo de organismos solamente invaden
tejido que ha sido previamente dafiado. Una vez se encuentra dentro de la
planta, el patéogeno se clasifica en tres grupos segun su estrategia de
colonizacion.

Los hongos necrétrofos son aquellos que matan las células de la
planta para obtener los nutrientes necesarios para su desarrollo, como
Penicillium sp., Botrytis sp., o Alternaria sp. Estos suelen ser patégenos de
un numero amplio de especies de plantas. Por ejemplo, existen hongos de
los géneros Pythium y Botrytis capaces de atacar a mas de 200 especies.
Sin embargo, algunos necrétrofos también producen toxinas especificas de
huésped que son activas solamente frente a una o pocas especies de
plantas.

Los hongos biétrofos, por el contrario, mantienen las células de la
planta huésped vivas, y generalmente muestran un alto grado de
especializaciébn sobre una especie determinada de planta. Estos
organismos a menudo forman una estructura de penetracién en el tejido de
la planta para introducirse en la célula y luego un haustorio especializado
en la alimentacién, que maximiza la absorcion por el patégeno de agua y
nutrientes de la planta.

Los hongos hemibiétrofos tienen un comportamiento secuencial
de biotrofo y necrotrofo, manteniendo inicialmente vivas a las células de la
planta, pero matandolas en etapas posteriores de la infeccion. Esto ocurre
al aumentar las necesidades nutricionales del patégeno por el aumento de
su biomasa. Este tipo de patdgenos son los causantes de algunas de las
mayores plagas de la historia, como el caso de Phytophtora infestans,
causante de la plaga de la patata en Irlanda en 1846, que provocé la
emigracion de mas de un milléon de personas a los Estados Unidos y otros
paises.

1.2. Mecanismos de defensa de las plantas.

En general, las plantas se defienden de los patégenos por la
combinacién de dos tipos de defensa: una defensa estructural, que actua
como barrera fisica e inhibe la entrada y proliferacién del patégeno, y una
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defensa bioquimica, que produce sustancias que son directamente
téxicas para el patdégeno o crean condiciones para inhibir su crecimiento.

Todas las plantas estan expuestas a cientos de diferentes tipos de
hongos, bacterias, virus y nematodos. En la mayoria de ocasiones, la
enfermedad es un estado inusual. La forma mas comun de resistencia
vegetal es la denominada resistencia “no huésped” (“non-host
resistance”), y ocurre cuando un microorganismo potencialmente patégeno
es incapaz de infectar a ninguna planta de la misma especie, y éstas son
resistentes a cualquier aislado de la misma especie de patdgeno
(Nurberger y Lipka, 2005). Esta defensa se basa en la actuacién de
multiples mecanismos de proteccidon que comprenden tanto barreras
constitutivas como reacciones inducibles (Heath, 2000). También es
llamada resistencia poligénica, cuantitativa u horizontal, e implica diversos
mecanismos basales o generales de la planta, que incluyen multiples
genes. Por ejemplo, un manzano no es afectado por patdgenos del tomate
y viceversa, debido al componente genético de cada uno. Por otro lado, se
dice que una planta es tolerante a un patégeno cuando éste se puede
multiplicar en la misma, pero sin causar sintomatologia apreciable (Bos y
Parlevliet, 1995). Dicho microorganismo puede incluso ser patogénico
sobre un hospedador vegetal distinto al anterior.

La presion selectiva sobre plantas hospedadoras ejercida por
patdgenos virulentos ha supuesto la coevolucion de genes de resistencia
determinantes de la llamada resistencia vertical o especifica. Esta
resistencia se basa en un reconocimiento genético y/o interaccion funcional
entre el producto de un gen de avirulencia (avr) en el patdégeno y el
correspondiente producto de un gen de resistencia (R) en la planta
(resistencia gen a gen, “gene-for-gene resistance”) (Flor, 1971). Cuando se
produce este reconocimiento, el patdgeno no consigue infectar a la planta,
determinando lo que se conoce como interaccién incompatible. En la
interaccion incompatible la planta no es resistente a todos los individuos de
una especie del patégeno, sino solamente a unas determinadas cepas de
la misma, portadoras del gen avr. En este contexto, se denomina
interaccion compatible cuando el patdbgeno es capaz de entrar en el
hospedador y desarrollar la infeccién, por la presencia en alguno de los
dos organismos de versiones de genes avr o R que no interactuan entre si.
El hecho de que se produzca la resistencia o la susceptibilidad, esta
relacionado con el tiempo necesario por la planta para el reconocimiento
del patogeno y la rapidez y efectividad en la activacion de los mecanismos
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de defensa (Hammond-Kosack y Jones, 1996; Tao et al., 2003; Nimchuk et
al., 2003).

Cuando se produce la entrada del patdgeno hay un reconocimiento
entre el elicitor producido por el patdgeno y el receptor de la planta, o entre
el producto del gen avr y el producto del gen R en la planta. En ese
momento se producen una serie de respuestas en la planta que
inicialmente ocurren en el lugar de entrada del patégeno y en las células
adyacentes. Entre las primeras respuestas de defensa locales se produce
la activaciéon de protein-quinasas y fosfatasas. Ademas, la alteracion de las
membranas celulares por degradacién de sus constituyentes debida al
ataque por el patdbgeno provoca cambios en su permeabilidad, lo que
favorece la entrada de iones Ca?* y H*, que conducen a una acidificacion
del citoplasma y un aumento del pH extracelular (Hammond-Kosack vy
Jones, 2000; Zhao et al., 2005).

En algunas ocasiones la respuesta de la planta a la entrada del
patbgeno supone la activacion de la llamada respuesta hipersensible
(HR). Este mecanismo consiste en una rapida activacion de reacciones de
defensa de la planta que conducen a la muerte celular en la zona de
infeccion del patdgeno, con lo que se limita el movimiento del mismo. La
HR es efectiva para evitar el desarrollo de hongos biétrofos, como
Peronospora sp. o Erysiphe sp., los cuales necesitan de las células del
hospedador para desarrollarse. Sin embargo, en el caso de hongos
necrotrofos, como Botrytis sp., Alternaria sp. o Penicillium sp. la HR no es
efectiva, ya que estos patdégenos obtienen del tejido muerto los nutrientes
que necesitan para su desarrollo (Glazebrook, 2005). La HR se produce
mediante la activacion de un conjunto de respuestas rapidas de defensa,
dentro de las primeras 24 horas, entre las que se encuentra la produccion
de especies reactivas de oxigeno (ROS), la sintesis de éxido nitrico (NO),
la activacion de diversas rutas metabdlicas y la sintesis de proteinas.
También tiene lugar una activacion transcripcional de genes de defensa,
mediante la fosforilacidn/desfosforilacion de proteinas por medio de
MAPKs (“mitogen-activated protein kinases”).
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Senalizacion de repuestas de defensa

La actuacion conjunta de los mecanismos de respuesta de las
plantas a patégenos requiere de una precisa regulacion mediada por la
presencia de diferentes moléculas sefalizadoras vegetales. El acido
salicilico, el acido jasménico, el ET y el acido abscisico son compuestos
reguladores de las plantas que participan en numerosas respuestas de
defensa.

El acido salicilico (SA) (acido 2-hidroxibenzoico) es una hormona
que tiene un papel importante en la activacion de respuestas de la planta
frente al ataque por patogenos (Dempsey et al., 1999). El SA se sintetiza
por dos rutas diferentes que tienen en comun el corismato producido
mediante la ruta del siquimato (Metraux, 2002). Inicialmente se postulé la
produccién de SA a partir de la fenilalanina y el acido cinamico como parte
del metabolismo de fenilpropanoides, pero se ha demostrado
experimentalmente su biosintesis a través del isocorismato, en una ruta
también presente en bacterias. Las respuestas de defensa mediadas por
SA incluyen la induccion de resistencia a la enfermedad, tanto de forma
local como sistémica. El aumento del nivel de SA durante la infeccién suele
estar asociado tanto con un incremento de la expresidbn de genes
implicados en la sintesis de proteinas PR, como con la induccion de la HR
y la respuesta sistémica adquirida (SAR). Para la induccién de la SAR la
planta requiere la presencia de SA, y esta asociada con la acumulacién de
proteinas PR. La SAR proporciona resistencia también en partes alejadas
del lugar de penetracion del patdgeno en la planta (Hammerschmidt,
1999). Este mecanismo de defensa inducido, proporciona una proteccién
duradera contra un amplio espectro de microorganismos (Durrant y Dong,
2004).

Los mecanismos por los cuales el SA actua en las plantas son
variados y pueden suponer alteraciones en la sintesis y actividad de
algunas enzimas, aumento en la expresidon de genes de defensa,
potenciaciéon de varias respuestas de defensa y/o generacién de radicales
libres. Mediante el empleo de plantas mutantes ha sido posible el
aislamiento de genes implicados en las rutas de defensa mediadas por SA
(Dempsey et al., 1999).

El acido jasménico (JA) es una hormona derivada de oxilipina,
que proviene del acido linolénico. Tanto el JA como sus derivados,
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llamados jasmonatos, tienen una funcién relevante en la regulacién de las
respuestas de la planta a patdogenos y herbivoros, y al dafio mecanico
(Ryan, 2000). Las respuestas de defensa dependientes de JA no provocan
muerte celular, y participan en los mecanismos de defensa contra
organismos necrotrofos (McDowell y Dangl, 2000). Hay estudios que
demuestran la importancia del JA en la defensa de la planta y que se
basan en el efecto de la aplicacidn de jasmonatos exdgenos sobre el nivel
de resistencia de la planta. Se ha comprobado que la aplicacién de metil
jasmonato (MeJA), sintetizado a partir del JA mediante la accion de la
enzima JA carboxil metiltransferasa (Cheong y Choi, 2003), induce la
expresion de genes relacionados con defensa de las plantas y la
acumulacion de compuestos del metabolismo secundario (Gundlach et al.,
1992; Pozo et al., 2004). La aplicacion de jasmonatos sobre A. thaliana
reduce el desarrollo de la infeccién por varios hongos necrotrofos, como B.
cinerea, A. brassicicola y Plectosphaerella cucumerina (Thomma et al.,
2000). Ademas, se ha comprobado que la aplicacién de JA y MeJA en
plantas de patata y tomate induce defensas locales y sistémicas frente al
hongo patégeno Phytophthora infestans (Cohen et al., 1993).

El etileno (ET) es una hormona vegetal gaseosa asociada a
distintos procesos de desarrollo, senescencia y respuesta a estrés de
plantas, incluyendo el estrés biético originado por el ataque de patdgenos
(Broekaert et al., 2006).

La infeccién de una planta por parte de un patégeno supone en
muchos casos la induccion en la produccion de ET (Williamson, 1950;
Broekaert et al., 2006). El reconocimiento del ataque de los patdégenos
supone la activacién de los genes y enzimas implicadas en la biosintesis
de esta hormona (Alonso y Stepanova, 2004). El ET activa la expresion de
genes de defensa relacionados con aspectos diferenciados de la fisiologia
de la planta. La aplicacion de ET induce la acumulacion de proteinas ricas
en hidroxiprolina de pared celular que refuerzan la misma (Ecker y Davis,
1987). Ademas, esta hormona actua en la respuesta de oclusion del xilema
que se produce en algunos casos para evitar la diseminacién del patégeno
(VanderMolen et al., 1983). La funcién del ET en la produccién de
fitoalexinas depende del tipo de ruta metabdlica implicada (Pedras et al.,
2000). En general, las fitoalexinas producidas a partir de las rutas de
fenilpropanoides estan inducidas por el ET en varias especies de plantas
(Kamo y Hirai, 2000). Muchas de las llamadas proteinas relacionadas con
la patogénesis (PR) (véase mas adelante), ademas de estar asociadas a la
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respuesta sistémica adquirida (SAR) mediada por SA como se ha
mencionado anteriormente, se inducen como respuesta a la aplicacién de
ET o sus miméticos (Van Loon et al., 2006b). Sin embargo, diferentes
estudios han demostrado que, aparte del papel en las respuestas de
defensa, el ET puede estar implicado en el desarrollo de los sintomas de la
enfermedad, influyendo en aspectos como la clorosis, senescencia vy
muerte celular (Matoo y Suttle, 1991; Abeles et al., 1992). Estos estudios
indican que el ET podria inducir el desarrollo de los sintomas y la
susceptibilidad general a la enfermedad.

El empleo de técnicas de alto rendimiento permite el
descubrimiento de moléculas que interaccionan con la ruta de senalizacidon
del ET en la respuesta de las plantas frente a la infeccidn por patégenos.
Este es el caso de GLIP1, una lipasa secretada por las células de A.
thaliana que actua como molécula antimicrobiana inhibiendo directamente
la infeccién por el hongo necrétrofo A. brassicicola (Oh et al., 2005). La
expresion del gen que codifica esta proteina se induce con la presencia de
ET, pero no con JA o SA, lo que sugiere que GLIP1, junto con la ruta de
transducciéon de senal del ET, puede ser un componente importante en la
resistencia de A. thaliana frente a dicho patdgeno.

Las plantas han desarrollado complejos mecanismos de regulacion
de la biosintesis y percepcion del ET que, ademas, interactian a distintos
niveles con otras hormonas vegetales (Bleecker y Kende, 2000; Guo y
Ecker, 2004). La regulacion de la biosintesis de ET es consecuencia, entre
otros factores, de la transcripcion diferencial de los genes que codifican los
enzimas implicadas en los dos ultimos pasos de su biosintesis, la ACC
sintasa (ACS) y ACC oxidasa (ACO), ambas codificadas por familias
multigénicas (Wang et al., 2002). Asimismo, la percepciéon del ET
desencadena respuestas variadas que se evidencian con la regulacién de
la transcripcién de distintos genes de respuesta a ET, en funcion del tipo
de estrés y de la interaccién con otras sefiales (Guo y Ecker, 2004) (véase
una exposicion mas extensa en el apartado siguiente). La funciéon del ET
en la respuesta a la infeccién es compleja y de alguna forma controvertida,
ya que, como se ha visto, en algunos casos contribuye al incremento de
defensas y la resistencia de la planta, mientras que en otros casos
promueve el desarrollo de la enfermedad (Thomma et al., 1999; Berrocal-
Lobo et al., 2002).
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Distintos estudios muestran que las rutas de sefializacion del SA,
JA y ET no funcionan de modo independiente (McDowell y Dangl, 2000;
Rojo et al., 2003; Pozo et al., 2004; Glazebrook, 2005). La respuesta de
defensa de las plantas frente al ataque por microorganismos esta regulada
por una red de rutas de sefalizacion que incluye al SA, JA y ET (Thomma
et al., 2001; Kunkel y Brooks, 2002). Este complejo mecanismo de
regulaciéon parece haber evolucionado para permitir a las plantas la
activacion de una respuesta precisa ante la presencia de un determinado
patogeno. En general, la ruta de sefalizacién mediada por SA actua en
respuesta a la infeccién por patdgenos biotrofos, mientras que las rutas de
sefalizacidn mediadas por ET y JA estan implicadas en la respuesta a
patogenos necrétrofos y al dafio mecanico (Figura 1).

La funcion del acido abscisico (ABA) es compleja y controvertida.
Esta fitohormona esta implicada en procesos como el desarrollo de la
semilla, la germinacién o la regulacion de la apertura de estomas. El ABA
también participa en las respuestas a diferentes estreses abiodticos, como
son la sequia, las bajas temperaturas y el estrés osmético (Seo y Koshiba,
2002; Zhu, 2002). A parte de los estudios realizados sobre la implicacién
de esta hormona en la respuesta a estrés abibtico, cada vez existen mas
evidencias que relacionan al ABA con la respuesta frente al ataque por
patbgenos y con la existencia de un solapamiento entre la tolerancia al
estrés abidtico y la resistencia a la enfermedad, integrando las diferentes
redes de sefalizacién de respuesta a estrés (Fujita et al., 2006; Asselbergh
et al., 2008). En general, altas concentraciones de ABA implican mayor
susceptibilidad de las plantas a la infeccién. Este efecto negativo parece
ser debido a la interferencia del ABA con las rutas de sefalizacion de
estrés bidtico reguladas por el SA, JA y ET al compartir componentes de
las rutas de sefalizacion. Distintos estudios en A. thaliana sugieren que el
ABA interfiere indirectamente con las respuestas de defensa de la planta,
siendo un regulador negativo de las mismas (Mohr y Cahill, 2003; Mauch-
Mani y Mauch, 2005) (Figura 1). En tomate, mutantes deficientes en ABA
aumentan la resistencia a la infeccion por B. cinerea, o a la bacteria P.
syringae pv. tomato (Audenaert et al., 2002; Mohr y Cahill, 2007; De
Torres-Zabala et al., 2007). Uno de los mecanismos por los que el ABA
aumenta la susceptibilidad del tomate a B. cinerea parece consistir en la
modulacion negativa de las rutas de defensa mediadas por SA, ya que, al
contrario de A. thaliana, la respuesta de defensa del tomate frente a
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patdgenos necroétrofos depende de las respuestas mediadas por SA y no

por JA/ET.
m
/ ABA : \
Brasino-
JAET RUTAS DE RESISTENCIA SA e;ta::gi(zies
A LA ENFERMEDAD
Auxinas y
citoquininas
p——— Giberelina ——
V (VA
Resistencia a | Resistencia a
organismos | organismos
necrétrofos : bidtrofos
\Y,

\Tolerancia al estrés abidtico /

Figura 1. Modelo de interacciéon entre rutas de sefalizacién hormonal
durante la interaccion planta-patégeno. Las flechas blancas indican rutas
de sefializacion. Las flechas y barras negras indican induccion vy
represion respectivamente. ABA: 4cido abscisico; JA: acido jasmonico;
ET: etileno; SA: acido salicilico. Adaptado de Robert-Seilaniantz et al.,
2007

Sin embargo, también existen ejemplos de una accién positiva del
ABA en la resistencia a la enfermedad. EI ABA permite la formacion de una
barrera fisica al desarrollo de patégeno, ya que se ha demostrado que es
capaz de inhibir la transcripcion de una B-1,3-glucanasa de la planta,
responsable de la degradacién de callosa (polimero de glucano), ademas
de regular el transporte de moléculas relacionadas con la sintesis de este

polimero (Rezzonico et al., 1998; Mauch-Mani y Mauch, 2005; Flors et al.,
2005).
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Por otro lado, se ha comprobado que, en A. thaliana, niveles
normales de ABA endogeno inhiben la biosintesis de ET (LeNoble et al.,
2004), y las rutas de sefalizacién de ABA y ET interaccionan sobre todo de
modo antagonista en el desarrollo de la planta (Beaudoin et al., 2000). El
estudio de mutantes insensibles al ET o con sobreproduccién de ABA
llevan a la identificacion del mismo gen: ein2. Este mutante es
especialmente susceptible a patdgenos, pero no esta claro si es debido a
la insensibilidad por ET y/o a la sobreproducciéon de ABA (Ghassemian et
al., 2000).

Cabe resaltar que ciertos patégenos pueden utilizar esta intrincada
red de respuestas para aumentar la vulnerabilidad de la planta. Algunos
organismos producen moléculas de sefalizacibn como ET y auxinas
(Fukuda et al., 1993; Lambrecht et al., 2000), o generan compuestos
miméticos de estas moléculas (Reymond y Farmer, 1998). Las
interacciones entre el patdbgeno y la planta son complejas, y en algunos
casos requieren que el patégeno ademas de adaptarse al ambiente de la
planta, module la fisiologia del hospedador (Boch et al., 2002). Diferentes
cepas de Pseudomonas syringae son capaces de producir compuestos
adicionales que contribuyen en su virulencia, como exopolisacaridos,
enzimas de degradacién de la pared celular y hormonas vegetales. Se ha
demostrado que la sintesis de estos compuestos por el patdgeno, permite
la modulacion de determinados procesos de la planta y asi se facilita su
colonizacién (Gross y Cody, 1985).

Cada vez existen mas evidencias sobre la implicacion de otras
hormonas en la interaccion planta-patégeno. Existen estudios sobre la
implicacién en dicha interaccién de las auxinas (Navarro et al., 2006), las
citoquininas (Jameson, 2000), las giberelinas (Hedden et al., 2001), y los
brasinosteroides (Krishna, 2003) (Figura 1). Estas hormonas vegetales
estdn normalmente relacionadas con la regulacion de procesos del
crecimiento, del desarrollo de 6rganos o con las respuestas a distintos
tipos de estrés, con un amplio efecto en la fisiologia de la planta. Cuando
una planta afronta un tipo de estrés, sufre una parada en su crecimiento.
Este efecto puede ser debido a la implicacibn de las moléculas
relacionadas con este proceso, en la respuesta a patbgenos (Robert-
Seilaniantz et al., 2007).

Las auxinas y citoquininas inducen la susceptibilidad a organismos
biétrofos y la resistencia a necrétrofos (Jameson, 2000; Walters y
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McRoberts, 2006). Varios estudios indican que ambos compuestos estan
relacionados con la supresion de la HR (Robinette y Matthysse, 1990;
Murphy et al., 1997). Las giberelinas tiene el comportamiento opuesto.
Estas hormonas estan implicadas en el crecimiento de la planta al inducir
la degradacién de unos reguladores negativos del crecimiento, las
proteinas DELLA (Harberd, 2003). Estos autores sugieren que las DELLAs
inducen en las plantas la resistencia a organismos necrétrofos y la
susceptibilidad a biétrofos, en parte por la modulacién del balance entre las
rutas de sefializacion mediadas por SA y JA/ET. Los brasinoesteroides
parecen estar implicados en la resistencia a organismos biodtrofos pero por
un mecanismo independiente del SA (Nakashita et al., 2003).

Especies reactivas de oxigeno y éxido nitrico.

La produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) es una de
las respuestas mas tempranas de la planta tras el reconocimiento de un
patdgeno. Este proceso se inicia durante los primeros minutos, dando lugar
a la llamada explosién oxidativa (“oxidative burst”) en las células infectadas
y en las células adyacentes (Mehdy, 1994; Wojtaszek, 1997; De Gara et
al., 2003).

Las ROS tienen una actividad antimicrobiana directa, pero también
pueden producir un aumento de la resistencia estructural de las paredes
celulares por entrecruzamiento oxidativo de sus componentes, o actuar
como sefiales para la activacion de genes de defensa en las células
circundantes (Levine et al., 1994; Lamb y Dixon, 1997; Torres et al., 2006).
La actuacion de las ROS se produce mediante la interaccion con otras
rutas de sefializacion, especialmente las mediadas por SA 'y NO.

La presencia de un patdégeno puede incrementar la produccién de
ion superoxido (Oz"') y peroxido de hidrégeno (H.O,) EI H,O, se produce
por la actividad de NADPH oxidasas y peroxidasas, y puede ser
directamente toxico frente a los patdgenos. En presencia de Fe, el H,0O,
libera radicales hidroxilo (OH®) altamente reactivos. También se sabe que
el H,O, puede contribuir al reforzamiento estructural de las paredes
celulares de la planta por oxidacion y entrecruzamiento de glicoproteinas
ricas en prolina e hidroxiprolina (HRGPs). Ademas, el H,O, actua en la
sintesis de compuestos fendlicos como ligninas y suberinas por accién de
la peroxidasa (POX). El H,O, es eliminado de las células por conversién en
H,O y O,, debido a la accion de las enzimas catalasa (CAT), ascorbato
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peroxidasa (APX) y glutation peroxidasa (GR). Las ROS actuan como
intermediarios inductores de la sintesis de fitoalexinas. Se ha descrito en
varias especies de plantas que la aplicacion de superéxido dismutasa
exdgena inhibe tanto la sintesis de Oz como la acumulacion de
fitoalexinas (Apostol et al., 1989). Ademas, la aplicacion de H,O, o la
exposicion a un sistema de produccion de ROS, como la xantina oxidasa,
estimula la acumulacién de fitoalexinas en ausencia de elicitores (Apostol
et al., 1989).

El NO es un potenciador de la muerte celular mediada por ROS, ya
que tiene la capacidad de inhibir la accién de las enzimas CAT y APX,
promoviendo la respuesta hipersensible (Delledonne et al., 1998). Ademas,
el NO tiene funciones relacionadas con la sefalizaciéon de respuestas de
defensa, que incluyen la induccién de genes de defensa, y en algunos
casos similares a las que se encuentran en organismos animales (Klessig
et al., 2000; Hancock et al., 2002). Por ello, parece ser que el NO vy las
ROS tienen un papel sinérgico en la activacion a tiempos cortos de un
amplio repertorio de respuestas de defensa contra el ataque por patégenos
(Delledonne et al., 2001).

Barreras fisicas a la infeccion.

La fortificacion de las paredes celulares es un mecanismo para
impedir la penetracion de patdégenos en las células de las plantas mediante
la formacion de una barrera fisica. Para ello, se produce la acumulacion de
callosa, que es un polimero de glucano, y de ligninas, formadas por la
polimerizacion de compuestos fendlicos (Vance et al., 1980). Ademas de
hacer mas resistentes a las paredes celulares, la lignificacién tiene en las
células de la planta otras funciones mas especificas: hace que la zona de
infeccién sea mas dificil de ser degradada por las enzimas liticas del hongo
y evita la difusidbn de enzimas y toxinas del hongo, y de agua y nutrientes
de la planta. Ademas, los precursores fenélicos de la lignina y los radicales
libres producidos durante la polimerizacién pueden inactivar enzimas,
toxinas y elicitores del hongo; la hifa producida por el hongo es lignificada y
pierde la elasticidad necesaria para su crecimiento. La deposicion
extracelular de HRGPs también contribuye a fortificar la pared celular. Las
modificaciones de la pared celular, incluyendo la lignificacién, pueden
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retardar lo suficiente el desarrollo del hongo, mientras que las fitoalexinas y
otros compuestos antimicrobianos van acumulandose hasta alcanzar
concentraciones efectivas (Huckelhoven, 2007).

Metabolitos antimicrobianos.

Ademas de las moléculas implicadas en los procesos metabdlicos
basicos que forman parte del lamado metabolismo primario, la mayoria de
las plantas poseen la capacidad de producir una gran variedad de
metabolitos secundarios. Estas moléculas provienen fundamentalmente
de compuestos del metabolismo primario por divergencia hacia diferentes
rutas del metabolismo de isoprenoides, fenilpropanoides y alcaloides. Su
origen se debe en parte a un proceso evolutivo para la adquisicion de
nuevas defensas contra el ataque de microorganismos, insectos y
herbivoros (Dixon, 2001). Existen diferentes clases de compuestos
secundarios con actividad antimicrobiana, que pueden ser pre-existentes o
inducidos como consecuencia del ataque por patdgenos o insectos (Figura
2).

De forma general, se denominan fitoalexinas a los compuestos
antimicrobianos de bajo peso molecular que se producen como respuesta
a la infeccion por patégenos o en respuesta a varios elicitores abidticos
(Darvill 'y Albersheim, 1984). Las fitoalexinas, por tanto, se consideran
moléculas de respuesta general a condiciones de estrés, tanto bibtico
como abiodtico. Algunos de estos compuestos se producen de forma
constitutiva y se consideran inhibidores preformados o inhibidores pasivos.
Otros se producen como respuesta a la entrada de patégenos y se
consideran como parte de la respuesta de defensa activa (Nicholson vy
Hammerschmidt, 1992). La defensa preformada implica la presencia en
tejidos sanos de compuestos de bajo peso molecular cuya actividad
supone proteccién contra la infecciéon. Estas moléculas estan consideradas
como barreras antimicrobianas constitutivas que actian directamente
sobre factores de patogenicidad del microorganismo. Varios estudios han
comprobado que diferentes compuestos preformados antifungicos
presentes en tejidos de plantas sanas, pueden ser posteriormente
inducidos en el hospedador por la presencia o ataque del patégeno, asi
como por respuesta a otros estreses (Smith, 1996). La induccion de estos
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compuestos se puede producir tanto en las células donde ya esta presente
como en células adyacentes.

| N
OCH,
HO 0" o
OCH,

1. Berberina 2. Umbeliferona
CHa
Hy |l] (o)
: LT
H OH H C{ N “CHs
H N 0o
4. Esperidina 5. Cafeina

o

HO 0
Hsc\’/\/WO %C/omo \/Y A\ / OH
CHy CH, ", F N 1
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0
6. Citral 7. Escoparona 8. Naringenina

Figura 2. Estructura de algunos compuestos de interés en la respuesta
de las plantas a la infeccion.

Un tipo paradigmatico de fitoalexinas son las derivadas de
fenilpropanoides, que incluyen flavonoides, isoflavonoides, o estilbenos. Se
ha demostrado que la expresion heterdloga del gen de la estilbeno sintasa
de vid en tabaco, da lugar a la produccién en esta planta de resveratrol, lo
que supone una mayor resistencia a B. cinerea, gracias a la sintesis de
este compuesto (Hain et al., 1993). Los fenilpropanoides se sintetizan a
partir de la fenilalanina, y su transformacién en acido cinamico por la
actuacion de la fenilalanina amonio liasa (PAL) (Dixon et al., 2002). Se ha
observado que plantas de tabaco que sobre-expresan el gen PAL son
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menos sensibles a la infeccidon por el hongo Cercospora nicotianae (Shadle
et al., 2003).

Otra clase relevante de fitoalexinas son los alcaloides (Facchini,
2001). Estos son compuestos de bajo peso molecular que contienen N y
qgue se han encontrado en al menos el 20% de las plantas. La mayoria de
los alcaloides conocidos estan relacionados con la defensa de las plantas
a herbivoros y patdégenos, aunque también se les ha otorgado otras
funciones como reguladores del crecimiento y detoxificadores (Wink,
1998). A su vez, existen distintos grupos de alcaloides de acuerdo con los
metabolitos de los cuales derivan. Los alcaloides terpenoides indolicos
(TIA, “terpenoid indol alcaloids”), provienen de la condensacién de la
secologanina con triptamina, dando lugar a un tetrahidro-p-carbonilo.
Incluyen mas de 3.000 compuestos, algunos de los cuales parecen estar
implicados en la defensa de las plantas a los patégenos. Por ejemplo, se
ha confirmado la actividad antifungica del glucoalcaloide estrictosidina
aislado de Catharanthus roseus, y de la aglicona obtenida a partir de él por
accion de la enzima estrictosidina glucosidasa (Luijendijk et al., 1996). Los
alcaloides benzilisoquindlicos (BIA, “benzylisoquinoline alkaloids®) son otro
grupo de alcaloides con mas de 2.500 compuestos. Todos ellos provienen
de la tirosina, que en los primeros pasos y por un entramado de
descarboxilaciones, ortohidroxilaciones y desaminaciones se transforma en
dopamina e hidroxifenilacetaldehido. La actividad antimicrobiana de
algunos de estos compuestos, como la sanguinarina, sugiere su
implicacion en la proteccidon contra patégenos. Algunos estudios
demuestran que los BIAs berberina, sanguinarina y palmatina pueden estar
implicados en la defensa quimica frente a herbivoros y patdégenos
(Schmeller et al., 1997). Por otro lado, la morfina, la colchicina y la
tubocurarina son otros BlAs que parecen actuar como repelente de
herbivoros. Los alcaloides tropano (TPA, “tropane alkaloids”) se sintetizan
a partir de la ariginina o de la ornitina, que se transforman en putrescina, y
del que derivan todos los TPAs. Estos alcaloides son abundantes en la
familia de las solanaceas, e incluye a la cocaina y otras drogas
anticolinérgicas, como la atropina y escopolamina. Los alcaloides
derivados de purina, como la cafeina, la teobromina y la teacrina son una
serie de compuestos ampliamente distribuidos en el reino vegetal.

El tercer gran grupo de fitoalexinas lo constituyen los terpenoides,
isoprenoides derivados del acetil-CoA a través del mondmero de
isopentenil difosfato (IPP). Entre los isoprenoides se encuentran
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metabolitos primarios que son esenciales para el desarrollo de la planta,
como los esteroles, carotenoides y reguladores del crecimiento, vy
metabolitos secundarios, como determinados monoterpenos, diterpenos y
sesquiterpenos, variables entre especies y relacionados con la interacciéon
entre la planta y el medio ambiente (Chappell, 1995). Varios patdégenos y
elicitores son capaces de inducir la expresién de genes que codifican
enzimas clave en la sintesis de estas fitoalexinas, como es Ia
sesquiterpeno ciclasa (Mercke et al., 1999). Durante la interaccién planta-
patégeno se han descrito un aumento de la sintesis de determinados
terpenoides, como la risitina, lubimina, y fitoberina en la patata y capsidiol,
glutinisona y vetispiradieno en tabaco (Tarchevsky, 2001). Ademas, existen
varias fitoalexinas terpenoides de naturaleza volatil (Hopke et al., 1994). La
emision de estos compuestos volatiles puede evitar la infeccién por
patogenos antes de que éstos contacten con la planta.

Proteinas relacionadas con patogénesis (PR).

El ataque por patdgenos induce la expresion de genes implicados
en la sintesis de proteinas relacionadas con la patogénesis o proteinas
PR (“patogénesis-related proteins”). Estas proteinas, intra y extracelulares,
son inducidas por la planta como respuesta a diferentes tipos de estrés y
cumplen un papel importante en la respuesta de defensa frente a
patogenos (Van Loon et al., 2006b). Existen hasta 17 grupos diferentes de
proteinas PR, numerados desde PR-1 y agrupados segun sus propiedades
bioquimicas y biolégicas. Entre ellas se encuentran glucanohidrolasas,
como quitinasas y B-1,3-glucanasas. Las quitinasas son enzimas presentes
en bacterias, hongos, plantas y animales que hidrolizan el enlace B-1,4-
entre residuos de N-acetilglucosamina de la quitina, un polisacarido de la
pared celular de los hongos. Las B-1,3-glucanasas son enzimas presentes
en muchas especies de plantas capaces de degradar la pared celular de
hongos y también de liberar oligosacaridos que pueden actuar induciendo
los mecanismos de respuesta de las plantas al ataque por patdgenos
(Leubner-Metzger y Meins, 1999). Las peroxidasas (POX) son otro grupo
de proteinas PR, de naturaleza glicoproteica, capaces de catalizar la
oxidaciéon de muchos compuestos organicos e inorganicos. Las defensinas
son péptidos de pequefio tamafio relacionados con la inhibicién del
crecimiento de hongos (Thomma et al., 2002b). Se han descrito hasta 317
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genes que codifican proteinas tipo defensina en A. thaliana (Silverstein et
al., 2005). La mayoria de los grupos de proteinas PR muestran accién
antimicrobiana directa contra diferentes tipos de hongos y bacterias,
destacando B-1,3-glucanasas (PR-2), quitinasas (PR-3), taumatinas (PR-
5), defensinas (PR-12) o proteinas de transferencia de lipidos (PR-14)
(Chakravarthy et al., 2003; Lorenzo et al., 2003). Se ha demostrado la
actividad antimicrobiana in vitro de estas PR, pero en algunos casos esta
por determinar la implicacion de la misma en la interacciéon planta-
patdégeno.

Proteinas extracelulares.

Por ultimo, cabe mencionar la actuacién de otras proteinas
extracelulares, como las proteinas inhibidoras de poligalacturonasas
(PGIPs). Estas proteinas inhiben a una subclase especifica de enzimas
degradadores de pared celular, tipicas de patégenos necrotrofos, llamadas
poligalacturonasas (PGs). Las PGIPs posiblemente retardan la accién de
las PGs a la vez que inducen el aumento en los niveles de
oligogalacturonidos, los cuales activan respuestas de defensa adicionales
en la planta (Howell y Davis, 2005).

1.3. Etileno: biosintesis y ruta de sefalizacién

Biosintesis de etileno

En plantas superiores el ET se produce a partir del aminoacido
metionina, que es convertido a S-adenosil-metionina (SAM) por la enzima
SAM-sintetasa (Figura 3). La SAM es el donador de grupos metilo mas
importante en las plantas, estando implicado en reacciones de metilacion
de lipidos, proteinas y acidos nucleicos (Fontecave et al., 2004). La SAM
es el sustrato de la enzima ACC sintasa (ACS), que cataliza su conversion
en 5’-metil-tioadenosina (MTA) y en el aminoacido no proteico acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), precursor del ET. EI MTA puede
destinarse a la regeneracion de metionina a través del llamado ciclo de
Yang. Finalmente el ACC es oxidado por la enzima ACC oxidasa (ACO)
para formar ET, cianuro de hidrogeno (HCN) y diéxido de carbono (CO.).
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La conversion de SAM a ACC es el primer paso especifico en la sintesis
de ET, y, en general, es el paso limitante en la biosintesis de esta hormona
(Wang et al., 2002).

NHE
+ | —
+ ATP PPEPL OCH3'“T" CH,-CH;-CH-COO 0, CO,+HCN
NH, CH, HC | NH
CH,-S- CH2—CH2—CIH—COO_ HQL N cog™ CH,=CH,
_SAM oH oM ACS ACO
METIONINA sintetasa SAM ACC ETILENO

CICLO DE YANG

Adenina
HCOOH

Figura 3. Ruta de biosintesis de etileno. Abreviaturas: ACC, &cido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico; ACO, ACC oxidasa; ACS, ACC sintasa; SAM, S-
adenosil-metionina.

La enzima SAM sintetasa estd implicada en muchas otras rutas
metabdlicas a parte de la biosintesis de ET (Ravanel et al., 1998). Hasta el
momento no se ha observado induccion de ninguna SAM sintetasa debido
al ataque de patégenos o estreses abibticos. El estudio de los genes que
codifican ACO en A. thaliana ha demostrado su regulacion diferencial en
respuesta al estrés bidtico y abidtico (Wang et al., 2002; Zimmermann et
al., 2004), sugiriendo que su control transcripcional contribuye a la
regulacion en la produccion de ET. Sin embargo, la regulacion de la
produccion de ET esta relacionada fundamentalmente con el control
transcripcional de las ACS como se indica a continuacién. La ACS esta
también codificada por una amplia familia multigénica en plantas (Johnson
y Ecker, 1998; Bleecker y Kende, 2000). Debido a su importante funcién en
la sintesis de ET, la regulacion de ACS ha sido muy estudiada. Hay
estudios que han demostrado la importancia de la transcripcion diferencial
de varios miembros de la familia de genes de ACS en la regulacién de la
produccion de ET en respuesta a diferentes estimulos (Barry et al., 2000).
Ademas, la regulacién post-transcripcional de las proteinas ACS es un
punto de control fundamental en la produccién de ET (Chae y Kieber,
2005).
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Ruta de sefalizacion del etileno

El ET producido tanto por estimulos internos o externos es
percibido por la célula, y esta sefial es seguidamente transmitida a través
de una unica cascada de sefializacidon bien conservada (Guo y Ecker,
2004; Alonso y Stepanova, 2004) (Figura 4).

| ETR1/2 - ERS1/2 — EIN4

5

EIN3/EIL1
Nucleo

/

V
Respuestas a la enfermedad

Figura 4. Esquema simplificado de la ruta de sefializacion de etileno. Las
flechas y lineas cortadas indican regulacién positiva y negativa
respectivamente. Las flechas blancas indican la direccién de la ruta. Las

proteinas estan representadas por cuadrados. Adaptado de Broekaert et
al 200R
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En A. thaliana existen cinco receptores celulares de ET (ETR1,
ETR2, ERS1, ERS2 y EIN4), que comparten una region de secuencia
conservada en la zona N-terminal, que se ha demostrado estar implicada
en la unién con ET, al menos en ETR1 y ESR1 (Hall et al., 2000). Estos
receptores regulan negativamente la respuesta a ET y en ausencia de la
hormona se unen a CTR1, el regulador negativo de la respuesta,
manteniéndolo en una conformacién activa de inhibicion (Gao et al., 2003).
La mutacién ctr1 presenta de forma constitutiva el fenotipo de ftriple
respuesta a ET (“Constitutive Triple Response”). La presencia de ET
supone el desbloqueo de la represidn causada por CTR1 y, por tanto,
permite que se desencadenen las respuestas al ET.

Una de las herramientas disponibles en la actualidad para estudiar
los efectos del ET consiste en la utilizacion de agentes inhibidores de su
biosintesis y/o de su percepcion. Entre estos agentes destaca el 1-
metilciclopropeno (1-MCP). El 1-MCP produce inhibicién de la percepcion
del ET porque se une covalentemente a sus receptores celulares, de modo
que la hormona no puede ser detectada por la célula, y su efecto es
anulado (Blankenship y Dole, 2003). Desde el descubrimiento del efecto
del 1-MCP como inhibidor de la percepcién del ET, se han escrito
numerosos estudios acerca de su accién, aplicacién y efecto. Este
regulador del crecimiento de las plantas es una buena herramienta como
estrategia alternativa para el estudio del papel del ET en las plantas.

El desbloqueo de EIN2 por CTR1 permite la activaciéon de EIN3 y
otros factores de transcripcion semejantes como EIL1 (“EIN3-like
transcription factors”, EIL). En ausencia de ET, las proteinas EIN3/EIL1 son
degradadas a través de la ruta mediada por el proteasoma. El control en la
concentracion de EIN3/EIL modula el flujo de sefal en los siguientes pasos
de transducciéon. Los factores de transcripcion EIN3/EIL reconocen sus
dianas en los promotores de los genes de respuesta al ET, entre ellos
factores de transcripcion de respuesta al ET (ERF) que amplifican la sefial
(Guo y Ecker, 2004; Gutterson y Reuber, 2004). Secuencias de DNA
promotoras como las cajas GCC estan presentes en los promotores de
genes inducibles por ET, como los que codifican proteinas PR. Un
subconjunto de proteinas ERF actuan como represores de transcripcion
(Ohme-Takagi y Shinshi, 1995). El conjunto de las diferentes acciones
especificas de los factores de transcripcion ERF, que pueden actuar
activando o reprimiendo determinados genes de respuesta a defensa, es la
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causa de que se produzca una respuesta precisa segun el tipo de estrés
bidtico percibido por la planta.

El ET comparte con JA y SA entrecruzamientos en sus rutas de
sefalizacién. Estudios en A. thaliana demuestran que este cruce de rutas
debe ocurrir después de EIN3/EIL (Alonso y Stepanova, 2004; Thatcher et
al., 2005). Se ha demostrado una expresion diferencial de genes que
codifican ERFs por aplicacion de ET, JA y SA durante la respuesta a la
infeccion por patdgenos. Estos hechos parecen indicar que el cruce entre
las rutas de las tres hormonas ocurre a nivel de las ERFs (Wang et al.,
2002; Anderson et al., 2004). Las rutas de sefializacion mediada por ET y
JA actuan regulando grupos comunes de genes implicados en las
respuestas de defensa (Schenk et al., 2000; Glazebrook et al., 2003).
Otros estudios confirman que las rutas del ET y JA actiuan
independientemente e incluso de modo antagonista respecto a las rutas
dependientes de SA (Glazebrook et al., 2003). Este hecho se observa en la
interaccion de la rutas de sefializacion entre la resistencia a organismos
biétrofos controlada por SA y la resistencia a organismos necrétrofos
controlada por JA/ET, que ha sido esquematizada en la Figura 1.

En A. thaliana, ERF1 se induce durante la infecciébn por ciertos
hongos necrétrofos como B. cinerea. La infeccion de A. thaliana por
Plectosphaerella cucumerina ademas de inducir la ruta de sefalizacion
mediada por SA, implica una sobreexpresion de ERF1 activando la ruta de
sefalizacién del ET, lo que le confiere resistencia a este hongo necrétrofo
(Berrocal-Lobo et al., 2002). Sin embargo, la infeccion de A. thaliana por
Pseudomonas syringae tomato DC3000 induce la respuesta de defensa
mediada por SA pero no afecta la expresion de ERF1. Ademas, en este
caso, la sobreexpresion de ERF1 reduce la tolerancia frente a este
patdgeno. Estos son dos casos donde se produce una interaccidén positiva
y negativa entre las rutas mediadas por ET y SA, lo que sugiere que el
sinergismo o antagonismo entre ambas hormonas depende del tipo de
patdbgeno que infecta a la planta. Por otro lado, parece ser que los factores
de transcripcion ERFs de respuesta a ET actuan como conectores con
otras rutas de transduccion de sefial relacionadas con diferentes estreses.
Se ha observado que existen interacciones antagonistas entre
componentes de la hormona de estrés abiotico ABA y las rutas de
sefalizacién del ET y JA que modulan la expresidn génica en respuesta a
estreses bidticos y abidticos (Chen et al., 2002; Anderson et al., 2004).
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El tratamiento con ET ha sido ampliamente descrito como
potenciador tanto de susceptibilidad como de resistencia de la planta,
dependiendo del tipo de interaccion entre la planta y el patégeno. Por
ejemplo, el tratamiento de las plantas con ET induce la resistencia al hongo
B. cinerea (Diaz et al., 2002), mientras que en otros casos, la exposicion
de las plantas a ET no tiene efecto o incluso conlleva una reduccién del
nivel de resistencia a diferentes patdégenos (Brown y Hyoung, 1993). Varios
estudios con diferentes patégenos de A. thaliana y ofras plantas
demuestran que los factores de transcripcion ERF estan implicados en la
respuesta de defensa frente a diferentes patdgenos, pero sus efectos
sobre la resistencia a la enfermedad depende de la interaccion especifica
entre la planta y el patdgeno (Lawton et al., 1994; Berrocal-Lobo vy
Molina, 2004).

1.4. Respuesta de los frutos frente a la infeccion.

Los mecanismos de defensa de las plantas no necesariamente se
corresponden con los de sus frutos. Un estudio clasico demostré que la
susceptibilidad a un mismo patégeno (B. cinerea) en plantas de distintas
variedades de fresa no se correlacionaba con la susceptibilidad a la
infeccion postcosecha de sus frutos (Dauveny y Pepin, 1977). Las
presiones de seleccién natural que han dado lugar a los mecanismos de
defensa de las partes vegetativas o de los frutos de una planta no
necesariamente tienen que ser las mismas, debido a las diferentes
funciones bioldgicas del fruto, ya que éste es un érgano destinado a su
destruccion para permitir la dispersion de las semillas.

Los frutos son mas susceptibles al ataque por patdbgenos después
de su recoleccién debido fundamentalmente a dos aspectos relacionados
con su maduracién: la pérdida de la resistencia intrinseca que los protege
durante el desarrollo en la planta, y el aumento en la cantidad de agua y
nutrientes facilmente asimilables. La degradacién de los principales
polisacaridos de la pared celular contribuye significativamente al
reblandecimiento del fruto y al incremento de sus susceptibilidad frente a
patogenos (Cantu et al., 2008).

La cuticula constituye una barrera de los frutos a la penetracién de
microorganismos. Existen varios mecanismos por los que la cuticula
supone un mecanismo de resistencia del fruto frente a patégenos;
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haciendo al fruto mas resistente a la rotura y, por tanto, a la entrada de
patogenos de herida, proporcionando una resistencia mecanica a la
penetracion (Howard et al., 1991), presentando moléculas con actividad
antimicrobiana (Figura 2) (Huckelhoven, 2007), y previniendo la difusiéon de
soluciones celulares (Martin, 1964). La produccién de algin dafio sobre
ella o de cualquier tratamiento que altere la cuticula supone una mayor
infeccion por patdgenos (Elad y Evensen, 1995).

En general, los dafios mecanicos producidos en los frutos durante
la postcosecha se caracterizan por un aumento en la respiracion y en la
produccion de ET. En respuesta a la herida en la corteza, el tejido es
capaz de inducir la produccién de compuestos fendlicos, como lignina y
suberina, que actuan reforzando la pared celular y previniendo su
degradacién por enzimas de un posible patégeno (Mohan y Kolattukudy,
1990). La suberinizacion de la zona herida supone la formacién de una
capa de compuestos fendlicos y alifaticos que actian como un importante
mecanismo de defensa. Ademas, como resultado de la herida, se induce la
produccién de fitoalexinas alrededor de la zona lesionada para prevenir del
desarrollo de posibles patégenos.

La infeccion de los frutos por parte de microorganismos durante el
periodo de almacenamiento postcosecha provoca una serie de cambios o
alteraciones como resultado de la interaccion entre la planta y el patégeno
(Barkai-Golan, 2001). Algunos de estos cambios implican alteraciones
fisiologicas, de expresion génica o de produccién de proteinas, como son
el aumento en la produccién de ET, la estimulacién de la actividad de
enzimas respiratorias, la induccidon de la actividad antioxidante, etc.
También se producen cambios en los componentes celulares, como el
aumento en las pectinas de la pared celular, y la alteracién en el contenido
de azucares y acidos organicos. Se ha descrito que muchos hongos tienen
actividad poligalacturonasa con actividad pectolitica, pero ademas se ha
observado que en ciertos casos el patdgeno puede inducir la produccién
de estas enzimas por la planta (Barkai-Golan, 1986).

La infeccibn puede, ademas, suponer la acumulacion de
compuestos de defensa de bajo peso molecular o estimular Ila
sobreproduccién de compuestos antimicrobianos preformados en la planta
(Pedras et al., 2000). Los frutos producen compuestos fendlicos de forma
constitutiva, mientras que otros son formados por el fruto como respuesta a
la penetracibn del patégeno (Kurosaki et al., 1986; Nicholson vy
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Hammerschmidt, 1992). Aunque la acumulacion de fitoalexinas en frutos
no es exclusiva de la respuesta a la infeccién, éstas juegan un papel
importante frente al ataque por patégenos. Un ejemplo es el estudio de la
resistencia de bananas inmaduras a antracnosis, producida por
Colletotrichum musae (Brown y Swinburne, 1980). La accién antifungica en
estos frutos ha sido atribuida a la acumulacion de cinco fitoalexinas no
presentes en frutos sanos.

Una vez ha penetrado el patéogeno en el interior del fruto, su
desarrollo depende muchas veces de la actividad de enzimas de
degradacién de pared celular, que son responsables de la muerte de la
célula y de la liberacién de nutrientes necesarios para su desarrollo. Por
ello, la planta dispone de compuestos inhibidores de estas enzimas
capaces de suprimir o reducir su actividad. Existen proteinas inhibidoras
que actian sobre la actividad de poligalacturonidasas de B. cinerea pero
no afectan a la actividad de poligalacturonidasas endégenas de la pera
(Abugoukh y Labavitch, 1983) y de la manzana (Yao et al., 1995). Otros
estudios muestran la correlacion entre los niveles de epicatequina,
compuesto polifenélico presente en la piel del aguacate, y la inhibicién de
la actividad de enzimas pectoliticas de Colletotrichum gloeosporioides, |lo
que sugiere que esta molécula contribuye a la quiescencia del hongo al
inhibir la actividad de factores patogénicos (Ardi et al., 1998).

Las ROS, como el 05", H,0, y el OH®, afectan a muchos procesos
celulares implicados en la interaccion entre el patégeno y la planta (Baker y
Orlandi, 1995). Un estudio en aguacate muestra como los frutos
inmaduros, que contienen grandes cantidades de ROS, son mas
resistentes a las infecciones que los frutos maduros, cuyos niveles de ROS
son muy inferiores (Beno-Moualem y Prusky, 2000). Ademas, la
inoculacion de frutos resistentes con C. gloeosporioides incremento sus
niveles de ROS, mientras que la inoculacion de frutos sensibles al
patégeno no tuvo el mismo efecto.

Respecto a la accion de proteinas PR en frutos, algunos autores
sugieren que la estimulaciéon y activacion de proteinas PR en los frutos,
mediante la adicién de elicitores, puede conducir a la supresion de la
enfermedad al potenciar la resistencia del fruto a la infeccién. Por ejemplo,
estudios realizados sobre el fruto de la pimienta han mostrado cémo la
aplicacion de quitosano, un polimero de p-1,4-glucosamina presente en la
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pared celular de muchos hongos supone la induccion de la actividad
quitinasa, quitosanasa y B-1,3-glucanasa (El Ghaouth et al., 1994).

2. Podredumbres postcosecha de frutos citricos.

Durante la manipulacion y el almacenamiento postcosecha de los
frutos citricos se producen una serie de alteraciones que pueden suponer
la pérdida de una parte importante de la produccién anual. Los hongos son
los principales patégenos de los frutos citricos durante su conservacién y
comercializaciébn. Aunque las pérdidas producidas por estos
microorganismos son muy variables, se estima que las pérdidas habitulales
por podredumbres suponen entre el 3 y el 5% de las pérdidas anuales,
pudiendo llegar hasta el 12% en afos de condiciones climaticas
desfavorables (Tuset, 1987; Tuset 1999).

21. Hongos fitopatogenos de frutos citricos.

P. digitatum y P. italicum son los principales patégenos durante la
postcosecha de frutos citricos en nuestras zonas productoras (Figura 5).
Otros hongos causantes de infeccién en frutos citricos son Geotrichum
candidum, especialmente importante después de estaciones humedas
prolongadas, Alternaria citri, cuya infeccion puede ocurrir sélo si el fruto ha
sido herido o debilitado debido a condiciones de cultivo desfavorables, C.
gloeosporioides, hongo causante de la antracnosis, Rhizopus estolonifer,
Phytophtora citrophthora, Cladosporium herbarum, B. cinerea y Phomopsis
citri (Agrios, 2007).
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Figura 5 Sintomas sobre frutos citricos de podredumbres postcosecha
causadas por: A) Penicillium digitatum, B) Penicillium italicum C) Botrytis
cinerea, D) Alternaria citri, E) Colletotrichum gloeosporioides, F) Phytophtora
spp., G) Diplodia natalensis, H) Phomopsis citri, 1) Galactomyces citri-
aurantii, J) Trichoderma viride.

P. digitatum Sacc. es el principal hongo patégeno de frutos
citricos, sobre los que produce la llamada podredumbre verde, siendo
responsable de hasta el 80% de las pérdidas causadas por podredumbres
postcosecha (Figura 5). Es un deuteromiceto u hongo imperfecto de fase
sexual desconocida (Agrios, 2007). Su forma de reproduccién es mediante
esporas asexuales, también llamadas conidios. Es especifico de frutos
citricos, no descrito en otros sistemas vegetales. Es un patégeno de
herida, por lo que necesita de pequefias lesiones en la piel para penetrar
en el tejido vegetal (Kavanagh y Wood, 1967). La contaminacion de este
hongo tiene lugar durante la recoleccion, confeccidn, transporte y
manipulacién, aunque el inéculo mayoritario procede del campo (Tuset,
1987).
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A pesar de su importancia, poco se conoce acerca de los
mecanismos de patogénesis de P. digitatum. La inoculacién con este
hongo afecta considerablemente el contenido en acido galacturénico en la
piel (Achilea et al., 1985a). Durante el proceso de infeccion, P. digitatum
produce exo-poligalacturonasa que hidroliza la pectina de la pared celular
formando monémeros de acido galacturénico (Barmore y Brown, 1979).
Ademas, el desarrollo del hongo induce la produccién de ciertos
metabolitos del fruto, como algunos monoterpenos, y otros compuestos
volatiles del hongo que se liberan tanto durante la infeccion del fruto como
en crecimiento in vitro (Ariza et al., 2002). El agua no es un buen medio
para la induccion de la germinacién de P. digitatum, sin embargo los
azucares presentes en el zumo de fruta, glucosa, fructosa y sacarosa,
estimulan su germinaciéon (Pelser y Eckert, 1977). Ademas, la emisién de
ciertos volatiles de la corteza del fruto también induce la germinacion del
hongo (Eckert y Ratnayake, 1994).

P. italicum Wehmer es el segundo hongo fitopatbgeno mas
importante en la postcosecha de frutos citricos, causante de la
podredumbre azul (Tuset, 1987). Ademas de infectar a frutos citricos, P.
italicum es capaz de atacar a otros frutos y vegetales. La temperatura
Optima de crecimiento de P. digitatum y P. italicum es entre 20-27 °C. Sin
embargo, P. jtalicum es capaz de desarrollarse a temperaturas préximas a
los 5°C, por lo que es especialmente importante durante Ia
frigoconservacion.

P. expansum no es patdgeno de citricos, sin embargo es el
principal agente causal de podredumbres en fruta de pepita. Este hongo es
causante de la podredumbre azul de manzanas. Ademas de producir
multiples pérdidas en frutas, P. expansum es uno de los mayores
productores de patulina, toxina con intensa actividad antibiética que puede
estar presente en diferentes frutas, hortalizas, cereales enmohecidos vy
piensos (Bennett y Klich, 2003).

Geotrichum candidum es un patdgeno de herida, y es el causante
de la podredumbre amarga de frutos citricos. Este hongo necesita una
delgada capa de agua sobre la superficie del fruto para que se produzca la
estimulacion de la germinacion. Junto con Rhizopus stolonifer representan
una importante fuente de contaminacion en las centrales hortofructicolas.
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P. citrophtora es el agente causante de la podredumbre marrén. Es
un patégeno que penetra en el fruto citrico cuando esta todavia en el arbol.
Durante la estacion de lluvia, las zoosporas del hongo descienden desde el
arbol al fruto y lo infectan. Si el hongo empieza a desarrollarse unos dias
antes de la recoleccion, los sintomas no son visibles durante la misma y se
desarrollara en el almacenamiento pudiendo causar serios problemas e
incluso comprometer la cosecha.

Otro tipo de infeccion quiescente es la antracnosis, causada por C.
gloeosporioides en muchos frutos tropicales y subtropicales y en frutos
citricos (Brown, 1975). Los conidios se encuentran en la piel del fruto. En
presencia de agua, las esporas germinan y forman el apresorio en el
extremo del tubo germinal. Después de la cosecha, cuando el fruto
comienza a madurar, la infeccidon quiescente pasa a estado activo e inicia
el desarrollo de la enfermedad.

A diferencia de los patdgenos que actuan en el campo, la mayoria
de patdégenos de almacenamiento son incapaces de penetrar directamente
a través de la cuticula o de la epidermis del fruto. Estos requieren la
presencia de heridas o dafios que faciliten su penetracion. Este es el caso
de los hongos P. digitatum y P. italicum, en los que la presencia de heridas
junto a una humedad ambiental alta, pueden provocar el desarrollo de la
infeccion durante el almacenamiento (Kavanagh y Wood, 1967). La
inoculacion del hongo sobre una herida suele acabar con el desarrollo de
la infeccion. Si al penetrar el hongo contacta con una glandula de aceite
del fruto maduro la infeccién se produce mas facilmente que si su insercién
se produce entre glandulas. Esto no es asi en el caso de frutos inmaduros.
Se ha observado que la presencia de fitoalexinas, como el citral y otros
compuestos antifungicos, en las glandulas de aceite de limones inmaduros
suponen una primera respuesta de defensa frente al ataque por patégenos
(Rodov et al., 1995). Los frutos que no han sido infectados durante la
cosecha pueden hacerlo durante el almacenamiento a través del contacto
con otros frutos ya infectados. Este método de infeccidon es especialmente
comun en la podredumbre azul, pudiendo llegar a destruir cosechas
enteras.

La alta humedad relativa necesaria para la prevenciéon de la
deshidratacién y pérdida de peso de los frutos durante el almacenamiento
estimula el desarrollo de patégenos indeseados. Es sabido que la
acumulacién de agua en la superficie de los citricos estimula el desarrollo
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de la podredumbre verde, por lo que un ligero secado del fruto podria
reducir su susceptibilidad al podrido (Eckert, 1978).

2.2, Medidas de control de enfermedades en frutos citricos.

Para el control de las enfermedades se pueden utilizar bien
compuestos letales sobre patdégenos (fungicidas y bactericidas) o
compuestos que inhiben su crecimiento (fungistaticos y bacteriostaticos).
Por otra parte, los tratamientos se pueden hacer previamente al cosechado
0 ya en postcosecha como parte de los tratamientos de lavado, confeccién,
y conservacion. Un ejemplo clasico de la eficacia de los tratamientos
precosecha en citricos es la pulverizacién de compuestos de cobre para
prevenir el desarrollo de la podredumbre marrén (P. citrophthora) en la piel
del fruto. La eficacia de estos tratamientos depende de su aplicacion con
respecto al estado de la infeccion. Debido a que la germinacion de las
esporas depende de la presencia de agua, los sprays deben ser aplicados
antes de las lluvias (Timmer y Fucik, 1975). Para controlar los patégenos
de herida, los tratamientos en el campo son generalmente menos efectivos
que los ftratamientos postcosecha. Sin embargo, los tratamientos
precosecha son un buen medio de control cuando se producen dafos
considerables durante la recogida y los tratamientos postcosecha no se
pueden realizar pronto (Eckert y Ogawa, 1985).

El control de los principales patégenos postcosecha de los frutos
citricos se realiza mediante el empleo de fungicidas sintéticos. Los
derivados del benzimidazol: tiabendazol (TBZ), benomilo y carbendazima
se empezaron a utilizar como fungicidas a finales de los afios sesenta.
Estos compuestos son activos frente a un amplio espectro de hongos
patdgenos, entre ellos P. digitatum y P. italicum. Su mecanismo de accion
se basa en la interaccion con la tubulina del citoesqueleto, previniendo su
polimerizacién y la elongacion de los microtubulos, e interfiriendo en los
procesos de division y movimiento celular (Davidse, 1986). El problema
mas importante de estos compuestos es que el uso continuado provoca la
aparicion de cepas resistentes (Kinay et al., 2007). Este es el caso de P.
digitatum y P. italicum en frutos citricos, lo que ha hecho que su eficacia
sea cada vez menor. Otros fungicidas introducidos a finales de los setenta
son los derivados del imidazol, como el imazalil (IMZ) y el prochloraz.
Estos compuestos inhiben la biosintesis del ergosterol, componente
esencial de la membrana celular de los hongos. Son fungicidas con
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espectro de accion similar al de los benzimidazoles, siendo eficaces en el
control de la podredumbre verde y azul, incluso para aislados que son
resistentes a otros fungicidas, como TBZ, benomilo, etc. (Eckert y
Ogawa, 1985).

A pesar de su efectividad, el empleo de fungicidas conlleva una
serie de problemas; su uso continuado supone la aparicion de cepas
resistentes, el espectro de acciéon de los fungicidas utilizados es limitado, y
ademas, el uso de ciertos fungicidas en frutos y vegetales no procesados y
de consumo en fresco puede causar toxicidad. Todo ello, junto con el
aumento del interés de los consumidores en aspectos relacionados con la
salud y el medio ambiente han motivado la creacién de una legislacién mas
estricta respecto a la utilizacion de fungicidas y los residuos toxicos
presentes en los productos hortofructicolas.

Existen varias estrategias alternativas al empleo de los fungicidas,
que permiten reducir el desarrollo de las enfermedades postcosecha. Estos
tratamientos se clasifican segin su naturaleza en fisicos, quimicos o
bioldgicos. Entre los tratamientos fisicos, la aplicacién de calor es un
método efectivo para el control de frutos citricos, mediante inmersién de
los frutos en bafos de agua caliente o corrientes de aire caliente en el
interior de camaras (Lurie, 1998). El efecto del tratamiento térmico se basa
por un lado en una actuacién directa sobre el desarrollo del patégeno
(Schirra et al., 2000), y por otro lado en una activacion de diversos
mecanismos de defensa de los citricos, como la sintesis de proteinas
relacionadas con defensa o la formacibn de compuestos antifungicos
(Pavoncello et al., 2001). En general, para el control del desarrollo de
patbgenos se requieren unas temperaturas de almacenamiento entre 4 y
7 °C. Sin embargo, varios frutos citricos como pomelos, limones o ciertos
hibridos, son sensibles a las bajas temperaturas y desarrollan heridas por
frio. Estos frutos sensibles al frio deben ser mantenidos a mayores
temperaturas. Mediante el tratamiento de curado, consistente en un
mantenimiento a 37 °C durante 3 dias a alta humedad relativa, se puede
retrasar los “dafos por frio” de los frutos que se mantienen almacenados a
bajas temperaturas (Lafuente et al., 1997). La aplicaciéon de luz UV puede
evitar el deterioro de frutos actuando directamente sobre las esporas y las
hifas de los hongos. Ademas, este tratamiento induce respuestas de
defensa en los frutos, como la sintesis de fitoalexinas (Kim et al., 1991b;
Rodov et al.,, 1992). Sin embargo, su aplicacién estd limitada por la
tolerancia del fruto a la radiacion. Por ello la combinacién de las
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radiaciones con otros tratamientos fisicos permite reducir la dosis de
radiacion y controlar eficazmente el efecto de los patégenos. En frutos
citricos infectados con P. digitatum, un tratamiento combinado de agua
caliente (52 °C, 5 min) e irradiacion gamma (0.5 kGy) retrasa la apariciéon
de podredumbre verde entre 33-40 dias (Barkai-Golan et al., 1969).

Existen tratamientos quimicos, como la aplicacion de aditivos
alimentarios, entre los que se incluyen sales inorganicas como el
bicarbonato sodico, el carbonato sédico o el cloruro de calcio (Smilanick et
al., 1999; Palou et al., 2001), y sales organicas de benzoato sédico,
sorbato potasico o acetato sédico. El tratamiento de frutos citricos con
bafios en soluciones acuosas de estas sales ha permitido obtener niveles
aceptables de control de las infecciones por P. digitatum y P. italicum
(Smilanick et al., 1999; Usall et al., 1999; Palou et al., 2001).

La aplicaciébn de microorganismos antagonistas del patégeno
postcosecha es un tratamiento biolégico alternativo para el control de
enfermedades, ya que reduce la incidencia a la infeccién. La competencia
entre microorganismos es un proceso que ocurre de forma natural muy
frecuentemente, siendo una de las razones principales por las que los
cultivos estan tan protegidos durante su cultivo (Andrews, 1992). Entre los
mecanismos de accién de estos agentes de biocontrol se han propuesto la
competicion por el espacio y los nutrientes, el micoparasitismo, la
antibiosis, la induccion de resistencia y la produccion de enzimas liticas de
pared celular (Arras, 1996; EI-Ghaouth et al., 2000; Bonaterra et al., 2003,
Poppe et al., 2003). La accién de estos microorganismos puede
potenciarse si éstos son aplicados junto con algunos métodos fisicos o
quimicos como tratamientos térmicos y sales inorganicas (Obagwu vy
Korsten, 2003; Plaza et al., 2004; Mari et al., 2007). Candida famata es
capaz de reducir la podredumbre verde entre el 90-100% en frutos citricos
inoculados artificialmente, estimulando en ellos la produccién de ciertas
fitoalexinas, como la escoparona y la escopoletina, tanto en presencia
como en ausencia del patégeno (Arras, 1996). Cuando el biocontrol es
compatible con los fungicidas sintéticos la combinacién de ambos supone
una buena reduccion de los niveles de fungicidas. Candida sake es un
microorganismo efectivo para el control de la infeccién por P. expansum o
B. cinerea en peras de la variedad ’Blanquilla’, y su efecto se ve
potenciado mediante el uso de Amonio-molibdato (Nunes et al., 2002). La
aplicacion de la levadura antagonista Pichia guilliermondii en frutos citricos
en combinacion con concentraciones bajas de tiabendazol reduce la
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podredumbre verde a un nivel similar a la alcanzada con los maximos
niveles permitidos del fungicida aplicado sélo (Droby et al., 1993b).

Sin embargo, y hasta la fecha, no existen compuestos alternativos
que puedan sustituir la eficacia de control conseguida con los fungicidas.
Una solucion intermedia es la combinacién de fungicidas con tratamientos
fisicos o biologicos que permita mantener la efectividad de control con
unas dosis menores de fungicida. Asi, la aplicacién de fungicidas en bafos
de agua caliente permite reducir la cantidad necesaria de fungicida (Lurie,
1998) Este proceso ha sido particularmente efectivo en el caso de frutos
citricos tratados con tiabendazol e imazalil (McDonald et al., 1991). Otros
compuestos, como dioxido de sulfuro, etanol o carbonato sodico también
han sido aplicados en soluciones acuosas calientes (45 °C) para el control
de la podredumbre verde (Smilanick et al., 1995).

2.3. Respuestas de los frutos citricos.

La corteza de los frutos citricos esta formada por dos capas, una
mas externa coloreada, llamada flavedo de aproximadamente 1,5 mm de
espesor, y otra capa interna de color blanco mas gruesa, llamada albedo.
La inoculacién con esporas de P. digitatum en heridas de menos de 2 mm.
de profundidad generalmente tiene mas dificultades de progresar vy
desarrollar la infeccion, lo que indica que el flavedo es un tejido mas
resistente a la infeccion (Kavanagh y Wood, 1967). Esta mayor resistencia
del flavedo ha sido asociada con una mayor concentracién de compuestos
antifungicos pre-existentes (Rodov et al., 1995). Estos compuestos se
localizan en los aceites esenciales presentes en las glandulas de la corteza
del fruto. Asi, se vio que limones inmaduros infectados en las glandulas
eran mas resistentes que los que eran infectados entre las glandulas, pero
esta caracteristica se perdia al madurar los frutos. Este hecho se
correlacion6 con la presencia del monoterpeno citral y las cumarinas o
furanocumarinas limetina, isopimpinelina y 5-geranoxi-7-metoxicumarina
en las glandulas de aceite de los frutos inmaduros. También parecen estar
implicados otros mecanismos de defensa del fruto. Se ha detectado que en
el flavedo, a diferencia del albedo, existe un potencial antioxidante debido
a la accién de enzimas como la superoxido dismutasa (SOD), CAT, GR y
APX que sugieren que el fruto es capaz de mantener una alta
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concentracion de H,O, con actividad antimicrobiana en la primera barrera
de la corteza (Ballester et al., 2006).

El fruto es capaz de inducir la produccion de metabolitos con
potencial actividad antimicrobiana en respuesta a la infeccién por
patdbgenos. La escoparona (6,7-dimetoxicumarina) es una fitoalexina
presente en altas cantidades en limones inoculados con P. digitatum o
frutos irradiados con luz U.V. (Ben-Yehoshua et al., 1992). Los cambios en
la concentracibn de escoparona se correlacionaron con la actividad
antifungica de extractos de los frutos (Kim et al., 1991b). Tanto la
escoparona como la escopoletina y la 7-geranoxicumarina son cumarinas
que han sido aisladas en citricos y presentan actividad antifungica contra
P. digitatum y P. italicum en experimentos in vitro e in vivo (Angioni et al.,
1998). Otra cumarina, la umbeliferona (7-hidroxicumarina), es capaz de
inhibir el crecimiento in vitro de varios patéogenos y esta presente en el
albedo de pomelos inmaduros. Su concentracién aumenta en gran medida
debido al proceso de infeccion por P. digitatum en frutos maduros, pero
especialmente en frutos inmaduros, lo que sugiere que la umbeliferona
estd implicada en defensa (Afek et al., 1999). Ademas de las cumarinas,
los flavonoides son otro tipo de fenilpropanoides implicados en la
respuesta de los frutos citricos a la infeccién. Entre estos compuestos, se
han estudiado la implicacion de varias flavanonas y flavonas
polimetoxiladas con la resistencia de los frutos citricos frente al ataque por
patégenos (Del Rio et al., 1998; Arcas et al., 2000; Ortufio et al., 2006).
Estos trabajos muestran como la adicion de estos compuestos en medios
de cultivo supone la reduccion del crecimiento de hongos como P.
digitatum, P. citrophtora 'y Geotrichum sp. Ademas, se ha observado que la
infeccion con P. citrophthora produce un descenso de la cantidad de las
flavononas hesperidina e isonaringina, pero sin embargo aumenta la de
sus agliconas hesperitina y naringenina. Las polimetoxiflavonas
sinensetina, nobiletina, tangeretina y heptametoxiflavona también
aumentaron su concentracién después de la infeccion, sugiriendo su
implicacion en la respuesta a la infeccion. Experimentos in vitro
confirmaron la actividad antifungica de estos compuestos (Del Rio et al.,
2004).

Los frutos citricos, como el resto de frutos, aumentan la actividad
respiratoria y la produccion de ET después de sufrir una herida o la
exposicion a otros estreses, como bajas temperaturas, radiaciones
gamma, o la invasion por patdgenos. A principios de los afios cuarenta se
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hicieron los primeros estudios sobre el efecto de la infeccién por P.
digitatum en el aumento de la tasa respiratoria y la produccion de ET
(Biale, 1940; Biale y Shepheid, 1941). El ET producido durante los
primeros estadios del desarrollo de la infeccién proviene del fruto. Sin
embargo, P.digitatum también es capaz de producir ET, aunque por una
ruta de biosintesis diferente al de la planta (llag y Curtis, 1968). Conforme
avanza la infeccion, el incremento de su biomasa conlleva a que el hongo
sea responsable de practicamente la totalidad de la produccién del ET en
estadios mas avanzados. (Achilea et al., 1985a; Achilea et al., 1985b).
Posteriores estudios con otros hongos patégenos sobre frutos citricos
confirmaron este comportamiento. A semejanza de los hongos, algunas
bacterias patégenas, como Pseudomonas syringae, también provocan
aumento de la produccién de ET en frutos citricos (Cohen et al., 1978).

El ET, aplicado de forma exégena, es capaz de inducir cambios en
la expresion de genes y sintesis de proteinas en los frutos citricos (Alonso
et al.,, 1992). La aplicacion exdégena de ET induce proteinas/genes
potencialmente implicados en respuestas de defensa, algunos de los
cuales también se inducen durante la infeccion por P. digitatum o como
consecuencia de tratamientos que disminuyen la susceptibilidad frente a
dicha infeccion (Mullins et al., 2000; McCollum, 2000; Porat et al., 2001;
Porat et al., 2002; Marcos et al., 2005), como es el caso de B -1,3-
glucanasas, quitinasas o PAL . Ademas, el ET aumenta la acumulacion de
carotenoides (Stewart y Whitaker, 1972) e induce la degradacién de
clorofila (Purvis y Barmore, 1981) en frutos citricos. Por ello, el tratamiento
con ET es una practica comun en la industria de citricos para producir el
desverdizamiento de los frutos durante la postcosecha.

Como ya hemos visto, la PAL es un enzima clave en la biosintesis
de fenilpropanoides, fitoalexinas y lignina (Dixon y Paiva, 1995). La
expresion del gen que codifica esta enzima esta inducida en frutos citricos
durante el proceso de infeccion por P. digitatum en la zona proxima a la
inoculacién, sin embargo no se ha obsevado en frutos sanos (McCollum,
2000; Ballester et al., 2006). Diversos autores sugieren que la infeccion de
frutos citricos con P. digitatum no supone un aumento de la actividad PAL
en el fruto (Ismail y Brown, 1979; Poppe et al., 2003). Estudios posteriores
han mostrado que la infeccién por P. digitatum induce la expresion de PAL
en la piel de frutos citricos, pero, aunque hay un aumento de la actividad
PAL, ésta aumenta en menor medida que la expresion del gen (Ballester,
2007). Estos resultados parecen sugerir la capacidad del hongo en inhibir
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la actividad de PAL, como ya han propuesto otros autores (Ismail y Brown,
1979; Lisker et al., 1983).

Por otro lado, en citricos, tanto la actividad enzimatica de PAL como
la expresion génica del gen que la codifica parecen estar regulados
positivamente por el ET (Lafuente et al., 2001, Marcos et al., 2005). Sin
embargo, el bloqueo de la percepcion del ET con 1-MCP reduce, pero no
elimina, la transcripcién de PAL durante la infeccion (Marcos et al., 2005).
De hecho, la aplicacién de 1-MCP supone un descenso de la expresion de
este gen solo a tiempos largos. Este hecho sugiere que la induccién inicial
de PAL no depende del ET, por lo tanto debe estar regulada por otros
mecanismos, mientras que el ET induciria su expresion una vez la
respuesta ha sido iniciada.

La infeccion por P. digitatum, la aplicacién de agentes elicitores
como la luz U.V., o la aplicacién de acido jasmdnico supone la induccién
de genes de determinadas proteinas PR o la acumulacién de las mismas,
entre ellas quitinasas, B-1,3-glucanasas y peroxidasas (Fajardo et al.,
1998; McCollum, 2000; Porat et al., 2001) Diferentes elicitores, seguidos
de infeccién por P. digitatum, producen la induccién de la expresion del
gen gnsl que codifica una B-1,3-endoglucanasa implicada en la resistencia
de frutos de Citrus sinensis frente al hongo (Porat et al., 2002). El gen chil,
que codifica una quitinasa, esta muy inducido por varios tratamientos que
promueven la respuesta de resistencia frente a P. digitatum. Estos
tratamientos consistieron en la irradiaciéon del fruto con luz U.V., el
cepillado con agua caliente, la aplicacion de acido B-aminobutirico (BABA)
y la aplicacion de la levadura antagonista Candida oleophilla (Porat et al.,
2001). Otra quitinasa de frutos citricos mostré induccion de la expresion
debido al dafo por la herida pero no aumentd su expresién a causa de la
infeccién por P. digitatum (Marcos et al., 2005).

Los estudios realizados mediante el tratamiento de frutos citricos
con 1-MCP, potente inhibidor de la percepcion del ET, parecen
contradictorios, ya que aunque en un caso el tratamiento continuo con el
inhibidor parece no afectar la incidencia y velocidad de desarrollo de la
infeccion en pomelos inoculados artificialmente con P. digitatum (Mullins et
al., 2000), en otros estudios parece que el pretratamiento con 1-MCP
aumenta la incidencia de infecciones naturales (Porat et al., 1999; Mullins
et al., 2000) o experimentales (Marcos et al., 2005).
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3. Herramientas gendmicas en la caracterizacion de la
interaccion planta-patégeno.

El control de la expresidon génica es uno de los mecanismos de
regulacibn mas importantes de la actividad biolégica, para el
mantenimiento de la actividad, desarrollo e interaccion con el entorno de
células y organismos. Durante varias décadas las técnicas para el estudio
de los cambios en la acumulacion de mRNA de un organismo permitian la
determinacion de la expresion de uno o pocos genes al mismo tiempo.
Esto suponia una informacion muy limitada de los mecanismos globales
que acontecen en el interior de la célula. En los ultimos afos se ha
producido una revolucién con la aplicacion de herramientas de genémica
funcional para la determinacion de los cambios globales de expresiéon
génica (Koltai y Volpin, 2003).

3.1. Desarrollo de proyectos de genémica funcional en plantas.

Existen varios proyectos de gendomica en plantas modelo y en
plantas de relevancia en agricultura, en los que esta en marcha o ya se ha
terminado la secuenciacion de sus genomas. Entre estos cabe destacar los
dedicados a A. thaliana ( AGI, http://www.arabidopsis.org,
http://www.genomenewsnetwork.org/articles/04_00/what_makes_chart.sht
ml ), (Arabidopsis Genome Initiative, 2000), arroz (“The Rice Center’
(http://www tigr.org/tdb/e2k1/osal/intro.shtml) (Yu et al., 2002), tomate
(“Tomato Center”; http://www.sgn.cornell.edu), Medicago (“Medicago
truncatula Center”; http://www.medicago.org), platano (“Banana Center”
(http://www.promusa.org) y eucalipto (“Eucalipt Center”;
http://www.agrf.org.au/future_initiatives.html). Al contrario de los genomas
relativamente pequefios que estan ya secuenciados o en vias de serlo, la
secuenciaciéon completa de plantas con grandes genomas, como la cebada
(5.000 Mb) o el maiz (16.000 Mb), son mas dificiles de abordar. Para estos
casos, o en aquellos en los que no existe todavia un proyecto definido de
secuenciaciéon del genoma, una alternativa razonable consiste en el
desarrollo de bases de datos de ESTs (“Expressed Sequence Tags”), con
la que obtener de forma relativamente rapida una gran riqueza de
informacidén sobre secuencias génicas implicadas en procesos biologicos.
Una EST es una secuencia de cDNA obtenida a partir de un mRNA del
tejido de un organismo. Entre las colecciones de ESTs de plantas mas
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importantes, bien por su importancia agricola o por su uso como planta
modelo, estan las de: Glycine max (soja), Hordeum vulgare ssp. vulgare
(cebada), A. thaliana, Triticum aestivum (trigo), Zea mays (maiz),
Lycopersicon esculentum (tomate), Oryza sativa (arroz), Sorghum bicolor
(sorgo) y Solanum tuberosum (patata)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/).

La capacidad de obtener secuencias de genomas completos o
bases de datos de ESTs a escala gendmica, ha propiciado el desarrollo de
técnicas de alto rendimiento para la monitorizacién simultanea de los
cambios en la acumulacién de miles de mRNAs distintos (el llamado
transcriptoma de un organismo), lo que permite determinar aquellos genes
cuya expresion se induce o reprime en unas condiciones determinadas. La
metodologia mas extendida para ello se basa en la hibridaciéon de &cidos
nucleicos fijados en un soporte sélido, las denominadas matrices de DNA
(“DNA arrays” o “chips” de DNA). Como resultado, a partir de los noventa
se realizaron hibridaciones conteniendo varias decenas de genes de A.
thaliana (Schena et al., 1995). Gracias a la posibilidad de sintetizar
matrices conteniendo miles de oligonucleétidos determinados, estos
métodos pueden permitir el estudio rapido de genomas con decenas de
miles de genes, como el de los humanos (Lockhart et al., 1996). Esta
tecnologia no solo proporciona informacién funcional sobre nuevos genes,
ademas supone una potente herramienta para el estudio de la expresiéon
génica global de un organismo, con muchas y muy importantes
aplicaciones en el estudio de la biologia de las plantas (Desprez et
al., 1998).

Las macro- y micromatrices de DNA son un elemento fundamental
de la gendmica funcional para el estudio de los cambios de expresion
génica a escala global (Aharoni y Vorst, 2002). El poder de estos métodos
radica en la miniaturizacién y automatizacién, que permite la obtencién de
resultados a gran escala. Hasta el momento, las principales aplicaciones
de estas técnicas son el estudio de la expresién génica, asi como la
identificacion y genotipado de mutaciones y polimorfismos.

Los estudios de hibridacion con matrices de DNA han comenzado a
aplicarse a diferentes aspectos de la interacciéon planta-patégeno. Por
razones obvias, los primeros estudios de este tipo se han abordado en A.
thaliana. En un ensayo se determinaron los cambios de expresion, de una
seleccion de 2.375 genes, en respuesta a la infeccion con el hongo

40



Introduccion

patbgeno incompatible Alternaria brassicicola, y a la exposicion a
diferentes moléculas de sefializacion relacionadas con defensa, como son
el SA, MeJA o ET (Schenk et al., 2000). A partir de esta limitada base de
datos se identificaron genes con expresion diferencial en respuesta a cada
tratamiento, pero también sorprendentemente un elevado numero de
genes co-regulados por SA, MeJA y ET, aportando nuevos datos sobre la
interaccion de las diferentes rutas de sefializacion en defensa, por ejemplo,
sobre la coordinacion entre las sefalizaciones por SA y JA, que
anteriormente se asumian como Unicamente antagdnicas. Estudios
independientes también apuntan a una convergencia, en determinados
aspectos, de la respuesta a patdbgenos y a otros estreses abidticos como el
estrés hidrico, salino o de temperatura (Scheideler et al., 2002; Chen et al.,
2002). Ademas, estos autores sugieren que las respuestas a diferentes
patdgenos pueden compartir ciertas caracteristicas, ya que la infeccién de
A. thaliana con una bacteria (P. syriange), un hongo (B. cinerea) y un virus
(Cauliflower mosaic virus) activaban preferencialmente un cierto grupo de
factores de transcripcion comunes en todas las respuestas (Chen et
al., 2002).

En un trabajo relevante para nuestros resultados, el uso de una
micromatriz de cDNA en A. thaliana formada por 13.000 ESTs permiti el
estudio de los cambios del transcriptoma en la interaccién incompatible con
la bacteria P. syriange pv. tomato (Scheideler et al., 2002). Se observé que
la planta sufria un cambio masivo de expresidbn génica desde el
metabolismo primario al metabolismo secundario relacionado con defensa
durante las primeras 24 horas posteriores a la inoculacién. Entre los genes
con expresion diferencial se observaron varios que codifican enzimas
metabdlicos, proteinas de organizacién celular, proteinas de transducciéon
de sefal y proteinas implicadas en el control de la expresion de genes
relacionados con la respuesta a estrés. Estos cambios de expresiéon génica
suponian importantes cambios en el metabolismo de la planta, algunos de
los cuales no se sospechaba previamente que estuvieran relacionados con
las respuestas de defensa. Hay que destacar que en el momento del
estudio, en torno al 50% de los genes con expresion diferencial eran de
funcién desconocida.

Hasta hace pocos afios, la mayoria de los estudios de gendmica
funcional en plantas se han llevado a cabo en especies modelo como A.
thaliana (Schena et al., 1995; Girke et al., 2000) y arroz (Yamamoto y
Sasaki, 1997; Yuan et al., 2001). Por este motivo, la gran cantidad de
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informacién disponible en A. thaliana hace de ella la mejor herramienta
para la anotacién de la funcion de genes de plantas. Sin embargo, existe
una conservacion limitada en el repertorio de genes entre A. thaliana y
otras especies (Mysore et al., 2001; Brendel et al., 2002). Este hecho
sugiere que en algunos casos puede ser dificil establecer semejanzas
entre genomas de especies divergentes, sobre todo en procesos en los
que como acabamos de comentar, un gran numero de genes permanecen
sin funcién anotada. Ademas, muchos genes ortélogos no muestran los
mismos patrones de expresion entre diferentes especies de plantas v,
aunque tengan la misma funcién bioquimica, no es descartable que no
estén relacionados con los mismos procesos. Sin embargo, y a pesar de
estos inconvenientes, la mayoria de los estudios de alto rendimiento en
fitopatologia han usado A. thaliana como planta modelo. La tarea de
analizar los cambios de expresion génica implicados en la interacciéon
planta-patbgeno sobre especies vegetales de interés agronémico es,
desde luego, mas complicada, pero también necesaria en vista de las
particularidades de cada tipo de interaccién planta-patdégeno.

3.2. El Proyecto de Genomica Funcional de Citricos

Debido a su interés econémico, existen cada vez mayor numero de
laboratorios implicados en la realizacién de estudios de genémica funcional
en plantas de interés econdmico mas directo. Entre otros, hace unos afios
varios grupos valencianos se plantearon el inicio de un proyecto de
genomica funcional de citricos.

El “Proyecto de Genomica Funcional de Citricos” (CFGP) empezo6
en el afio 2001 gracias a la financiacion de la Conselleria de Agricultura,
Pesca y Alimentacion de la Generalitat Valenciana y del Ministerio de
Educacion y Ciencia (Acciones estratégicas de gendmica y proteémica), y
en él participan diferentes grupos de investigacion del Instituto de Biologia
Molecular y Celular de Plantas (IBMCP), el Instituto Valenciano de
Investigaciones Agrarias (IVIA) y el Instituto de Agroquimica y Tecnologia
de los Alimentos (IATA) (Forment et al., 2005) ().
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Citrus Functional Genomics Project (CFGP)

Figura 6. ElI Proyecto de Genomica Funcional de Citricos (CFGP)
“http://bioinfo.ibmcp.upv.es/genomics/cfgpDB”.

El objetivo general cuando se concibi®é este proyecto era la
caracterizacion del transcriptoma de citricos, asi como de sus cambios
durante los procesos biolodgicos basicos (crecimiento y desarrollo de las
partes vegetativas y reproductivas, desarrollo del fruto y maduracién), o
durante otros procesos de especial relevancia en citricultura que afectan a
la produccion y a la calidad del fruto (respuesta a estreses bibticos y
abidticos, y procesos relacionados con el almacenamiento postcosecha de
frutos). Se pretende, ademas, el desarrollo de nuevas herramientas
gendmicas para la caracterizacion de las diferentes variedades de citricos
y para la determinacién de la funcién de los genes, con el fin de aumentar
las capacidades cientificas y tecnolégicas para el desarrollo de la
citricultura espafola.

Este objetivo general se desdobla en varios objetivos especificos,
entre los que se encuentra, en primer lugar, la generaciéon de una amplia
coleccion de ESTs a partir de la construccion de bibliotecas de cDNA de
diferentes tejidos y estados de desarrollo, asi como en respuesta a
diferentes estreses bibticos y abibticos, y en la que han participado todos
los grupos del proyecto. La subsiguiente secuenciacién de un numero
amplio de clones de cada una de las bibliotecas, asi como su analisis
bioinformatico, anotacion funcional y estructuracion en una base de datos
con la que se puede trabajar y extraer informacién via Internet, han
aportado herramientas de trabajo a escala gendémica. Finalmente, con este
material y herramientas se han disefiado y producido varias generaciones
de micromatrices de cDNA, con las que abordar estudios de
caracterizacion del transcriptoma.
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Durante el tiempo que lleva en marcha el proyecto se han
elaborado un total de 53 colecciones de cDNA, sustractivas y no
sustractivas. A partir de ellas se han creado tres generaciones de
micromatrices. La primera, denominada 7k, fue empleada durante el
presente trabajo de tesis, y contiene un total de 12.672 ESTs agrupados en
6.333 unigenes provenientes de 18 bibliotecas de cDNA (Forment et al.,
2005). La segunda generacién de micromatrices, denominada 12k o de
segunda generacion, fue creada posteriormente a la realizacion de este
trabajo, elaborandose a partir de la mayoria de las 53 bibliotecas. En la
actualidad ya esta disponible una micromatriz de tercera generacion,
denominada 20k, que contiene la mayor parte de los genes de los citricos.

‘Clementina de Nules’ (o ‘Clemenules’) (Citrus clementina) fue la
variedad de citrico escogida para la realizacion de la mayor parte de los
estudios debido a su gran importancia econémica. El grupo de cultivares
de ‘Clementina' es el mas representativo en la industria espafiola por su
calidad y aceptacién, y supone entre el 50 y 60% de las nuevas
plantaciones de citricos de los ultimos 10 afios. De ellos, mas de la mitad
corresponden a ‘Clemenules’.

El “Laboratorio de Fisiologia y Biotecnologia de Postcosecha” del
IATA contribuyé al CFGP con la elaboracién de tres bibliotecas de cDNA
diferentes: RindPdig24 es una coleccién de cDNAs obtenidos a partir de la
corteza de mandarinas ‘Clemenules’ infectadas por el hongo P. digitatum a
las 24 horas después de la inoculacion. PostharvP1 es una coleccion de
cDNAs, enriquecida en fragmentos de longitud completa, obtenidos a partir
de la corteza de mandarinas ‘Clemenules’ heridas e inoculadas con agua o
infectadas por el hongo P. digitatum, a las 8, 16 y 24 horas después de la
inoculacién. Ambas bibliotecas se realizaron dentro de esta tesis doctoral
en el marco del proyecto “Estudio de las respuestas de los frutos citricos a
las bajas temperaturas de conservacion y a la infeccién por Penicillium
mediante gendmica funcional” financiado por el Ministerio de Educacién y
Ciencia en el marco de una accion estratégica de gendmica. La realizaciéon
de estas colecciones de cDNA y el andlisis bioinformatico de sus
secuencias es uno de los objetivos de este trabajo (véase Objetivo 1). Por
otro lado, FlavCurFr1 es una coleccion de cDNAs obtenidos a partir de la
corteza de mandarinas ‘Fortune’ pretratadas a 37 °C y almacenadas
posteriormente a 2 °C, realizada también en nuestro laboratorio en el
marco de otra linea de trabajo del grupo. Adicionalmente, se incluy6 en el
CFGP secuencias pertenecientes a la biblioteca sustractiva RindPdigS,
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realizada previamente en el “Laboratorio de Fisiologia y Biotecnologia
Postcosecha” del IATA. Esta biblioteca de cDNA esta enriquecida en EST
que se expresan mas abundantemente en la corteza de naranja Navelina
(Citrus sinensis L. Osbeck) a las 24 h después de la inoculacién por P.
digitatum con respecto a un control de respuesta a herida mecanica.
(Gonzalez-Candelas et al., 2005). Las secuencias de esta coleccion se
imprimieron en macromatrices para llevar a cabo otro de los objetivos de la
tesis, el estudio de los cambios en la expresién génica de frutos citricos
frente al tratamiento con ET, la herida y la infeccion por P. digitatum (véase
Objetivo 2).
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Objetivos

Este trabajo se enmarca en la caracterizacion molecular de la

interaccion entre frutos citricos y hongos fitopatégenos de postcosecha del
género Penicillium, en especial de Penicillium digitatum, mediante el
empleo de diferentes aproximaciones de genémica funcional.

El objetivo principal de este trabajo de tesis es identificar y

caracterizar genes de frutos citricos implicados en la respuesta a la
infeccién por hongos del género Penicillium, y analizar el papel del ET
como mediador de dicha respuesta. Este objetivo sera abordado en varios
objetivos especificos:

1.

Generaciéon de distintas colecciones de ESTs, procedentes de la
corteza de frutos citricos infectados por P. digitatum, y analisis de las
secuencias de DNA de un numero representativo de clones. Estos
resultados se depositaran en la base de datos del Proyecto de
Genoémica Funcional de Citricos, lo que contribuira a la generacién de
micromatrices de DNA representativas del conjunto de clones
obtenidos por el Proyecto.

Determinacién y caracterizacion de los cambios globales en el
transcriptoma de frutos citricos asociados a la infeccion por
P. digitatum, mediante el uso de macro- y micromatrices de DNA.
Analisis detallado de la expresion en distintas condiciones de aquellos
genes que sean identificados como relevantes.

Estudio de la implicacién del ET en la susceptibilidad a la infeccién y en
los cambios de la expresion génica en frutos citricos asociados a la
infecciéon por Penicillium.
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Materiales y métodos

1. Organismos:

1.1. Material vegetal.

Para la realizacién de los diferentes experimentos se utilizaron las
siguientes variedades de frutos citricos: frutos de naranja (Citrus
sinensis L. Osbeck) de la variedad ‘Navelate’ recolectados de un campo
comercial de Liria (Figura 7, A). Frutos de naranja (Citrus sinensis L.
Osbeck) de la variedad ‘Navelina’ procedentes de la cooperativa citricola
de Liria (Figura 7, B). Frutos de mandarina (Citrus clementina) de la
variedad ‘Clemenules’. Estos frutos maduros se recolectaron de varios
campos comerciales de Liria (Figura 7, C).

Figura 7. Variedades de frutos citricos utilizados durante el trabajo de
tesis. A) Citrus sinensis L. Osbeck de la variedad ‘Navelate’ B) Citrus
sinensis L. Osbeck de la variedad ‘Navelina’. C) Citrus clementina de la
variedad ‘Clemenules’.

Todos los frutos se procesaron en el mismo dia de su recoleccion y
no fueron sometidos a ningun tratamiento postcosecha. Se hizo una
seleccion de aquellos frutos sanos que no presentaban dafios visibles.
Seguidamente se lavaron con una solucién de lejia al 5% durante 5 min

53



Materiales y métodos

para su desinfeccion, se enjuagaron con agua y se dejaron secar a
temperatura ambiente durante una noche.

1.2. Microorganismos.
Hongos.

Las infecciones se realizaron con el hongo Penicillium digitatum
Sacc., agente causal de la podredumbre verde de citricos (Figura 8). Se
utilizé el aislado PHI-26, procedente de una naranja infectada, y aislado en
nuestro laboratorio (Lopez-Garcia et al., 2000).

Figura 8. Penicillium digitatum. A) Visualizaciébn microscopica de un
micelio de P. digitatum. (Microscopia Optica, contraste Nomarsky). B)
Fruto citrico infectado por P. digitatum.

Para el estudio comparativo de las respuestas a la infeccion de
frutos citricos con hongos patdgenos y no patégenos se utilizaron ademas
los siguientes aislados de hongos del género Penicillium, también
obtenidos previamente en nuestro laboratorio (Lopez-Garcia et al., 2000;
Lopez-Garcia et al., 2003): aislado PHI-1 de P. italicum Wehmer, patégeno
de citricos, procedente de una naranja infectada; aislado PHI-8 de
Penicillium brevicompactum, con pobre capacidad infectiva de frutos
citricos, obtenido a partir de una placa de contacto de la cooperativa
hortofructicola de La Pobla de Vallbona que se aisl6 en nuestro laboratorio;
aislado PHI-65 de Penicillium expansum, patégeno de frutos de pepita y
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causante de la podredumbre azul de manzanas, obtenido a partir de un
limén podrido y aislado en nuestro laboratorio.

Todos ellos fueron cultivados en placas Petri con medio de cultivo
PDA (“agar de patata dextrosa”, Difco Laboratorios Inc.) a partir de
muestras glicerinadas conservadas a -80°C. Una vez sembrados se
incubaron a 24 °C durante 7 dias. Los conidios para cada experimento se
obtuvieron el mismo dia de la infeccién rascando la superficie del medio de
cultivo con una espatula estéril. Se afadieron a un tubo con agua y se
filtraron a través de lana de vidrio para eliminar las hifas y restos de agar.
El recuento de conidios se realizd con un hematocitbmetro en un
microscopio y se diluyeron hasta la concentracién deseada.

Bacterias.

Escherichia coli XL1-Blue MRF (Stratagene): se utiliz6 para el
empaquetamiento de los fagos Uni-ZAP XR en la construccién de la
biblioteca de cDNA RindPdig24. Escherichia coli SOLR (Stratagene): se
utilizé para la transfeccion de los fagésmidos pBluescript escindidos a
partir de XL1-Blue MRF mediante el uso del fago “ayudante” “ExAssistant
interference-resistant helper phage”. Escherichia. coli TOP10 (Invitrogen)
se utiliz6 para la clonacién de los plasmidos derivados de pENTRA durante

la elaboracion de la biblioteca de cDNA PostharvP1.

2. Inoculaciones y toma de muestra

2.1. Inoculaciones.

Para las infecciones de las mandarinas ‘Clemenules’ empleadas en
la construccion de las bibliotecas de cDNA vy la construccién e hibridacion
de las micromatrices se efectuaron 8 heridas por fruto en la zona ecuatorial
de la corteza con un clavo de 2,5 mm de didmetro y 4 mm de longitud. La
herida se inoculé con 10 uL de una suspension de conidios del aislado
PHI-26 de P. digitatum a una concentracion de 10° conidios/mL. Los frutos
se almacenaron en cadmaras de conservacién a 20 °C y una humedad
relativa superior al 90%. Esta alta concentraciéon del hongo se escogié para
que el desarrollo de la infeccidon fuese uniforme en todas las heridas.
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En los diferentes experimentos sobre el estudio del desarrollo de la
infeccion y produccion de ET, se utilizaron mandarinas ‘Clemenules’
realizando cuatro heridas por fruto con un clavo de 2,5 mm de diametro y 4
mm de longitud e inoculando 10 puL de una suspensién de conidios del
aislado PHI-26 de P digitatum a una concentracion de 5 x 10°, 10%, 10° o
10°,conidios/mL seguin el experimento.

En el estudio comparativo con diferentes hongos patdégenos y no
patdbgenos, se infectaron 15 naranjas ‘Navelate’ por condicién y se
realizaron cuatro heridas por fruto con un clavo de 2,5 mm de diametroy 5
mm de longitud e inocularon 10 pL de una suspension de conidios de los
aislados PHI-1, PHI-8, PHI-26 y PHI-65 del género Penicillium a una
concentracién de 10° conidios/mL.

Anaélisis estadistico.

Los datos de incidencia de la infeccion correspondieron al valor
medio de tres réplicas de cinco frutos con cuatro heridas por fruto. El
andlisis de los datos se realizd utilizando el paquete estadistico
“Statgraphics Plus 5.1” (Manugistics, Inc.) aplicando el analisis de la
varianza (ANOVA). Se realiz6 un estudio de la homogeneidad de la
varianza y, si ésta era homogénea, se empleo el test LSD, considerandose
significativas diferencias de p<0,05.

2.2. Toma de muestra.

Para la toma de muestra de frutos se extrajo tejido de la corteza
con un sacabocados de 5 mm de diametro centrado en el punto de la
herida en los tratamientos de infeccién y herida, o en la zona ecuatorial en
los tratamientos control, conteniendo tanto el flavedo, parte externa
coloreada de los frutos citricos, como el albedo, parte interna de la corteza,
de color blanquecina y con amplios espacios intercelulares. Las muestras,
dependiendo del experimento, se tomaron a las 0, 8, 16, 24 y 48 horas
después de la inoculacion. El tejido se congeld en nitrogeno liquido y se
tritur6 con un molinillo hasta conseguir un polvo congelado. Seguidamente
se guardaron a -80 °C hasta su utilizacion.
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3. Tratamientos y medida de etileno.

3.1. Tratamiento con etileno, 1-metilciclopropeno (1-MCP) y aire.

En algunos experimentos los frutos fueron pre-tratados con ET, 1-
MCP o aire, con anterioridad a la inoculacion. Estos tratamientos se
llevaron a cabo a 20 °C durante 16 horas en jarras de vidrio de 25 L.
(méximo 30 frutos/jarra). EI ET fue inyectado hasta alcanzar una
concentracion de 10 ppm, a partir de una mezcla de calibracién de Azethyl
(C2H4.N2). ElI 1-MCP fue liberado disolviendo la cantidad apropiada de
Ethylbloc (1-MCP 0,43%) para obtener una concentracion final de 100 6
500 ppb segun el experimento, en 2 mL de agua destilada calentada a
65 °C y colocandolo inmediatamente dentro de las jarras. Los tratamientos
con aire se usaron como control de los experimentos tratando los frutos
con aire atmosférico. En todos los casos se colocé hidréxido calcico dentro
de las jarras para absorber el CO, procedente de la respiraciéon de los
frutos. Después de los tratamientos los frutos se airearon durante 30-60
min.

3.2, Determinacion de la producciéon de etileno y estudio del
desarrollo de la infeccién.

Se hizo dos estudios sobre produccién de ET. Por un lado se midié
en frutos de mandarina ‘Clemenules’ intactos, heridos o infectados con P.
digitatum a 10° conidios/mL. Por otro lado se midié la produccion de ET en
frutos de ‘Clemenules’ tratados con dos concentraciones de 1-MCP (100
ppb y 500 ppb) y en frutos tratados con aire, que posteriormente fueron
infectados con P. digitatum (5 x 10° con/mL). A todos los frutos heridos e
infectados se les practico 4 heridas por fruto.

Los frutos se mantuvieron en camara a 20 °C y 90% de humedad. A
diferentes tiempos 15 frutos fueron introducidos de tres en tres en jarras de
1,6 L. y cerrados herméticamente. A las 3 horas se tomb muestra de los
gases de las jarras con jeringuillas de 1 mL y se realizé un analisis visual
del desarrollo de la infeccion sobre ellos.

El ET se determiné por cromatografia inyectando las muestras en
un cromatografo de gases Perkin Elmer 3920 (Perkin Elmer, Norwalk,
Conn., USA) con un detector de ionizacion de llama. Se utiliz6 una
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columna de alimina (6xido de aluminio activado) de 1 m de longitud y 2
mm de diametro interno (Supelco, Barcelona), un flujo de gas portador (N,)
de 45 mL/min y una temperatura de columna, inyector y detector de
140 °C, 160°C y 160 °C respectivamente. La concentracion de ET se
calculé a partir de la comparacion entre la altura de los picos obtenidos con
las diferentes muestras respecto al de un estandar de ET de concentracion
conocida (1,01 ppm), sustrayendo previamente el valor ambiental de
muestras tomadas a partir de botes vacios.

Figura 9. Estudio del desarrollo de la infeccidn en frutos
previamente pretratados en jarras.

Analisis estadistico.

El analisis estadistico de la produccion de ET en frutos de
‘Clemenules’ tratados con dos concentraciones de 1-MCP e infectados con
P. digitatum frente a frutos tratados con aire, se realiz6 utilizando el
paquete estadistico ‘Statgraphics Plus 5.1’ (Manugistics, Inc.) aplicando el
analisis de la varianza (ANOVA). Se realizd un estudio de la
homogeneidad de la varianza y, si ésta era homogénea, se empled el test
LSD, considerandose significativas diferencias de p<0,05.
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4. Purificacion y cuantificacion de RNA total y mRNA

4.1. Extraccion de RNA total de tejido de naranja.

A partir de tejido de naranja triturado y congelado a -80 °C se
tomaron 2 g y se afiadieron a una mezcla conteniendo 10 mL de tampédn
de extraccion (Tris-HCI 200 mM pH 8, sarcosyl 2% (p/v), polivinol
pirrolidona 40 (PVP-40) 1% (p/v)), 5 mL de fenol y 100 uL de B-
mercaptoetanol, previamente calentada durante 5 min a 65 °C. La mezcla
se homogeneiz6 1 min en politrén PT 45/80 (Kinematica AG, Littay-
Lucerne) a velocidad media, y se incubd a 65 °C durante 15 min. Después
de dejar enfriar en hielo se afiadié 5 mL de cloroformo: alcohol isoamilico
(24:1 v/v). El homogeneizado se centrifugé a 3.900 x g durante 20 min a
4°C. Se recogid la fase acuosa, se extrajo con 10 mL de
fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1 v/v/v) y se volvié a centrifugar en las
mismas condiciones. Se recogié nuevamente la fase acuosa y se afadio
1,5 volumenes de etanol absoluto frio, se agit6é y se centrifugdé a 27.200 x g
durante 15 min a 4 °C. Se eliminé el sobrenadante y el precipitado se lavo
con 5 mL de etanol al 70% (v/v). Se centrifugd nuevamente a 27.200 x g
durante 5 min a 4 °C y se eliminé el sobrenadante procurando no dejar
restos de etanol. El precipitado resultante se resuspendié con 7,5 mL de
TESa (Tris-HClI 10 mM, EDTA 5 mM, sarkosyl 0,1% (p/v), pH 7.,5)
calentando a 65 °C y agitando hasta su completa disolucién. Se afadi6é 7,5
mL de agua y se agité de nuevo. Se afiadidé 5 mL de LiCl 12 My se dejo a -
20 °C durante 16 horas para permitir la precipitacion del RNA. Se
centrifugd a 27.200 x g a 4 °C durante 60 min. El precipitado resultante se
lavé con 700 uL de etanol 70% (v/v) y se transfirio a un tubo “eppendorf”.
Se centrifugd durante 5 min a 17.900 x g a temperatura ambiente y se
eliminé totalmente el sobrenadante. Se afiadié 1.000 uL de acetato sédico
3 M pH 6,0 y se fragmento6 lo maximo posible el precipitado para facilitar su
maxima disolucion. Se centrifugd durante 5 min a 17.900 x g y se eliminé el
sobrenadante. Se lavo con 500 pL de etanol 70% (v/v) fragmentandolo al
maximo y se centrifugd 5 min a 17.900 x g. Se resuspendid el precipitado
en 40-80 uL de agua milliQ estéril. Se calent6 durante 15 min a 65 °C, se
agité hasta su completa disolucion y se centrifugd 5 min a 17.900 x g.
Finalmente se separ6 el sobrenadante y se guardé a -80°C hasta su
utilizacion.
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4.2. Medida de la cantidad y calidad del RNA.

Para cuantificar el RNA se utilizé un espectrofotobmetro de luz
ultravioleta. Se midi6 la absorbancia a 230, 260, 280 y 320 nanédmetros de
una dilucién 1/400 de las muestras extraidas. A partir del valor de la (Agso -
Aszo) Y del cociente (Azso- Asz0)/(Azso - Aszo) S€ determind la cantidad y la
calidad del RNA. Ademas, se realizé una electroforesis en gel de agarosa
al 1% (p/v) con tampon TAE 1X (Tris-acetato 40 mM y EDTA 2 mM, pH
8,0) conteniendo EtBr (0,05 pg/uL), de 2 uL de RNA (1 pg/uL) con 0,1
volumenes de tampon de carga 10X (glicerol 50% (p/v), EDTA 1 mM, azul
de bromofenol 0,25% (p/v), xileno cianol 0,25% (p/v)). La electroforesis se
desarrollo en tampén TAE a 5 V/cm.

4.3. Purificacion de mRNA

La purificacion de mRNA se realiz6 mediante el uso del kit
“MicroPoly(A) Purist” (Ambion Inc.) siguiendo el protocolo descrito por el
fabricante. EI mecanismo de purificacion se basa en la unién selectiva de
las colas poly A del mRNA a los residuos del oligonucleétido (dT) unido
covalentemente a la superficie de la matriz de las columnas. El mRNA se
cuantific6 mediante el empleo del fluoréforo RiboGreen (Molecular probes
Inc.) que se basa en la deteccién sensible y cuantitativa de la fluorescencia
emitida por el reactivo tras su unién a acidos nucleicos.

5. Analisis Northern

5.1. Electroforesis y transferencia del RNA a membranas de
nailon.

Las muestras de RNA desnaturalizadas, 10 ug por muestra, fueron
separadas mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,2% (p/v) en
tampén acido 3-morfolino-propano-sulfénico (MOPS: MOPS 0,02 M,
acetato so6dico 10 mM, pH 7,0) conteniendo formaldehido 2,2 M (Sambrock
et al., 1989). Finalizada la electroforesis, se transfiri6 el RNA a membranas
de nylon Hybond-N+ (Amersham Biosciences) empleando como solucién
de transferencia 20X SSC (cloruro sédico 3 M, citrato sédico 0,3 M, pH
7,0). El RNA se fij6 de forma covalente a la membrana irradiando con una
dosis de 120.000 pJ/cm? de luz UV en un Crosslinker UVC 500 (Hoefer).
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5.2. Sintesis y marcaje de las sondas

Para cada sonda, a partir de los plasmidos guardados a -20 °C se
hizo una amplificacion por PCR tomando 5 uL del plasmido (1 ng/uL) y
afiadiendo 45 uL de mezcla de reaccion (MgCl, 1,5 mM, dNTPs 0,2 mM,
primer FOR17 0,4 uM, primer REV17 0,4 uM, Taq DNA polimerasa
(Ecotaq, Ecogen, Espana) (1 U/uL), 1X Buffer (Ecogen). Se incub6 3 min a
94 °C y se realizaron 30 ciclos de 94 °C 3 min, 56 °C 45 segundos y 72 °C
2 min. Se incub6é 10 min a 72 °C y se mantuvo a 10 °C. Se cuantificéd la
cantidad de sonda con un espectrofluorimetro (Fluoroskan Ascent FL.
Labsystems) mediante el empleo del fluoréforo RiboGreen (Molecular
probes Inc.).

El DNA obtenido se marco radiactivamente con [a*?P] dATP (10
uCi/uL) (Invitrogen) siguiendo el método de marcaje por PCR lineal de
DNA monocatenario incluido en el kit “Strip-EZ™ PCR” (Ambion Inc.). Se
utilizaron en cada caso cebadores que priman la elongacién de la cadena
complementaria al mMRNA. Los ciclos de PCR que se utilizaron fueron los
anteriormente citados. La eliminacion de los nucleétidos no incorporados
se realizd usando las columnas “MicroSpin™ S-300 HR” (Amersham-
Pharmacia Biotech.), siguiendo las instrucciones indicadas por el
fabricante. La cuantificacion de la radiactividad se realizé6 empleando un
contador de centelleo liquido 1409 Rackbeta LKB (LKB Wallack).

5.3. Hibridacion y analisis de datos.

Las membranas se prehibridaron en tubos de hibridaciéon durante 1
hora con 10 mL de la solucion “Ultrahyb Ultrasensitive Hybridization Buffer”
(Ambion Inc.) a 42 °C. Seguidamente se cambié la solucién por otros 10
mL de solucion precalentada y se afadio la sonda radiactiva a una
concentracién final de 10° dpm/mL y se dejo hibridar durante 16 horas a
42 °C.

Posteriormente se realizaron dos lavados de 15 min a temperatura
ambiente con una solucion SSC 2X, SDS 0,1% (p/v), seguidos de un
lavado de 30 min a 55 °C con una solucién SSC 0,1X, SDS 0,1% (p/v).
Finalmente se realizd otro lavado de 30 min a 65 °C con SSC 0,1X, SDS
0,1% (p/v).
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Una vez lavadas las membranas, se sellaron en plastico, se
expusieron en pantallas “BAS MP 2040 Imaging Plate” (Fuji Photo Film
Co., LTD.), que fueron posteriormente densitometradas en un equipo FLA-
3000 (Fuji Photo Film Co., LTD.). La intensidad de las sefales de
hibridacion se cuantifico con el programa Image Gauge V4.0 (Science Lab
98, Fuji Photo Film Co., LTD.). La eliminacién de las sondas radiactivas de
las membranas se llevé a cabo mediante el uso de las soluciones provistas
en el kit de marcaje “Strip-EZ PCR” (Ambion Inc.) segun las instrucciones
del proveedor y se guardaron a 4 °C para nuevas hibridaciones.

Para la normalizacién de los resultados de hibridacion, los filtros se
hibridaron con sondas obtenidas a partir de un fragmento del gen
ribosémico 26S de C. sinensis a una concentracién de 10° dpm/mL. Las
membranas se procesaron de la forma descrita anteriormente. Se
cuantific6 el nivel de intensidad de los pixels dentro del area
correspondiente a la banda o bandas de mRNA para un determinado filtro
y sonda y se dividié entre la obtenida utilizando como sonda el fragmento
ribosémico de naranja.

6. Construcciéon de bibliotecas génicas y analisis de sus
secuencias:

Se han construido dos bibliotecas de cDNA diferentes segun las
necesidades del proyecto.

6.1. Biblioteca de ESTs (RindPdig24).

Se obtuvo a partir de RNA de muestras de frutos (flavedo y albedo)
de mandarina Clemenules, heridos e infectados con P. digitatum, a las 24
horas después de la inoculacién segun se describe en el apartado 2.

A partir del RNA inicial se realizé una purificacion del mRNA segun
se describe en el apartado 4.3. Seguidamente se cuantific6 en un
espectrofluorimetro (Fluoroskan Ascent FL. Labsystem) mediante el
empleo del fluor6foro RiboGreen (Molecular probes Inc.). Para comprobar
la integridad del mMRNA se realizé un analisis Northern (véase Resultados,
apartado 3.1). La sintesis de cDNA se llevé a cabo con la transcriptasa
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reversa StrataScript RT (“cDNA Sintesis kit” y “ZAP-cDNA sintesis kit”
Stratagene Cat#200450). El cebador empleado en la sintesis de la primera
hebra del cDNA posee una secuencia poly(dT) de 18 nucleétidos que
hibrida con las colas poly(A) de los mRNA, y un sitio de restriccién Xhol
que permite la clonacion direccional de los cDNAs obtenidos. Finalizada la
sintesis de la segunda cadena de cDNA se afadi6 un adaptador
conteniendo el sitio de restriccion EcoRI de forma que los cDNAs pudieron
ser clonados direccionalmente en el vector Uni-ZAP XR. A continuacién se
procedi6 al fraccionamiento del cDNA por tamafio mediante cromatografia
de exclusion molecular, usando las columnas “Size step™ 400 spin
columns”, (Amersham Pharmacia Biotech).

Para el ligamiento del cDNA inserto con el vector Uni-ZAP XR se
utilizé6 la DNA ligasa del fago T4, que fue afiadida a una solucion
conteniendo los cDNAs, el vector Uni-ZAP XR y un tampon adecuado para
la ligasa, y se incub6 en las condiciones para obtener maximo rendimiento
de ligamiento.

El empaquetamiento y la transfeccion se llevaron a cabo mediante
el uso del kit “ZAP-cDNA GigapacK Ill Gold Cloning” (Stratagene) segun
las indicaciones del fabricante. Se us6 la bacteria Escherichia coli XL1-
Blue MRF para la reaccién de empaquetamiento. Ademas se realizé un
control de empaquetamiento usando ADNA y la cepa de E. coli VCS257
(Stratagene) para determinar la eficiencia del empaquetamiento. Para el
empaquetamiento del vector en las células hospedadoras se incubéd los
fagos lambda conteniendo el inserto con el extracto de empaquetamiento
XL1-Blue MRF a 22°C durante 2 horas. La titulacion se realiz6 por
recuento de “calvas” al crecer XL1-Blue MRF sobre placas de agar NZY
(NaCl 0,5% (p/v), MgSO4 0,2% (p/v), extracto de levadura 0,5% (p/v),
hidrolizado de caseina 1% (p/v), agar ,5% (p/v), agarosa 0,7% (p/v), pH
7,5). Se realizd un estudio del porcentaje de fagos recombinantes que
contenian inserto por determinacién de colonias azules y blancas
incubando la reaccién de empaquetamiento con XL1-Blue MRF y luego
creciendo las células en medio NZY agar con X-gal 0,01% (p/v) e IPTG
(0,002M). Una vez llevada a cabo la titulacién primaria de la biblioteca de
cDNA se procedi6é a realizar un paso de amplificaciéon. Par ello, se realizé
una escisidon en masa con el fin de obtener el fagémido pBluescript. Se
incubaron las células XL1-Blue MRF, conteniendo el fago lambda, con el
fago “ayudante” “ExAssist® interference-resistant helper phage”
produciéndose la escision de pBluescript, y se incubd el sobrenadante con
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células SOLR para que fueran transfectadas por el fagémido. Para la
obtencion de los plasmidos se incubaron las células SOLR transfectadas
con pBluescript en placas de LB (triptona 1% (p/v), extracto de levadura
0,5% (p/v), NaCl 1% (p/v), agar bacteriolégico 1,5% (p/v)) con ampicilina
(100 pg/mL) y se incubd a 37 °C durante 16 horas. A partir de las placas de
crecimiento, se seleccionaron las colonias al azar y se crecieron en placas
de 96 pocillos con medio 2X LB y kanamicina (50 ng/mL) a 37 °C durante 1
dia. Una vez crecidas las colonias, se realiz6 la purificacion de los
plasmidos a gran escala en placas de 96 pocillos. Para ello, se utilizo el
método de la lisis alcalina, mediante el uso del kit “Montage plasmid
miniprepgs” (Millipore) adaptado a placas de microtitulo de 96 pocillos,
segun las instrucciones del fabricante. Posteriormente se cuantificd la
cantidad de plasmido obtenido mediante el empleo del fluoréforo
RiboGreen (Molecular probes Inc.). La secuenciacion de DNA se realizé en
el Servicio de secuenciacién del IBMCP (Instituto de Biologia Molecular y
Celular de Plantas, UPV-CSIC) utilizando un secuenciador automatico
modelo ABI PRISM 377 (Perkin-Elmer, Applied Biosystem).

6.2. Biblioteca de cDNAs de longitud completa (PostharvP1).

Esta parte del trabajo se realizé en el IBMCP con la colaboracién y
asesoramiento del Dr. Miguel Angel Pérez Amador, y dentro de las tareas
previstas en el CFGP que contemplaban la construccion en paralelo de
una serie de bibliotecas de cDNA de longitud completa.

La biblioteca de cDNA se sintetizé a partir de una mezcla de RNA
obtenida reuniendo en una misma solucién muestras de RNA total de
corteza de frutos (flavedo y albedo) de mandarina Clemenules heridos y de
frutos heridos e infectados con P. digitatum, y recogidas a las 8, 16 6 24
horas después de la inoculacién, segun se describe en el apartado 2. A
partir de estas muestras se purificd6 el mMRNA segun se describe en el
apartado 4.3. Las muestras se cuantificaron mediante el empleo del
fluoroforo RiboGreen (Molecular probes Inc.). La integridad del RNA se
confirmd mediante hibridacion Northern (véase Resultados, apartado 3.1).

La sintesis de cDNA de longitud completa se llevé a cabo mediante
el empleo del kit “BD smart PCR cDNA sintesis” (BD biosciences)
siguiendo las instrucciones del fabricante (Figura 10).
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Figura 10. Esquema de la sintesis de cDNA
mediante el kit “BD smart™ PCR cDNA

sintesis”.

Como cebador se afiadié un oligo(dT), que se unid a la cola poly(A)
para la sintesis de la primera hebra. La transcriptasa reversa (RT) posee
procesividad incrementada y estd adaptada para la sintesis de largas
moléculas de cDNA. Cuando la RT llega al extremo 5" del mRNA, debido a
su actividad transferasa terminal, afade a la cadena de cDNA unos
nucledétidos adicionales, principalmente desoxicitidina. El oligonucleétido
SMART™ (BD biosciences), que contiene una secuencia oligo(dG) en el
extremo 3°, se unid, por complementariedad de bases, a la cadena de
desoxicitidina y sirvio como molde a la RT, que continué replicando a partir
de la segunda hebra de cDNA (Zhu et al., 2001). En aquellos mRNA que
no llegaron a transcribirse hasta el extremo 5°, la adicién de nucleétidos de
desoxicitidina fue mucho menor, por lo que se dificultd el apareamiento del
oligonucledtido SMART™, lo que incrementé la proporcién de cDNAs de
longitud completa. Los cDNAs que contuvieron los adaptadores en ambos
extremos fueron amplificados exponencialmente. Los cebadores contienen
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una secuencia de restriccion Sfil para poder ser insertados en plasmidos
PENTR.

Para la insercién de los cDNAs, se sometio al vector pENTR a una
digestion con Sfil. Se purificaron mediante electroforesis en gel de bajo
punto de fusién, recortando el gel por el tamafio de 1 Kb, para obtener los
cDNAs de mas de 1 Kb (Figura 11), y posteriormente se emple6 el kit
“QIAquick gel extraction” (Qiagen), segun las instrucciones del proveedor.
Seguidamente se hizo una segunda digestion con Sfil. Para el ligamiento
se mezclaron cDNA y vector en proporcién 1:3, y se dejaron reaccionar en
presencia de ligasa y el tampén adecuado a 16 °C durante 16 horas.

Para la transformacion se emplearon células competentes TOP10
(Invitrogen). Después de la transformacion se crecieron en placas de LB
agar con ampicilina (100 ug/mL) y se incubé a 37 °C durante 16 horas. La
seleccion de las colonias y la purificacion de los plasmidos se hicieron del
mismo modo que en el caso de la
biblioteca de cDNA RindPdig24.

Posteriormente se realizd
una estimacién cualitativa, a partir
de electroforesis en gel de
agarosa, de 24 clones de cada
placa. La secuenciacion se realiz6é
en el “servicio de secuenciacion”
del IBMCP (Instituto de Biologia

Molecular y Celular de Plantas, 1000
UPV-CSIC) del mismo modo que 22
en el caso de la biblioteca de

cDNA RindPdig24.

Figura 11. Electroforesis de los
cDNAs obtenidos tras la digestion

En la Tabla 1 se muestran
las caracteristicas generales de

las tres colecciones de cDNA
utilizadas durante la tesis.

con Sfi | previo a la insercion en el
vector pENTR.
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Tabla 1. Resumen de las caracteristicas de las bibliotecas de cDNA
utilizadas durante este trabajo.

Nombre Vector_cje Variedad Tejido Metodo_ d e '_I'lp_o c9
clonacion clonacion biblioteca
. . Uni-ZAP XR Piel (flavedo Stratagene
RindPdig24 vector Clemenules + albedo) cDNA Synt cDNA
Piel (flavedo SMART cDNA longitud
PostharvP1 pENTR1A Clemenules + albedo) Clontech completa
. . T/A cloning . Piel (flavedo
RindPdigS vector Navelina + albedo) SSH Clontech cDNA

6.3. Analisis de las secuencias de las bibliotecas.

Las secuencias obtenidas de las bibliotecas de cDNA RindPdig24 y
PostharvP1 fueron analizadas mediante el programa informatico Seqtools
(http:// www.dnatools.org/seqtools.html). Para ello, a partir de la secuencia
obtenida en los cromatogramas, se eliminaron las regiones
correspondientes al vector y los adaptadores. Las secuencias que
presentaban mas de una pareja de adaptadores fueron examinadas para
determinar la presencia de quimeras. Las secuencias que contenian
menos de 50 pb, sin tener en cuenta los nucleétidos correspondientes a la
cola poly (A) fueron descartadas. A continuacion se realiz6 una busqueda
de secuencias homdlogas usando el algoritmo BLASTX (Altschul et al.,
1990) en una base de datos de proteinas (GenBank non-redundant (nr)
protein database). Ademas se realizd un analisis de agrupamiento de las
secuencias de las bibliotecas de cDNA para determinar cuales de ellas
constituyen una copia unica del gen (“singleton”), y cuales son secuencias
solapantes de un mismo gen (“contig” o agrupamiento).

El estudio de la anotacion funcional se realiz6 mediante la
busqueda de secuencias homoélogas usando el algoritmo BLASTX contra la
base de datos de proteinas de A. thaliana del MIPS (Munich information
center for protein sequences, http://mips.gsf.de). A cada unigen con
ortélogo en A. thaliana se le asign6 una anotacién funcional por ontologias
génicas (“Gene Ontology”, GO) (http://www.geneontology.org). Estos
unigenes fueron clasificados segun el modelo propuesto por la base de
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datos Kegg (http://genome.ad.jp/kegg/pathway.html) (Kanehisa et al.,
2006). Ademas, a aquellas que lo tuvieran, se les asigné el numero de
clasificaciéon E.C.

7. Analisis de expresion génica mediante el empleo de
macromatrices de cDNA.

7.1. Descripciéon de la macromatriz.

Previamente a este trabajo, en el laboratorio de postcosecha del
IATA se elabord una biblioteca sustractiva, denominada RindPdigS,
obtenida mediante el método de la hibridacién sustractiva mediada por
PCR supresiva (SSH) (Diatchenko et al.,, 1996). Esta biblioteca esta
enriquecida en genes de naranja que se expresan mas abundantemente
en respuesta a la infeccion por P. digitatum que en respuesta al dafio
mecanico, herida, a las 24 h después de la inoculacion. A partir de esta
coleccion se amplific6 por PCR el inserto presente en 1.436 clones
seleccionados al azar, utilizando como cebadores oligonucleétidos
presentes en el vector pBluescript que flanquean el inserto. Los productos
de PCR fueron impresos en una macromatriz de nailon formada por 96
bloques de 16 clones, distribuidos en 12 columnas y 8 filas, de modo que
cada bloque contenia un clon de cada una de las 16 placas iniciales
(Figura 12). En la macromatriz se afadieron, ademas, 100 controles de
amplificacién, impresion y expresion génica conocida. En cada una de las
16 placas de 96 pocillos se habia introducido al menos dos controles
negativos y tres positivos. Los controles negativos consistieron en una
amplificacién sin DNA molde (posicion B02), o empleando el vector
pBluescript como molde de amplificacién (posiciéon G11). Como controles
positivos de expresién se afadi6 en cada placa una regién de las
secuencias de Cr-ACO (AJ871090) (en posicibn GO02), Cr-ACS1
(AJ871088) (en posicion B11) y PAL (en posicion E07). Ademas se
introdujeron en algunas placas clones de varios genes con expresion
conocida durante la infeccion ya caracterizada por nuestro grupo:
glucanasa (GLU), acetiltransferasa (3c7), dehidrina (LEA) y un gen que
codifica una proteina de transferencia de lipidos (“lipid transfer protein”)
(LTP).

Esta macromatriz fue utilizada durante el trabajo de la tesis para el
estudio de la expresion de genes implicados durante la respuesta del fruto
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citrico a la infeccién, en las condiciones de herida, infeccion y tratamiento

con ET.

Marcaje con **P de la primera cadena de cDNA por
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transcripcion reversa.
Para la hibridacion de las macromatrices se sintetizé cDNA a partir

de 20 ug de RNA total por transcripcidon reversa. Se afiadié al RNA 1,5 ulL

Figura 12. Disefio de la macromatriz de cDNA elaborada a partir de
clones procedentes de la biblioteca RindPdigS (SCSIE, Universidad de

Valencia). En color se indica la posicion de los controles.

7.2.
70 °C durante 5 min, y se transfirié a hielo. Posteriormente se afiadié 6 uL

de tampdén 5X de primera hebra, 1,5 uL de ditiotreitol (DTT) 0,1M
(Invitrogen), 1,5 uL de una mezcla de dNTPs (16 mM cada dATP, dGTP,

de cebador “anchored oligo (dT)x” (2,5 pg/ pL) (Invitrogen), se incubd a
dTTP y 100 uM el dCTP) (Sigma), 4,5 pL de [a¢**P] dCTP (10 mCi/ L), 1
uL de inhibidor de ribonucleasas (10 U/ puL) (Invitrogen) y 2 uL de
Superscript lll reverse transcriptase (400 U) (Invitrogen). La incubacion
tuvo lugar durante 120 min a 50 °C y luego inactivada a 70 °C durante 15
min. EI RNA se degradé afadiendo 3,5 uL de NaOH 3 N a 70 °C durante
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15 min. El pH se neutralizé con 10 uL de Tris-HCI 1 M pH 7,4 y 10,5 uL de
HCI 1N en un volumen final de 54 uL. La eliminacion del [0**P] dCTP no
incorporado se realiz6 mediante el kit de purificacion “MiniElute PCR
Purification” (Qiagen) segun las instrucciones del proveedor. La eficiencia
de la sintesis se determiné espectrofotométricamente.

7.3. Hibridacion de la macromatriz de c¢DNA vy analisis
informatico de las imagenes.

El disefio del experimento consisti6 en cuatro condiciones de
trabajo (frutos heridos, frutos heridos e inoculados con P. digitatum, frutos
tratados con ET en ausencia de herida e inoculacién, y frutos tratados con
aire) y tres réplicas técnicas para cada condicion, lo que supuso un total de
12 hibridaciones con los filtros. Se utilizaron un total de 4 filtros, por lo que
cada uno fue reutilizado 3 veces.

La hibridacion de la macromatriz y la posterior eliminacion de la
sonda radiactiva para reutilizar la membrana se llevé a cabo como ya esta
descrito (Alberola et al., 2004). Después de la hibridacién, las membranas
se lavaron con 50 mL de 2X SSC y SDS 0,1% (p/v) a 65°C, y
posteriormente dos lavados con 50 mL de 0,2X SSC, SDS 0,1% (p/v)
durante 30 min a 65 °C. Tras el ultimo lavado, se envolvieron los filtros en
film de plastico y se expusieron 2 dias para deteccién de radiacion en
pantalla “BAS MP 2040 Imaging Plate” (Fuji Photo Film Co., LTD). El
densitometrado de la imagen se realizé con un equipo FLA-3000 (Fuiji
Photo Film Co., LTD). La eliminacion de las sondas radiactivas para la
reutilizacion de las membranas se realiz6 mediante el empleo de las
soluciones provistas en el kit de marcaje “Strip-EZ PCR” (Ambion, Inc.)
segun las instrucciones del proveedor.

La intensidad de la sefal fue cuantificada empleando el software
ArrayVision (Imaging Research Inc.). Aquellos valores menores de 1,5
veces el ruido de fondo o que eran menores que el valor de pBluescript
mas dos veces su desviacion estandar fueron eliminados. Ademas, para
cada tratamiento sé6lo se procesaron aquellos clones que presentaron
sefal de hibridacién en al menos dos de las réplicas. El analisis estadistico
se llevo a cabo con el programa ArrayStat (Imaging research, inc.). Se
realizaron dos tipos de normalizaciones, dentro de cada condicién y entre
condiciones. Para identificar clones que tuvieran expresién diferencial entre
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las condiciones de estudio se realizé un “z-test” por parejas. Este test dio
como resultado el estadistico “valor-Z” que se calcula como la diferencia
entre las medias dividido por el error estandar. Se usé la correcciéon de
falsos positivos (FDR) al 5% (valor nominal alpha de 0.05). Esto implica
que hay una probabilidad del 5% de que clones que se declarasen como
diferenciales, realmente no lo fueran {Benjamini, 2000 428 /id}. Este tipo de
correccion permite abordar el problema de las comparaciones multiples de
un modo diferente a las técnicas Bonferroni (Bland y Altman, 1995). Es un
método menos restrictivo, y por lo tanto permite detectar mayor cantidad
de diferencias biologicas dentro de los datos.

7.4. Secuenciacion de una seleccion de clones de Ila
macromatriz.

A partir del analisis informatico de los resultados de expresién, se
hizo una seleccién de los clones de mayor interés segun su expresion
diferencial en cada una de las condiciones de estudio. Se seleccionaron un
total de 371 clones. Una alicuota de cada glicerinado se crecié en medio
liquido 2X YT (16 g/L triptona, 5 g/L NaCl, 10 g/L extracto de levadura) con
ampicilina (50 ug/mL). Después de dejarlos crecer 24 horas a 37 °C en
agitacion, se obtuvo los plasmidos de cada clon mediante lisis alcalina
(minipreps) en placa de 96 pocillos (Millipore). Se enviaron 300 ng de DNA
plasmidico de cada clon al Servicio de secuenciacion de DNA de la
Universidad de Valencia.

8. Analisis global de expresion génica mediante el empleo de
micromatrices de cDNA.

Dentro del proyecto espafol de gendémica funcional de citricos
CFGP (http://bioinfo.ibmcp.upv.es/genomics/cfgpDB/) se disefid una
micromatriz con clones procedentes de 18 colecciones de cDNAs
obtenidas a partir de distintos tejidos, en diferentes estadios fisioldgicos y
en respuesta a diferentes tipos de estrés, comentadas en la Introduccion.
La micromatriz utilizada, denominada 7k, contiene 12.671 y al menos 6.333
unigenes, ya que no todos los clones de la matriz han sido secuenciados
(Forment et al., 2005). Una alicuota de entre 100 y 400 ug de estas
muestras se imprimio6 en los cristales con un robot microGridll (Biorobotics)
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con un tamafno de impresion de 120 micras de diametro, junto con
controles de DNA, tanto positivos (DNA gendmico) como negativos (vector
de clonaje, control de PCR...). La macromatriz se disefié con 48 bloques (4
columnas por doce filas) conteniendo 272 clones (16 columnas por 17
filas).

8.1. Diseno experimental.

Para abordar el estudio de la expresion diferencial de genes del
fruto en respuesta a las condiciones de herida, infeccién, tratamiento con
ET y tratamiento con aire, se tuvo muy en cuenta la importancia de las
réplicas. Los experimentos con micromatrices son realizados a menudo
con un numero insuficiente de réplicas biolégicas lo que supone unos
resultados con bajo poder estadistico para la deteccion de genes con
expresion diferencial. Si se amplia a un nimero considerado la cantidad de
réplicas biolégicas, se puede disminuir significativamente los falsos
positivos y aumentar, de este modo, el poder estadistico del trabajo (Wei et
al., 2004).

Se trabaj6é con 4 condiciones diferentes: (i) Frutos de ‘Clemenules’
tratados con ET (10 ppm) durante 16 horas, en ausencia de infecciéon (E);
(ii) frutos de ‘Clemenules’ heridos y procesados a las 24 horas (W); (iii)
frutos de ‘Clemenules’ heridos e inoculados con P. digitatum (10°
conidios/mL) y procesados a las 24 horas (l); (iv) frutos de ‘Clemenules’
control mantenidos 24 horas en las mismas condiciones de conservacion
(A). Para cada una de las condiciones se analizaron tres réplicas
bioldgicas procedentes de dos campafas diferentes. Una fue tomada en
diciembre del 2003, mientras que las otras dos se tomaron en diciembre
del 2004 y en enero del 2005. A partir de cada una de las réplicas
biolégicas se hicieron dos réplicas técnicas consistentes en hibridaciones
diferentes realizadas a partir de los mismos RNAs (Figura 13).
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Réplica técnica2 €2

Réplica Biologica 1 { Reéplica técnica 1 ¢4
CONTROL <{ Réplica Biolégica 2 c3

Réplica Biolégica 3

HERIDA W3
. 13
INFECCION

ETILENO

Figura 13. Disefio experimental de las hibridaciones a
realizar con las micromatrices

La muestra de referencia para todas las hibridaciones de las
micromatrices se elaboré a partir de una mezcla de RNA extraidos de
frutos control, heridos e infectados, a diferentes tiempos y pertenecientes a
dos campafias diferentes, como se indica en la Tabla 2.

Tabla 2. Esquema de las muestras de RNA utilizadas para la
elaboracion de la muestra de referencia.

Campana Tratamiento Tiempos (horas)
Control 0, 8, 16, 24, 48
2003 Herida 8, 16, 24, 48
Infeccién 8,16, 24, 48
Control 0, 8,16, 24, 48
2005 Herida 8,16, 24, 48
Infeccién 8, 16, 24, 48
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Para comprobar la calidad de todos los RNAs utilizados en la
muestra de referencia, se realizd una electroforesis en gel de agarosa 1%
(p/v). Se mezclaron 75 ug de cada RNA en un mismo tubo. De la mezcla
se estudid con un espectrofotdmetro la calidad del RNA. Antes de ser
guardada a -80 °C se alicuoté en tubos de PCR con la cantidad suficiente
para 4 experimentos.

8.2. Sintesis y purificacion de aminoalil-cDNA (AA-cDNA).

Para la hibridacion de la micromatriz se siguié el método de
marcaje indirecto con los fluoréforos Cy5 y Cy3. Se partié de 20 ug de RNA
total tanto para la muestra problema como para la muestra de referencia.
Se afadidé al RNA 1,5 uL de cebador “anchored oligo (dT)x” (2,5 pg/ L)
(Invitrogen), se incubd a 70 °C durante 5 min y se dej6 en hielo. Se afadio
12,5 pyL de una mezcla que contenia por reaccién: tampon de primera
hebra 1X (Tris-HCI 50 mM pH 8,3, KCI 75 mM y MgCl, 3 mM) (Invitrogen),
DTT 20 mM (Invitrogen), dATP 0,5 mM, dCTP 0,5 mM, dGTP 0,5 mM,
dTTP 0,16 mM, 5-[3-aminoalil]-2’-deoxiuridina 5’- trifosfato (aa-dUTP)
(Sigma) 0,33 mM, inhibidor de ribonucleasa (Invitrogen) 10 U vy
transcriptasa reversa SuperScript Il (Invitrogen) 400 U. Se centrifugd para
asegurar la mezcla completa de todos los reactivos y se incubd a 50 °C 16
horas en horno de hibridacién.

Transcurrido el tiempo de sintesis se inactivéd la enzima por calor a
70 °C durante 10 min. Para hidrolizar el RNA se afadié 10 uL de NaOH
1M,y 10 uL EDTA 0.5 M pH 8.0. Se mezcldé suavemente y se incub6 a
70 °C durante 15 min. Se afnadié 10 yL de HCI 1 M para neutralizar el pH.
El AA-cDNA se purific6 mediante el kit “MiniElute PCR Purification”
(Qiagen) segun las especificaciones del proveedor, pero empleando un
tampén de lavado (KsPO, 5 mM pH 8,5 y etanol al 80%) diferente al del kit,
ya que éste contiene Tris e interferiria en la unién de los fluor6foros al
extremo amino de la cadena aminoalil. Seguidamente se comprobé la
eficiencia de la sintesis del AA-cDNA por espectrofotometria. Para ello se
llevaron las muestras a un volumen final de 100 pL con 40 uL de tampén
de elucién y se colocaron en una placa de 96 pocillos transparente a la luz
UV. Se introdujo la placa en un espectrofotbmetro “MultiSkan spectrum”
(Termo Scientific) y se midi6 la absorbancias entre 200 y 350 nm. La
cantidad obtenida de dicho AA-cDNA se determiné a partir de la férmula:
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cDNA [ng] = Az x 37 (ng/uL) x 100

Finalmente se recogieron los 100 pL de la placa, se secaron a vacio
y se almacenaron a -20 °C hasta su posterior uso.

8.3. Acoplamiento de los fluoréforos al AA-cDNA vy purificacion
de los Cy’s-cDNA.

Los fluoréforos Cy3 y Cy5 (Amersham Biosciences) se
resuspendieron con 70 uL de dimetilsulféxido (DMSO), se alicuotaron 4 uL
del fluoréforo resuspendido en diversos tubos, se secaron a vacio y se
guardaron a 4 °C en oscuridad y en presencia de un desecante hasta su
uso.

En el momento de su uso se resuspendié una alicuota de cada uno
de los dos fluoréforos por separado en 9 uL de Na,CO;3; 0,1 M pH 9, recién
preparado. Se transfirieron estos 9 YL a cada uno de los tubos con el
cDNA previamente secado y se resuspendieron con la pipeta. Se
incubaron 2 horas a 25 °C en oscuridad para permitir la incorporacion de
los fluoroforos.

Se afadieron 35 pyL de Na,CO; 100 mM pH 5,2 a los 9 pL del
marcaje y se mezcld bien para detener la reaccién de acoplamiento. La
purificacion de los Cy’s-cDNA se realizd con el kit de purificacion
“‘MiniElute PCR Purification”. (Qiagen) empleando los tampones
proporcionados en el mismo. La eficiencia del proceso y el estado de la
muestra se calcularon mediante electroforesis (Bittner et al., 2003). Las
muestras se concentraron por centrifugacion a vacio hasta 5 puL y se
conservaron a 4 °C.

8.4. Preparacion de las sondas e hibridacion de las
micromatrices de cDNA.

Se introdujo la micromatriz en un tubo con soluciébn de
prehibridaciéon (3X SSC, SDS 0,1% (p/v), 0,1 mg/mL de seroalbumina
bovina (BSA)) precalentado a 42 °C y se dej6 incubando durante 60 min.
Se transfiri6 a contenedor portaobjetos con H,O milliQ estéril y se dejo
durante 15 segundos a temperatura ambiente. Se transfiri6 a otro
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contenedor con isopropanol durante 2 segundos. Finalmente se transfirié a
un contenedor con H,O milliQ durante 2 segundos e inmediatamente se
seco la micromatriz por centrifugacién a 1.200 rpm y 10 min.

Se introdujo 40 pL de la solucion de hibridacion (formamida al 50%
(v/v), 3X SSC, SDS 0,2% (p/v), 0,1 mg/mL de DNA de esperma de salmbn)
en los tubos de los cDNAs marcados con Cy3 y Cy5, y se agitd con pipeta
para su redisolucién. Se mezcl6 el contenido de ambos tubos y se calento
a 95 C durante 1 min. Se centrifug6 y se dej6é a temperatura ambiente 5
min. Mientras, se prepar6 la camara de hibridacién “Gene Machines Hyb
Chamber” (Genomic Solutions) afiadiendo 10 yL de H,O milliQ en las
cuatro esquinas de la camara de hibridacion, y 10 uL en el centro para que
el medio donde se encuentre la micromatriz durante la hibridacién no
pierda la humedad y no se seque. Se coloco el microarray en la camara de
hibridacion y se le depositd encima el cubreobjetos (Erie Scientific
Company), orientandolo bien para permitir el paso correcto de la muestra
de hibridacién. Se anadié lentamente la mezcla de hibridacién atemperada,
por capilaridad, hasta verter todo el volumen y se cerré la cdmara de
hibridacion. Se introdujo la camara en un bafio de agua a 42 °C y se dejo
incubar durante 16 horas.

Seguidamente, se sumergio el cristal en 2X SSC, SDS 0,1% (p/v) a
42 °C hasta soltar el cubreobjetos. Se transfirid a otro contenedor y se lavd
nuevamente con 2X SSC, SDS 0,1% (p/v) a 42 °C durante 5 min. Se
transfiri6 a contenedor con 0,1X SSC, SDS 0,1% (p/v) y se lavo a 25°C
durante 10 min. Se transfiri6 a contenedor con 0,1X SSC, a 25 °C durante
1 min. Este paso se repitidé 5 veces. Finalmente se enjuagd con 0,01X SSC
durante 5 segundos y se sec6 inmediatamente centrifugando a 280 x g
durante 15 min a temperatura ambiente. La micromatriz se guardé en
envases que lo protegian del polvo y la luz hasta su escaneado.

8.5. Adquisiciéon y procesado de las imagenes.

Una vez obtenida cada micromatriz, se escanearon
inmediatamente, para minimizar la pérdida de sefial con el tiempo, en un
escaner con laser confocal GenePix 4100A o 4000B (Axon Instruments).
Se utilizaron las longitudes de onda de 635 nm y 532 nm, correspondientes
a los fluoroforos Cy5 y Cy3 respectivamente, utilizados para el marcaje de
los cDNAs. Durante el escaneado se ajustaron las ganancias para que el
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cociente de las intensidades totales fuera lo mas cercana posible a 1. El
escaneado se llevé a cabo con una resoluciéon de 10 um realizando dos
pases de lector.

Las imagenes de hibridacion se capturaron y cuantificaron con el
programa “GenePix Pro 6.0 (Axon Instruments). A partir de la imagen
obtenida tras el escaneado se utilizé un fichero “.gal” con el fin de poder
identificar todas las sefiales de hibridacion con sus correspondientes
sondas. El programa realiz6 una sustraccion de ruido de fondo local para
los valores de la mediana del total de intensidades. Aquellas sondas que,
al menos en un canal, su valor era inferior al doble de la desviacion
estandar del ruido de fondo local fueron eliminados. A partir de los
resultados restantes, el programa determiné el valor medio y la desviacion
tipica para cada uno de ellos, expresados como logaritmo en base 2 del
cociente entre las intensidades de los fluoroforos Cy5 y Cy3.

Mediante el uso del programa DNMAD (Vaquerizas et al., 2004) del
paquete informatico GEPAS (“Gene Expression Pattern Analisis Suite
v3.1”) (http://gepas.bioinfo.cipf.es) (Montaner et al., 2006) se realizaron dos
tipos de normalizaciones. La normalizacion “Lowess” se aplico para
corregir la variacién dependiente de la intensidad de sefial dentro de cada
hibridacion. En nuestro analisis esta normalizacion se aplicd entre bloques
ya que podia haber diferencias entre zonas de una misma matriz. La
normalizacién por desviacion estandar se realiz6 para conseguir que la
desviacion estandar de los puntos sea la misma entre diferentes bloques y
entre diferentes cristales.

Una vez analizada la intensidad de los puntos de las micromatrices
se procedié a agrupar aquellos clones que son realmente un mismo
unigen, siendo considerado cada clon como diferentes réplicas de un
mismo unigen. El programa GEPAS, dentro de la opcién “preprocessing”
reconoci6 la informacion asignada a cada punto de la micromatriz y de este
modo agrup6é aquellos clones de la micromatriz cuya secuencia son
realmente parte de un mismo gen. En cada analisis el programa realizé un
histograma de la intensidad de las réplicas y eliminé aquellos valores que
estaban fuera del intervalo de confianza del 95%. Por lo tanto, a partir de
este momento el analisis de resultados ya no se hizo sobre clones sino
sobre unigenes.
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Se transfirieron los valores a un archivo excel (Microsoft), y para
cada condicion soélo se procesaron aquellos unigenes que tuvieran al
menos cuatro de los seis posibles datos (tres réplicas biolégicas y dos
réplicas técnicas de cada réplica biolégica).

A partir de los resultados obtenidos se realiz6 un analisis de
expresion diferencial usando la herramienta SAM (Significance Analisis of
Microarrays) (Tusher et al.,, 2001) con el programa informatico MeV
(http://www.tm4.org) (Saeed et al., 2003). Se hizo SAM entre todos los
tratamientos (Multi-class) y SAM por parejas (Two-class unpaired) entre
todas las condiciones. Para estos analisis se utiliz6 un FDR menor del 1%,
que corresponde a la probabilidad de que un resultado se de cémo
diferencial cuando realmente no lo es (falso positivo). Con el fin de evaluar
la probabilidad de que las diferencias de expresidon observadas sean
aleatorias, dentro de este analisis se llevaron a cabo 1.000 permutaciones
entre las distintas columnas de datos, el maximo permitido por el
programa.

Las categorias funcionales de los diferentes genes presentes en la
micromatriz fueron automaticamente asignadas a partir de la comparacion
con genes homologos de A. thaliana (Forment et al., 2005).

8.6. Ontologias génicas (GO).

El estudio de las ontologias génicas se realizO mediante el
programa informatico FatiGO+ del paquete GEPAS
(http://gepas.bioinfo.cipf.es) (Al-Shahrour et al., 2005). Este programa
permite encontrar distribuciones diferenciales entre dos grupos de genes
en términos de ontologias génicas (GO) y “KEGG pathways” mediante un
test de Fisher (Rajko y Heberger, 2001).

GO es probablemente el mejor método para la estandarizaciéon de
la nomenclatura de las funciones moleculares (las tareas realizadas por los
productos de los genes), procesos biolégicos (el fin biolégico que pretende
alcanzar con la funcién), y localizacion subcelular (estructuras
subcelulares, localizaciébn y complejos macromoleculares), sus tres
ontologias fundamentales. GO representa el conocimiento biolégico en
estructura de arbol, pero donde un nivel puede tener mas de un “padre”.
Los niveles superiores representan conceptos mas generales y al
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aumentar los niveles, las definiciones son cada vez mas precisas (Ej.: ciclo
celular>regulacion del ciclo celular> regulacion positiva del ciclo celular,
etc.). Se utilizé el "Nested Inclusive Analisis" (NIA) en el que el analisis se
hace hasta el nivel mas profundo donde se tiene significancia estadistica y
es éste el resultado que se describio. De este modo se optimizdé la
eficiencia del test y la alta precision del resultado. El analisis se realiz6 a
partir de aquellos genes de citricos que presentaron ortélogo en A.
thaliana. Esto supone un doble inconveniente, ya que por un lado se
eliminan del analisis aquellos que no tienen ortdlogo, y por otro, son
considerados como uno aquellos genes de citricos que comparten mismo
ortélogo de A. thaliana. Se compard los resultados provenientes entre dos
condiciones distintas, se seleccionaron aquellas anotaciones que eran
diferenciales entre ambas condiciones y se compararon respecto al total de
genes con ortdlogo en A. thaliana de la micromatriz. Para corregir el error
de los falsos negativos inherentes a los ensayos multiples, todos los
valores del estadistico p fueron ajustados por FDR. Muchos de los
resultados obtenidos eran redundantes, ya que hacian referencia a un
mismo proceso a diferentes niveles.

A continuacién se utilizé la herramienta “OMICS Viewer” del
paquete informatico “AraCyc 4.0” para la visualizacion de las rutas
metabodlicas mas representadas en las condiciones de estudio (Mueller et
al., 2003) (www.arabidopsis.org). Se emplearon aquellos genes con
homologo en A. thaliana cuya expresion fue significativa en una de las
condiciones frente a aire, segun el analisis SAM realizado con anterioridad.
También se emplearon aquellos genes cuya expresion no se detecté en
una de las condiciones analizadas, asignandoles un + 6 — segun si la
ausencia de expresion era en aire o en la condicidn respectivamente.
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Resultados

1. Estudio de la implicacion del etileno en la respuesta de
frutos citricos a la infeccién por el hongo P. digitatum.

1.1. Progreso de la podredumbre verde causada por P.
digitatum en frutos de mandarina ‘Clemenules’.

El progreso de la infeccion estd condicionado por diferentes
factores ambientales y biologicos, entre los cuales destaca la cantidad de
inéculo. Por ello, el primer paso en la caracterizacién de la interaccion
entre el hongo P. digitatum y los frutos de mandarina de ‘Clemenules’ fue
el estudio del desarrollo de la infeccion con diferentes concentraciones del
hongo.

En la Figura 14 se muestra la evolucién del desarrollo de la
infecciébn con diferentes dosis de in6culo flngico. Dosis altas, de 108
conidios/mL, supusieron practicamente la totalidad de frutos afectados a
los dos dias después de la inoculacion (dpi), lo cual es de interés cuando
se pretende la sincronizacion de las repuestas de los frutos a la infeccién.
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Figura 14.. Incidencia de la infeccion en frutos de mandarina ‘Clemenules’
inoculadas con 3 concentraciones (10%, 10° y 10° conidios/mL) del hongo P.
digitatum. Se muestra también el control de frutos heridos pero no infectados.
Los resultados se representan como valores medios del porcentaje de
infeccion + SD para cada tratamiento y dia. Se inocularon tres réplicas de 5
frutos (4 heridas por fruto).
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Las dosis bajas de inéculo (10* conidios/mL), ocasionaron una
cinética de infeccion lo suficientemente lenta para observar el avance de la
misma, y para hacer estudios comparativos del efecto de distintos
tratamientos sobre la infeccion de los frutos.

La Figura 15 muestra ejemplos representativos de frutos de la
mandarina ‘Clemenules’ con 4 heridas, infectadas con el hongo P.
digitatum a una dosis de 10* conidios/mL. A los dos dpi un pequefio

Figura 15. Fotografias representativas
de la evolucién de la podredumbre
verde causada por P. digitatum a 10*
conidios/mL, tomadas a diferentes dias
después de la infeccién (dpi), en frutos
de mandarinas ‘Clemenules’.
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porcentaje de frutos empezaron
a mostrar los primeros sintomas
de la infeccion, coincidiendo con
los resultados de la Figura 14,
con un ablandamiento alrededor
del punto de inoculacion. A partir
del tercer dia se detecta
visualmente en mas de la mitad
de los frutos un halo de
maceracion alrededor de la
herida de hasta 1 cm de
diametro. A los cuatro dpi la
mayoria de las  heridas
mostraron un desarrollo
apreciable de la infeccion,
siendo algunos halos de hasta 5
cm de diametro. A partir del
quinto dia se puede apreciar
como el micelio del hongo
empieza a cubrir el fruto,
mostrando manchas blancas en
la superficie. Al sexto dia la
esporulacion es evidente,
observandose el color verde
caracteristico de esta
podredumbre. Al séptimo dia los
frutos estuvieron practicamente
en su totalidad cubiertos por
esporas del hongo.
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1.2. Produccion de etileno durante las fases iniciales de la
infeccién de frutos de mandarina con P. digitatum.

Como se ha descrito en la Introduccién, el ET es una hormona
vegetal que actua, entre otros procesos, como mediador de las respuestas
de defensa de la planta a la infeccién por patdgenos. La produccion de ET
durante la infeccion en frutos de naranja de la variedad ‘Navelate’ es un
proceso ya estudiado por nuestro grupo (Marcos et al., 2005). Inicialmente
se hizo un estudio sobre la generacion de ET como respuesta a la
infeccién con el hongo P. digitatum en frutos de mandarina ‘Clemenules’.

En este experimento se determiné la produccion de ET en frutos de
la mandarina ‘Clemenules’ heridos, y en frutos heridos e infectados con 108
conidios/mL de P. digitatum, comparandola con la de frutos intactos (Figura
16).
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Figura 16. Produccion de ET en frutos de mandarina ‘Clemenules’
heridos o infectados con P. digitatum a 10°® conidios/mL y en frutos
control intactos. Los resultados se representan como valores medios
de produccién de ET + SD para cada tiempo. En cada tratamiento se
inocularon tres réplicas de 5 frutos (4 heridas por fruto).
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A estas dosis de in6culo, como ya se ha observado en la Figura 14,
el progreso de la infeccion fue muy rapido, por lo que asumimos que existe
sincronia entre todas las herida infectadas. Después de un dpi (24 horas),
los frutos no mostraron ningun sintoma todavia, pero a los dos dpi (48
horas) ya se manifestd desarrollo de la infeccion en casi el 100% de las
heridas. Este inicio de la infeccion coincide con un incremento evidente en
la produccion de ET (Figura 16).

La produccion de ET de los frutos fue semejante en las tres
condiciones durante las 16 primeras horas, sin superar los 0,3 nL /(g x h).
Es a partir de las 24 horas cuando se aprecia un aumento en la produccion
de esta hormona en frutos infectados, mientras que los frutos control y
heridos no hay aumento. La produccion de ET en frutos infectados
aumento6 de forma sustancial a partir de las 48 horas, donde los niveles de
ET superan los 6 nL/(g x h). Los frutos heridos continuaron con unos
niveles bajos de produccion de ET, similares a los frutos control, sin
superar los 0,5 nL/(g x h).

1.3. Cambios en la expresion de genes implicados en la
biosintesis de etileno durante la infeccion de frutos de
mandarina con P. digitatum.

Los dos ultimos pasos en la ruta de sintesis de ET consisten en la
conversiébn de S-adenosil-L-metionina  en  1-aminociclopropano-1-
carboxilato (ACC), catalizada por la enzima ACC sintasa (ACS), y una
siguiente oxidacién de ACC a ET, catalizada por la ACC oxidasa (ACO).
Tanto ACS como ACO son enzimas sintetizados por familias multigénicas.
En citricos se han descrito dos genes ACS, ACC sintasal (CsACST) y
ACC sintasa2 (CsACS2), cuya regulacion diferencial parece ser la causa
de los diferentes patrones de biosintesis de ET (Katz et al., 2004). En el
caso de ACO se ha descrito hasta el momento un gen, CsACO1. Tanto
ACS como ACO son enzimas sintetizados por familias multigénicas. En
citricos se han descrito dos genes ACS, ACC sintasal (CsACS7) y ACC
sintasa2 (CsACS2), cuya regulacion diferencial parece ser la causa de los
diferentes patrones de biosintesis de ET (Katz et al., 2004). En el caso de
ACO se ha descrito hasta el momento un gen, CsACO.

Al mismo tiempo que se realiz6 el estudio de la producciéon de ET
durante la infeccién (Figura 16), se recogi6 tejido de estos mismos frutos
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para la realizacién de hibridaciones Northern con sondas obtenidas a partir
de los genes implicados en los ultimos pasos de la sintesis de ET,
CsACS1, CsACS2 y CsACO (Figura 17). Los resultados obtenidos
confirman la implicacién de estos tres genes en la respuesta de frutos de
‘Clemenules’ a la herida y a la infeccién, ya que todos ellos mostraron
expresion diferencial en respuesta al dafio mecanico y a la infeccion por P.
digitatum respecto de frutos control, donde apenas se observa expresion
de ninguno de ellos.

No tratados Heridos Infectados
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Figura 17. Analisis Northern de CsACS1, CSACS2 y CsACO en corteza de
frutos de mandarina ‘Clemenules’ después de la herida y durante el
desarrollo de la infeccién con P. digitatum (106 conidios/mL) a 8, 16, 24 y 48
horas respecto al control. La tincién con azul de metileno mostré las bandas
de RNA total. Para cada uno de los genes analizados, la intensidad de la
sefial de hibridacién fue cuantificada y normalizada respecto al de la sonda
26S rRNA de C. sinensis. Al pie de cada figura se indica la acumulacion
relativa.

CsACS1 y CsSACS2 mostraron un perfil de expresién temporal
diferente. Asi, se observé una expresion temprana de CsACS2 a las 8
horas, tanto en frutos heridos como en frutos inoculados con el patégeno,
por lo que esta expresion parece estar relacionada mas bien con el dafio
mecanico. Sin embargo, en frutos infectados se detecta un segundo pico
de acumulacién de transcrito a las 48 hpi que es de mayor magnitud que el
primero. Esta segunda induccion no se detecta en frutos heridos (Figura
17).
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CsACS1 muestra un maximo de expresiéon en respuesta a la herida
a las 16 horas, sin embargo su expresién es mayor durante la infeccién,
alcanzando el maximo a las 48 hpi. Su perfil de expresién precede a la
produccién de ET. La expresion del gen CSACO se induce en respuesta a
la herida desde las 8 horas, siendo maxima a las 16 horas. En frutos
heridos e infectados la expresion de CSACO aumentd progresivamente
hasta las 48 horas. Cabe destacar que las diferencias de niveles de
expresion entre frutos heridos y frutos infectados son mayores en los
genes CSACS1y CsACS2 que en CsACO, donde los niveles de expresion
en respuesta al patdbgeno no fueron mucho mas altos de los que se
producen en respuesta a la herida.

1.4. Efecto del pretratamiento con un inhibidor de la accién del
etileno (1-MCP) sobre el desarrollo de la infeccién y la
produccion de etileno.

Trabajos previos de nuestro grupo en naranjas ‘Navelate’ mostraron
que el tratamiento con ET producia un ligero descenso en el desarrollo de
la infeccion (Marcos et al., 2005). En experimentos realizados con
mandarinas ‘Clemenules’, los frutos fueron tratados con ET a una dosis de
10 ppm vy, posteriormente, infectados con P. digitatum a una concentracion
de 5 x 10° con/mL. En estos experimentos no se observé una disminucion
de la incidencia de infeccion respecto a frutos no tratados (datos no
mostrados).

Otra aproximacion para el estudio de la implicacion del ET en los
mecanismos de respuesta de los frutos citricos a la infeccidén consiste en el
uso del inhibidor de la accién del ET, 1-metilciclopropeno (1-MCP), el cual
se une irreversiblemente a los receptores de ET, bloqueando su
percepcion y la transmision de la sefial (Blankenship y Dole, 2003).
Experimentos con naranjas ‘Navelate’ han demostrado que el bloqueo de
la percepcion de ET, mediante el tratamiento con 1-MCP, provoca un
aumento de la susceptibilidad a la infeccién, ademas de un incremento de
la produccion de ET (Marcos et al., 2005). Para comprobar este efecto en
las mandarinas ‘Clemenules’ los frutos fueron tratados con 1-MCP a dos
concentraciones diferentes, 100 ppb y 500 ppb, y con aire. Seguidamente,
fueron infectados con una dosis baja de P. digitatum (5 x 10° con/mL) para
poder hacer un seguimiento efectivo de los posibles cambios en el
desarrollo de la infeccidn. Los resultados mostraron un incremento en la
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incidencia de la infeccion en los frutos tratados por 1-MCP a ambas
concentraciones, que fue estadisticamente significativa a los 4 y 5 dias
(Figura 18).
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Figura 18. Incidencia de la infeccién en frutos de ‘Clemenules’ tratados
con diferentes concentraciones de 1-MCP e inoculados con P. digitatum
a 5 x 10° con/mL, frente a frutos tratados con aire. El seguimiento de la
infeccion se realizé a los 2, 3, 4 y 5 dias después de la infeccion (dpi).
Los resultados se representan como valores medios del porcentaje de
infecciébn + SD para cada tratamiento y dia. En cada tratamiento se
inocularon tres réplicas de 5 frutos (4 heridas por fruto). Para cada dia
se realizd el andlisis de la varianza (ANOVA) empleando el test LSD.
Actividades con distintas letras fueron consideradas significativamente
diferentes (p<0,05).

En diferentes experimentos realizados con mandarinas
‘Clemenules’ y dosis mayores de hongo, aunque se aprecié un aumento
modesto de la incidencia de la infeccién con el pretratamiento con 1-MCP,
dicha diferencia no alcanz6 significacion estadistica. La causa de que no
se obtuvieran resultados significativos a mayores dosis de hongo podria
deberse al hecho de que los frutos de ‘Clemenules’ son muy sensibles a la
infeccién, por lo que el desarrollo de la podredumbre es muy rapido, y sélo
permite observar diferencias significativas entre muestras tratadas y no
tratadas a concentraciones reducidas del hongo.
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Por otro lado, el tratamiento con 1-MCP en frutos que
posteriormente fueron infectados con P. digitatum supuso la
sobreproduccion de ET frente a frutos que no habian sido pretratados
(Figura 19). Este aumento en la produccién de ET puede ser debido tanto
al fruto, por detenerse el mecanismo de autoinhibicién que el ET tiene
sobre su propia sintesis, como por el hongo, ya que al inhibir el 1-MCP los
mecanismos de defensa del fruto se facilitaria el desarrollo del patégeno.
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Figura 19. Produccion de ET en frutos de ‘Clemenules’ tratados con dos
concentraciones de 1-MCP e infectados con P. digitatum (5 x 10°
con/mL) frente a frutos tratados con aire. El analisis se realizd alos 2y 3
dias después de la infeccion (dpi). Los resultados se presentan como
valores medios de la produccion de ET + SD para cada tratamiento y
dia. En cada tratamiento se inocularon tres réplicas de 5 frutos (4
heridas por fruto). Para cada dia se realizd el analisis de la varianza
(ANOVA) empleando el test LSD. Valores con distintas letras fueron
significativamente diferentes (p<0,05).
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2. Analisis de una biblioteca sustractiva enriquecida en genes
inducidos durante la infeccion de frutos de naranja
‘Navelina’ por el hongo P. digitatum.

Como primera aproximacion experimental para el estudio de la
expresion diferencial de los genes del fruto en respuesta al proceso de
infeccién, se hizo uso de una macromatriz de cDNA elaborada a partir de
una colecciéon de cDNAs enriquecida en genes inducidos en respuesta a la
infeccion.

2.1. Utilizacion de una biblioteca de cDNA con expresion
diferencial durante la infeccion elaborada mediante la técnica
de Hibridaciéon Sustractiva mediada por PCR Supresiva (SSH) y
de una macromatriz de cDNA generada a partir de ella.

Previamente, en nuestro grupo se construyé una biblioteca
sustractiva de cDNA, llamada RindPdigS, enriquecida en genes que se
expresan mas abundantemente en la corteza de naranja ‘Navelina’ a las
24°h después de la inoculacién por P. digitatum con respecto a un control
de respuesta a herida mecanica (Gonzalez-Candelas et al., 2005).

Se seleccionaron al azar 1.436 clones individuales de la biblioteca
RindPdigS para la construccion de una macromatriz de cDNA. Estos
clones fueron amplificados por PCR y depositados en una membrana de
nailon. Ademas, se afadieron 100 controles (véase “Materiales y
Métodos”), entre los que se encuentran tanto controles negativos de
amplificacion de PCR y de vector, como controles positivos,
correspondientes a genes cuya expresion habia sido previamente
estudiada por nuestro grupo. En este ultimo caso destacan los genes
CsACO, CsACS1 y PAL cuya induccion diferencial durante la infeccion
habia sido confirmada y que, por lo tanto, fueron incluidos en la
macromatriz como controles positivos.
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2.2. Hibridacién diferencial de la macromatriz con muestras de
infeccion y de herida.

En un primer experimento, la macromatriz fue hibridada con sondas
obtenidas a partir de las mismas poblaciones de mRNA empleadas en la
construcciéon de la biblioteca. La comparacion entre las imagenes de
hibridacion de ambas sondas revel6 la presencia en RindPdigS de clones
con expresion diferencial en respuesta a la infeccion (Figura 20). Asi, el
analisis de los datos de hibridacién con el paquete informatico ArrayVision
y ArrayStat reveld que 338 (23 % del total) clones se inducian en infeccién
(I) respecto a herida (W) (Figura 21). No obstante, también se detect6 la
existencia de 58 clones que mostraban represion durante la infeccion
respecto a la herida.
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Figura 20. Imagenes comparadas de la hibridacién de la macromatriz generada a
partir de la biblioteca RindPdigS. A) Imagen comparativa de las hibridaciones con
tejido de naranjas heridas (W) o infectadas con P. digitatum (). B) detalle de las
hibridaciones donde se muestra la presencia de 4 clones que se inducen durante la

infeccion (O) y dos clones que se reprimen (O).
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Globalmente, 396 clones de la macromatriz (el 27% del total)
mostraron expresion diferencial durante el proceso de infeccion. Estos
resultados preliminares indicaban que la genoteca RindPdigS estaba
enriquecida en clones con mayor expresién en infeccion que en herida.
Ademas, se confirmé que el uso de macromatrices a partir de una
biblioteca sustractiva es una herramienta efectiva para el analisis de la
respuesta del fruto citrico a la infeccion por P. digitatum.
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Figura 21. Gréfico obtenido con el programa ArrayStat a partir del analisis de
expresion que relaciona la intensidad de sefal (Logi(l x W)) frente a la
expresion diferencial (Log,(l/W)) para cada clon de la macromatriz.

2.3. Identificacion de cambios en la expresion de genes
relacionados con la respuesta de los frutos citricos al etileno,
la herida y/o la infeccion.

A partir de estos resultados, se diseiid una serie de experimentos
para estudiar la posible implicacion del ET como mediador de la expresiéon
de genes relacionados con la respuesta a la infecciéon. Para ello, se
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obtuvieron muestras de RNA procedentes de frutos de naranja ‘Navelina’
tratados con ET (10 ppm) y frutos tratados con aire como control, siempre
en ausencia de infeccion. En el estudio comparativo de la expresion de los
clones de la macromatriz en cada una de las cuatro condiciones; aire (A),
ET (E) herida (W) e infeccion (l), se realizaron un total de 3 réplicas
técnicas para cada una de las condiciones. Los valores de las sefales de
hibridacion obtenidos fueron cuantificados y procesados mediante los
programas Array Vision y Array Stat, respectivamente, y asi se pudo
determinar los cambios estadisticamente significativos entre las distintas
condiciones mediante analisis por parejas. De este modo, se obtuvieron
seis comparaciones diferentes E/A, W/A, I/A, W/E, I/E e I/W. Los
resultados se expresaron en forma de log, de los cocientes para los 1.536
clones individuales de la macromatriz (véase material adicional).
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Figura 22. Detalle representativo de la hibridacion de las macromatrices. En el
cuadrante 12A, se aprecia un clon con expresion diferencial en la condicion de
tratamiento con ET (E) respecto de las condiciones de aire (A), herida (W) e
infeccion (1)

A partir de las imagenes de hibridacién se detectd la presencia de
clones con expresion inducida por la aplicacion de ET (Figura 22). De este
modo, se pudo observar que 300 clones de la macromatriz se indujeron
por el tratamiento con ET (21% del total), de los cuales 166 se indujeron
también por la infeccién (55% de los clones inducidos por ET) (Figura 23 y
material adicional). Es de destacar que el 44% de los clones que se
indujeron por la infeccidbn no lo hacian por la herida, lo que sugiere que
tienen una expresion diferencial en la respuesta a patogenos. Hay 24
clones con expresion especifica durante la infeccion, entre los cuales
destaca la presencia de un gen con homologia a cafeina sintasa
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(agrupamiento P-62). Respecto a los clones que se reprimen durante las
diferentes condiciones se observa que, en general, son menos abundantes
que los que se inducen, siendo la categoria de infeccion la que tiene mas
representantes.

(A) | (B) |
INDUCCION REPRESION

Herida Infeccion Herida Infeccion

Figura 23. Diagramas de Venn que muestran la distribucién de los clones
de RindPdigS presentes en la macromatriz segin sus patrones de expresion
diferencial, inducidos (A) o reprimidos (B) respecto a aire para las
condiciones de herida, infeccion con P. digitatum (10° conidios/mL) o
aplicacion de ET exdégeno (10 ppm). En la categoria de induccion, los
circulos rojos indican el numero de clones que sélo se expresan en la
categoria a la que van unidos. Para el caso de represion, los circulos verdes
indican el numero de clones que solamente no se expresan en la categoria
a la que van unidos. El analisis de los datos de hibridacion se realizé con el
programa informatico ArrayStat. El analisis estadistico se realizd con la
herramienta SAM (Significance Analisis of Microarrays) con un FDR del 1%.

Hay que tener en cuenta que el estudio se circunscribe a un
momento puntual y temprano del desarrollo de la infeccion (24 horas
después de la inoculacién) y que, previsiblemente, la mayoria de los genes
pueden tener ademas una regulacion temporal. Estos resultados, por lo
tanto, solamente nos proporcionan una perspectiva temporal limitada del
desarrollo de la infeccion. Por ello, consideramos necesario hacer un
estudio temporal de los genes mas relevantes por su comportamiento o su
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anotacion funcional mediante hibridaciones Northern (véase apartado 5 de
Resultados). De todos modos, los resultados obtenidos de la hibridacion de
las macromatrices indican la alta complejidad de la regulacién de la
expresion génica del fruto durante el proceso de infeccion y la importancia
del ET como mediador de al menos una parte de esta respuesta.

2.4. Secuenciacion y analisis de las secuencias de RindPdigS.

A partir de los resultados obtenidos con las hibridaciones de la
macromatriz, se decidi6 proceder a la secuenciaciébn de un numero
significativo de clones. Para ello, nos basamos en dos criterios de
seleccion; por un lado, todos aquellos clones que mostraron una alta sefial
de hibridacion o aquellos que mostraron una inducciéon de al menos tres
veces en infeccidén respecto a herida. Ademas, todas y cada una de las
categorias de expresién, tanto por induccidn como por represion, debian
tener algun representante secuenciado en una proporcién similar.

Se seleccionaron un total de 371 clones para su secuenciacion. El
analisis de sus secuencias revel6 que sélo 15 de los clones secuenciados
contenian 2 insertos y 1 clon contenia 3 insertos, lo que significa una baja
proporcion de concatémeros (4,3 % del total). El analisis de agrupamientos
de secuencias con el programa SEQtools (http://www.seqtools.dk) mostré
la presencia de 229 ESTs distintas designadas como unigenes. De estos
229 unigenes 167 correspondian a secuencias unicas y 198 secuencias
estaban reunidas en 62 clusters o agrupamientos, que van desde el P-01
al P-62 (Tabla 3 y material adicional). Por lo tanto, la biblioteca mostr6é una
redundancia del 37,3%.
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Tabla 3. Caracteristicas generales del agrupamiento de las
ESTs de Ila coleccion RindPdigS después de su
secuenciacion.

Datos de agrupamiento de RindPdigS

Secuencias totales 388
Secuencias validas (ESTs) 365
ESTs en agrupamientos 198
N° total de agrupamientos 62
ESTs unicas 167
ESTs distintas (unigenes) 229
Redundancia (%) 37,3

Redundancia = (1-(unigenes/ESTs)) x 100

Mediante el uso del algoritmo BLASTX, las secuencias de DNA
fueron traducidas en secuencias de aminoacidos en las seis posibles
pautas de lectura y se compararon con la base de datos de proteinas no
redundantes del NCBI (centro nacional para la informacion biotecnolédgica)
(http://www.ncbi.nim.nih.gov). Hay casos en los que diferentes unigenes
mostraron homologia con diferentes regiones de una misma proteina sin
llegar a compartir entre ellos ninguna regién solapante. Para detectar este
hecho se realiz6 un alineamiento con secuencias de genes homélogos en
bases de datos. De este modo se descubrié que los agrupamientos P-07 y
P-08 alinean en dos regiones contiguas del gen ACO de C. sinensis,
estando separados por una sitio de restriccidon Rsal. Lo mismo ocurrié con
los unigenes N14G04, P-03 y P-27, que tienen alineamientos adyacentes
con una misma proteina de unién a FAD, con homologia a Nectarina 5.

Para la asignacién de las categorias funcionales correspondientes a
cada secuencia de acuerdo con sus homdlogos en A. thaliana, se utilizé la
base de datos del MIPS (centro de informacion de secuencias de proteinas
-Munich) (http://mips.gsf.de). La Tabla 4 resume la distribucion entre las
diferentes categorias funcionales de los clones secuenciados de
RindPdigS. La mayoria de dichas proteinas putativas estan relacionadas
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con el metabolismo (15% del total), seguido por las proteinas de
localizacion en organulos celulares (9%) y proteinas estructurales o
cataliticas (7%). La distribucion de las ESTs dentro de la categoria de
metabolismo revelé que el metabolismo secundario y el metabolismo de
aminoacidos (38% y 27%, respectivamente, de las ESTs implicadas en
metabolismo) son las dos subcategorias mas representadas vy, por lo tanto,
estos resultados pueden ser indicativos de un direccionamiento del
metabolismo general del fruto hacia estas rutas, que pueden estar
relacionadas con la respuesta a estrés de las plantas.

Tabla 4. Distribucién de las ESTs de la biblioteca RindPdigS con
homologos en A. thaliana en categorias funcionales, usando la
base de datos del MIPS.

Categoria funcional %

Sin clasificacion funcional 30

Metabolismo: 15
Metabolismo secundario 38
Aminoacidos 27
Carbohidratos 17
Nucleétidos 6
Lipidos, acidos grasos e isoprenoides 6
Metabolismo general 4
Vitaminas, cofactores y grupos prostéticos 1
Nitrégeno y azufre 1

Localizacién en organulos celulares
Proteina estructural o catalitica

Sin proteina similar en Arabidopsis
Sintesis de proteinas

Transporte celular

Biogénesis de componentes celulares

Destino de proteinas

w w A 000 O N ©

Energia
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Defensa de la célula 2
Regulacion de la actividad proteica 2
Interaccion con el medio ambiente 1
Transcripcion 1
Comunicacion celular/Transduccion de sefial 1
Destino celular 1
Diferenciacion de érganos 1
Ciclo celular y procesamiento del DNA 1
Desarrollo sistémico 1
Otros 2

2.5. Caracterizacion transcripcional de la respuesta de frutos de
naranja ‘Navelina’ a la infeccion por P. digitatum.

A partir de los datos de secuencia y de hibridacion, se realizaron
dos tipos de aproximaciones diferentes para caracterizar el perfil
transcripcional de los frutos bajo nuestras condiciones de estudio, teniendo
en cuenta, por un lado, la abundancia de las ESTs y por otro la expresién
diferencial de sus correspondientes genes.

Analisis de la abundancia de las ESTs secuenciadas.

La Tabla 5 muestra los agrupamientos formados por 4 o mas ESTs
dentro del conjunto de los ESTs secuenciados, e ilustra la respuesta global
de los cambios de expresion de los frutos citricos especificamente como
respuesta a la infeccion, ya que provienen de una biblioteca sustraida.

Una vez determinados los unigenes mas abundantes, se hizo un
estudio de su comportamiento durante la infecciébn a partir de los
resultados de hibridacion. Para ello, se determiné el logaritmo en base 2
del cociente de las intensidades en infeccidon y en herida, asi como el perfil
mas representado entre los clones que forman parte del cluster. La
expresion durante la infeccion de los 5 unigenes mas abundantes (una
proteina sin homologo en A. thaliana (P-02), una proteina con dominio de
unién a FAD (P-03), una DAHP sintasa (DAHP) (P-01), una ACC oxidasa
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(P-07) y una proteina abundante embrionaria (EMB) (P-10) es superior al
doble de la expresion en respuesta a la herida, hecho que se refleja en la
tabla con un valor de logaritmo en base dos mayor que 1. En los casos de
la proteina ribosomal de Aspergillus (P-09) y en la cafeina sintasa (P-62)
no se ha podido calcular el cociente debido a que no se detectd expresion
en respuesta a la herida.

Tabla 5. Anotacién de los unigenes que contienen 4 o mas ESTs de la coleccion

RindPdigsS.
‘. Perfil
Cluster Anotacion N° Acceso Valor E N° ESTs Log,(l/W) L.
transcripcional

P-02 Sin homologia - - 11 1.97+0.87 I>EWA

P-03 Proteina de unién a FAD NP_181025.1 1.E-08 11 2.63+0.43 I>EW>A

P-01 DAHP sintasa AAN77866.1 3E-26 10 1.09+0.24 I>W>E>A

p.g7  Acido T-aminociclopropano-1-- »\49361 1 5E36 9 1.976025  ISEWSA
carboxilico oxidasa

p.qo  Froteina abundante NP_181669.1 3E-25 7  255+042  I>E>WA
embrionaria -

p.og  Froteinaribosomal de la EAAG6532.1 O9E-32 6 - I>EWA
familia L18ae

P-04 Cistinosina P57758 5E-35 5 0.15+0.16 E>IWA

P-05 Sin homologia - - 5 0.47+0.54 I>EWA

p-1q  Acido homogentisico AAP439121  BE-12 5 1.14:032  I>EW>A
geranilgeranil transferasa

pog rowinadelafamiiadelos \p 1514795 1E9 4 1241023 EWA
transportadores ABC

p.og  /cidof-aminociclopropano-1-- \pcg361 1 2E60 4 1926018 ISEWSA
carboxilico oxidasa

p.ig Proeinadelafamiiadelas o se7957 1 op37 4 0020037 E>IWA
ciclasas

P-15 Proteina ribosomal 40S S5 XP_658447.1  3E-30 4 1.20+£0.18 I>EWA

P-46 Dicianina AAF66242.1 3E-33 4 1.15+0.36 I>W>EA

P-53 Sin homologia - - 4 0.03+0.13 EA>IW

P-62 Cafeina sintasa BAE79730.1 2E-20 4 - |
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El perfil general de expresion de los genes mas abundantes fue de
induccién con la infeccién y en menor nivel, pero también de forma
significativa, con la herida y el tratamiento con ET. Sin embargo, 3
agrupamientos de los mas abundantes tienen un comportamiento diferente
al comportamiento general. En estos casos, la expresién en respuesta al
tratamiento con ET es mayor que en el resto de condiciones, como es el
caso de una cistinosina (P-04) y una proteina perteneciente a la familia de
las ciclasas (P-14). En el caso del agrupamiento P-53, sin homologia con
secuencias conocidas, su expresion presentd una regulacion negativa
tanto por herida como por infeccién.

Analisis de expresion.

Otro tipo de aproximacién para la caracterizacion del perfil
transcripcional consistié en el estudio de los genes con mayor expresion
diferencial. Para ello, se hizo un analisis de los genes con mayor nivel de
induccién en infeccién respecto a herida (). Los cinco primeros genes que
codifican una proteina hipotética (P-18), una cafeina sintasa (P-62), dos
proteinas sin homologas en A. thaliana (N14G12 y N17C02) y una proteina
expresada (N17E10), no tuvieron expresidbn en las condiciones de
tratamiento con aire y herida; sin embargo, su expresién en infeccién fue
considerablemente alta. Por ello, aunque no se pueda medir su expresion
relativa, son de gran interés, tanto por su alta expresién durante la
infeccién, como por su especificidad respecto a las demas condiciones.
Uno de ellos, el que codifica una cafeina sintasa, es de especial interés por
su relacién con el metabolismo de alcaloides. Entre los genes con mayor
expresion diferencial en infeccidn respecto a herida se encuentra una
citocromo P450 79A1 (P-43), con baja expresion en respuesta a ET vy
herida, y dos nectarinas (P-27 y N14G04), con expresion
fundamentalmente en respuesta a la infeccién. De los genes con mayor
expresion durante la infeccidn, existen algunos cuya expresion inducida
por ET fue también alta respecto a aire. Este es el caso de varios genes
que codifican una proteina expresada (NO7B09), una EMB (P-10), una
tropinona reductasa (NO8F02) y una proteina celular implicada en
apoptosis (N13E10). Por otro lado, en este analisis hay tres ESTs con
homologia con genes fungicos y que, por lo tanto, es de suponer que
proceden del hongo y no del fruto (P-18, P-31 y NOGEO4). La presencia de
estos transcritos so6lo es esperable en la muestra de infeccién, pues es la
unica con presencia del hongo, sin embargo, los resultados de las
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hibridaciones de las macromatrices mostraron que los unigenes P-31 y
NO6EO4, con homologia a proteinas de hongo, tenian una expresion
significativa en muestras que no habian sido infectadas. Esto puede
explicarse porque estos genes presentan alta similtud con los genes
homologos de plantas.

La Tabla 5 y la muestran, por tanto, los resultados de dos
aproximaciones diferentes para el estudio comparativo de la respuesta
transcripcional del fruto frente a la infeccién, a la herida o al tratamiento
con ET. En ambos analisis es de resaltar la alta abundancia de ESTs con
homologia a genes de plantas implicados en metabolismo secundario.
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3. Generacion de bibliotecas de cDNA de genes expresados
durante la infeccion.

Durante este trabajo de tesis se han empleado tres bibliotecas de
cDNA. Ademas de RindPdigS, elaborada previamente al inicio de esta
tesis, dentro del marco del Proyecto de Gendémica Funcional de Citricos
(CFGP), se procedio a la construccion de dos bibliotecas mas de cDNA,
RindPdig24 y PostharvP1.

3.1. Construcciéon de las bibliotecas de cDNA RindPdig24 y
PostharvP1.

En primer lugar, se determin6 la calidad del RNA que se iba a
utilizar para la sintesis de cada biblioteca, mediante hibridacion Northern,
empleando como sonda el gen ACO previamente caracterizado por
nuestro grupo (véase Figura 17). Como ejemplo representativo, en la
Figura 24 se observa la hibridacién Northern de las diferentes muestras de
RNA utilizadas en la elaboracion de PostharvP1, procedentes de frutos
infectados y heridos, a diferentes tiempos.

INFECCION HERIDA RNA poly A
s 16 2418 16 241 T | wl!

CsACO | W0 S &8 &= = - .-

RNA tot f’”vmmw

Figura 24. Analisis Northern del material utilizado en la sintesis
de la biblioteca de cDNA PostharvP1. Las muestras
corresponden a RNA total de corteza de frutos de mandarina
‘Clemenules’ después de ser inoculados con agua (HERIDA) o
con 10° conidios/mL de P. digitatum (INFECCION) a las 8, 16 6
24 horas después de la inoculacion, y a los RNA polyA obtenidos
a partir de la mezcla de estas mismas muestras, hibridadas con
una sonda del gen CsACO. La tincion con azul de metileno
mostré el RNA total.
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Las muestras de herida e infeccién fueron mezcladas en cantidades
equimoleculares, y sometidas a una purificacion del RNA Poly A. De este
modo, se comprobd la calidad de cada uno de los RNAs que formaron la
mezcla de RNAs utilizada para la sintesis de PostharvP1.

La biblioteca RindPdig24 se construy6 con el fago AZap, por lo que
la titulacion se realizd por recuento de “calvas” de lisis de la cepa de E. coli
XL1-Blue MRF en placas de agar NZY. Para ello, se hicieron diluciones
seriadas de la solucién de empaquetamiento, se sembraron en placas de
NZY agar, después de 16 horas y se hizo recuento de las “calvas”. La
titulacion de la biblioteca primaria de RindPdig24 fue de 2,0 x 10° pfu.

En la coleccién PostharvP1, construida en un plasmido derivado de
pENTR 1A, la titulaciébn se hizo por crecimiento en placas de 2 x LB
suplementadas con kanamicina de diluciones seriadas de células
transformadas. El titulo de esta biblioteca primaria fue de 1,0 x 108 cfu.

El porcentaje de fagos recombinantes en la colecciéon RindPdig24
se determiné a partir del recuento de “calvas” azules y blancas, incubando
la reaccion de empaquetamiento con XL1-Blue MRF y creciendo las
células en medio NZY agar con X-gal, de modo que las calvas originadas
por el fago sin inserto presentaban color azul, mientras que las que
incorporaron el inserto eran de color blanco. Se observé que el porcentaje
de calvas blancas era practicamente del 100%.

En el caso de la coleccion PostharvP1, no se hizo un estudio del
porcentaje de clones con inserto, pero si que se optimizé el proceso de
ligacion tal como se describe en Materiales y métodos, apartado 8.2.

Para estudiar el tamano medio de inserto de la biblioteca
RindPdig24, se realizaron reacciones de PCR a partir de 20 placas de lisis
diferentes, elegidas al azar, y se realizé una electroforesis en gel de
agarosa al 1% de los productos de PCR (Figura 25), determinandose un
tamafo medio de los insertos de 760 bp.
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Figura 25. Estimacion del tamafio medio de los insertos de cDNA clonados en
la biblioteca RindPdig24. A) Se muestra el resultado de los productos de PCR
de 20 fagos, escogidos al azar, en un gel de agarosa al 1%. B) Patrén de
tamafos moleculares de 1 Kb (DNA ladder 1 Kb Plus, Invitrogen).

En el caso de la biblioteca PostharvP1, el tamafio medio de los
insertos se determiné mediante digestion de los plasmidos con enzimas de
restriccion y posterior visualizacion mediante electroforesis en gel de
agarosa con BrEt de 24 muestras de cada una de las 10 placas de 96
pocillos, (imagenes no mostradas). El valor del tamafio de inserto fue
aproximadamente de 1500 pb.

3.2. Comparacion de las bibliotecas de cDNA RindPdig24 y
PostharvP1.

De RindPdig24 se secuenciaron 1.152 clones, obteniéndose un
total de 1.056 buenas secuencias. En el caso de PostharvP1 se
secuenciaron 1.118 clones con 1.008 buenas secuencias. Una vez
secuenciadas y procesadas las ESTs aisladas y purificadas de las dos
colecciones, se determind, mediante las herramientas de agrupamiento de
secuencias incluidas en el programa SEQtools, aquellas ESTs que forman
parte de un mismo agrupamiento y aquellas que no comparten secuencia
con ninguna otra EST dentro de la misma genoteca. De este modo, se
pudo calcular el numero de unigenes correspondientes a cada coleccion.
La Tabla 7 muestra los valores generales de ambas colecciones. El estudio
estimativo del porcentaje de recombinantes en RindPdig24 habia indicado
que mas del 95% de fagos contenian inserto. Este hecho fue confirmado
después de la secuenciacion, ya que en RindPdig24 udnicamente se
obtuvieron 3 clones sin inserto, el mismo numero que se detectaron en
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PostharvP1. Una vez analizadas todas las secuencias, el porcentaje de
secuencias validas fue superior al 96%. La coleccion RindPdig24 tuvo un
numero mayor de secuencias Unicas (“singletons”) y un menor valor de
redundancia que la coleccién PostharvP1.

Tabla 7. Estadisticas de las bibliotecas de cDNA RindPdig24 y PostharvP1 y del
conjunto de ambas bibliotecas.

Coleccion de cDNA RindPdig24 PostharvP1 Total
Clones 1.152 1.056 2.208
ESTs® 1.116 1.018 2.134
“Singletons” 764 686 1.450
Agrupamientos 143 119 262
ESTs en agrupamientos 352 332 684
Unigenes ° 907 805 1.712
Redundancia (%) ° 19 21 20

@ Secuencias sin vector con mas de 50 bases de buena calidad.
b Unigenes = singletons + agrupamientos
¢ Redundancia = (1 — (Unigenes/ESTs)) x 100

Con el fin de estimar el numero de ESTs procedentes de P.
digitatum presentes en ambas bibliotecas, se consideré6 que aquellas
secuencias cuyo homologo mas cercano fuese de origen fungico deberian
proceder de P. digitatum. De este modo, el 1,7% y 1,5% de las secuencias
se consideraron de origen fungico en RindPdig24 y PostharvP1,
respectivamente.

La distribucion de los unigenes de ambas biblioteca de cDNA segun
su anotacion y segun su categoria funcional se muestra en la Figura 26 y
Figura 27. En PostharvP1, el 96% de los unigenes mostraron homologia
con proteinas de A. thaliana, mientras que sélo el 81% de los unigenes de
RindPdig24 mostraron dicha homologia. La categoria de “Metabolismo” es
la que contiene mayor cantidad de unigenes, estando mas representada en
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PostharvP1, donde llega al 48%, mientras que en RindPdig24 abarca al
40% del total de unigenes.

RindPdig24 PostharvP1
4% @ Proteinas clasificadas
19% 8%
% “ m Proteinas no clasificadas

8% » O Sin anotacién funcional en

Arabidopsis
0,
5% 81% O Sin proteina homologa en

Arabidopsis

Figura 26. Distribucién de los unigenes de las bibliotecas RindPdig24 vy
PostHarvP1.

En la Figura 28 se muestra una comparacion de la distribucion de
agrupamientos en las dos bibliotecas. PostharvP1 contiene mayor cantidad
de agrupamientos con alto nimero de ESTs. Sin embargo, como se indica
en la Tabla 7, es RindPdig24 la que tiene mayor cantidad de
agrupamientos y de ESTs en agrupamientos, debido a la gran cantidad de
agrupamientos con cuatro ESTs. En la Tabla 8 se muestran los
agrupamientos con 4 o0 mas ESTs en alguna de las dos colecciones. Se
observa que varios agrupamientos de los mas abundantes no estan
presentes en las dos bibliotecas de cDNA. De hecho, tres agurpamientos
de los mas abundantes en PostharvP1, con homologia a un factor de
elongacién alfa con 13 representantes, una proteina caja-MAD (“MAD-
box”) con 9 representantes, y una fructosa-bifosfato aldolasa con 8
representantes, no estan presentes en RindPdig24.
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De acuerdo con la abundancia de agrupamientos, los genes que
codifican metalotioneinas son los que tienen mayor expresion en los tejidos
de los que proceden ambas bibliotecas, ya que estan presentes en dos de
los agrupamientos mas abundantes y ademas estan presentes en las dos
colecciones, con un total de 19 ESTs.

RindPdig24

Facilitacion de

transporte Clasificacién aun
1% desconocida
4%

Regulacion e Desarrollo Organizacion
interaccion del 1% 1%
exterior celular

1%

Defensa celular
3% T

Comunicacion celular
4%
Transporte celular
2%
Destino de proteinas
8%

Metabolismo
40%

Energia

0,
Sintesis de proteinas 3%
13% Gclo celular y

procesamiento del

Transcripcion DNA
9% 2%
PostHarvP1
" Desarrollo Organizacién Facilitacion de
. Reg_]EJIaCIon e ) 1% 1% Clasificacion aun
interaccién del exterior ° transporte desconocida
celular 0%

2%
1%

Defensa celular
5%

Comunicacién celular
4%

Transporte celular

1% Destino de proteinas
8% Metabolismo

48%
Sintesis de proteinas

8%

Ciclo celular y
procesamiento del DNA
8%

Energia
3%

Transcripcion
8%

Figura 27. Distribucion en categorias funcionales de los unigenes de las
bibliotecas RindPdig24 y PostHarvP1 con homélogos en A. thaliana.
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Numero de ESTs por agrupamiento

Figura 28. Distribucion de los  agrupamientos en las bibliotecas
RindPdig24 y PostharvP1.

Otros agrupamientos con varias ESTs en ambas bibliotecas
mostraron homologia con la proteina de choque térmico HSP80, glutation
S-transferasa, S-adenosilmetionina sintetasa 2 y tiorredoxina H. Destaca la
presencia de genes relacionados con el metabolismo redox, como son una
glutation S-transferasa, tiorredoxina, ferredoxina y glutation peroxidasa; el
metabolismo del ET, como la ACC oxidasa y S-adenosilmetionina
sintetasa, o la desviacion del metabolismo primario hacia la sintesis de
isoprenoides, como la 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa, isopentenil
pirofosfato isomerasa y fosforribosil antranilato transferasa. EI gen ACO
también aparece formando agrupamientos en ambas colecciones, al igual
que un gen que codifica una dehidrina.

Tabla 8. Anotacién de los unigenes que contienen 4 o mas ESTs en alguna de
las bibliotecas RindPdig24 o PostharvP1.

N° de ESTs
Rind Post

Pdig24 I Anotacion Proceso biolégico GO Valor-E
0 13 Factor de elongaciéon 1-alfa Biosintesis de proteinas 1E-147
9 3 Metalotioneina - 1E-35
0 9 Proteina caja- MADS 4 Factor de transcripcion 1E-107
2 9 Dehidrina - 9E-69
0 8 Fructosa bifosfato aldolasa Fructosa bifosfato aldolasa 1E-123
2 6 Proteina de choque térmico 80 Plegamiento de proteinas 1E-136
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A O N DN

o O o &> b»
N

o O o » g NN

A 0 a o,
-

Glutation S-transferasa Glutatién transferasa 4E-80

Sin homologia -

Poliubiquitina Envejecimiento E-110
Metalotioneina - 2E-15
S-adenosilmetionina sintetasa 2 gtijr:rfsissilr?wztiso-nina 4E-13
Tiorredoxina H Transporte de electrones 5E-57
E‘rtc‘)jtgina de la familia citocromo Transporte de electrones 1E-110
Adenosilhomocisteinasa :\:/Ioentwe;)kijc;”sst?:de un carbonge 1E-112
;i-:tzs;c;xi-D—xilulosa 5-fosfato Biosintesis de isoprenoides 5E-77
hoto Lamnocopropanot-
Enolasa - 1E-59
Sin homologia -

Proteina de choque térmico 70 Plegamiento de proteinas 1E-115
Monodehidroascorbato reductasa  Transporte de electrones 1E-105
Fosforribosil antranilato transferasa Biosintesis de triptéfano 1E-104
Acuaporina Transporte 3E-90
Sin homologia -

Citocromo C - 6E-59
Nodulina de actinorriza - 1E-16
Proteina de transferencia de lipidos Unién a lipidos 1E-77

Biosintesis de aminoacidos

Fosfo-2-deshidro-3- aromaticos  (Ruta  del  9E-60

desoxiheptonato aldolasa

Shikimato)
Proteina asociada al RE (RTNLB2) dpgzgﬁfgci o biolégico g 7¢
Anexina 1 - 5E-96
Fosforribosil pirofosfato sintetasa Biosintesis de nucleétidos 2E-61
Ejr1ecursor de ferredoxina [2Fe-2S] Transporte de electrones 3E-79
Glutation peroxidasa Efizgzszta a estrés 1E-79
Isopentenil pirofosfato isomerasa 2  Biosintesis de isoprenoides 5E-49
Proteina ribosomal L32 Sintesis de pentosas fosfato 1E-06
Fosfogluconato deshidrogenasa - 5E-35
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3.3. Analisis de las bibliotecas PostharvP1, RindPdig24 y
RindPdigS en el contexto del Proyecto de Genédmica Funcional
de Citricos.

Las tres colecciones de ESTs de respuesta de los frutos citricos a
la infeccidn, RindPdig24, PostharvP1 y RindPdigS han sido incorporadas
en la base de datos del CFGP junto al resto de colecciones.

A principios del afio 2008 la coleccién completa de ESTs del CFGP
estaba formada por 85.965 ESTs de buena calidad a partir de 53
bibliotecas diferentes. Estas ESTs se agrupan en 27.551 unigenes, de los
que 11.844 son agrupamientos y 15.707 singletons. De estos unigenes, el
41,6% contiene la secuencia completa del gen. Por otra parte, el 76,2% de
los unigenes tienen homologia con proteinas de A. thaliana.

Si se analizan conjuntamente las ESTs de las tres bibliotecas
estudiadas en esta tesis, comparandolas con los resultados de las
bibliotecas del CFGP, se observa que el 26% de los unigenes no estan
presentes en ninguna otra biblioteca de cDNA del CFGP.

El analisis de ontologias génicas (GO, Gene Ontology) permite la
categorizacion de genes en clases funcionales, lo que supone la
asociacion de secuencias individuales a procesos biolégicos, funciones
moleculares y componentes celulares. Se realiz6 el analisis GO de las tres
colecciones de ESTs y se compararon con el conjunto de las colecciones
que forman parte de la base de datos del CFGP, para cada uno de los tres
niveles primarios (Tabla 9, Tabla 10 y Tabla 11). El porcentaje de genes
sin anotacién en las tres colecciones fue siempre menor en las tres
categorias cuando se compara con el valor del CFGP, lo que indica que los
procesos que ocurren durante la infeccién, y que estan representados por
ESTs en las colecciones, son relativamente conocidos.
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Tabla 9. Analisis comparativo de Ontologias génicas (GO) en la categoria de
“proceso biolégico”, para las tres colecciones de infeccion y para el conjunto de
colecciones del CFGP.

Proceso Biolégico (%)

Clasificacion GO PostharvP1 RindPdig24 RindPdigS CFGP
Sin anotacion GO 32.8 46.4 45.7 54.8
Proceso fisioldgico celular 23.0 21.3 21.7 14.0
Proceso biolégico desconocido 17.7 13.2 12.0 14.5
Metabolismo de macromoléculas 19.9 18.9 12.5 12.8
Biosintesis 13.0 125 114 6.3
Metabolismo 7.7 4.4 8.7 4.2
Metabolismo de acidos nucleicos 5.2 4.3 3.3 5.0
Respuesta a estimulos 5.6 4.8 8.2 3.0
Metabolismo de aminoacidos y derivados 4.5 2.7 6.0 1.7
Proceso fisiologico 1.0 0.7 0.7 0.5
Catabolismo 3.7 3.6 2.7 1.5
Transporte 7.5 4.9 3.8 4.3
Regulacion de procesos bioldgicos 2.6 1.5 22 29
Transporte de electrones 2.7 3.3 6.5 1.8
Comunicacion celular 2.0 11 0.5 1.5
Desarrollo 1.6 0.7 1.1 0.6
Muerte celular 0.6 0.3 1.1 0.3
Proceso bioloégico 0.2 0.4 0.5 0.2
Secrecion 0.7 0.4 0.4 0.3
Diferenciacion celular 0.1 0.1 0.1 0.1
Fusion de membrana 0.1 0.1 0.1 0.1

Organizacion de estructuras extracelulares

y biogénesis 0.1 0.1 0.1 0.0

Respecto a la categoria “Procesos bioldgicos” (Tabla 9), destaca la
alta proporcién de genes en las categorias de “biosintesis”, “respuesta a
estimulos” y “metabolismo de aminoacidos y derivados” de las tres
colecciones respecto del total. También es de resaltar la categoria de
“muerte celular”, donde la coleccién RindPdigS tiene proporcionalmente
casi cuatro veces mas genes que el total de colecciones. En el estudio de
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la funciébn molecular (Tabla 10), las tres colecciones tienen mayor
proporcidon de genes en las categorias de actividades oxidorreductasa,
transferasa, y antioxidante. También se diferencian respecto al global del
CFGP, aunque en menor medida, las actividades de union a proteinas,
transporte, liasa y transduccién de senal.

Tabla 10. Analisis comparativo de Ontologias génicas (GO) en la categoria de
“funcion molecular” para las tres colecciones de infeccidon y para el conjunto de
colecciones del CFGP.

Funcién Molecular (%)

Clasificacion GO PostharvP1 RindPdig24 RindPdigS CFGP
Sin anotacion GO 25.0 40.9 41.3 49.6
Unioén 16.6 9.4 11.4 10.6
Funcién molecular desconocida 14.5 11.3 1.4 11.3
Actividad hidrolasa 10.7 6.8 2.7 7.0
Actividad oxidorreductasa 9.7 7.4 14.7 4.3
Union de acidos nucleicos 7.0 6.1 3.3 6.8
Actividad transferasa 6.9 6.2 10.3 4.1
Unioén de proteinas 4.5 4.6 3.8 3.2
Actividad quinasa 44 3.3 3.8 3.3
Actividad catalitica 3.5 2.8 1.6 2.7
ﬁ:tr:\éi;i:sdénde regulacion de la 26 16 29 30
Actividad de transporte 3.0 2.0 2.7 1.8
Actividad de molécula estructural 3.5 6.2 1.6 1.8
Actividad liasa 2.7 1.4 1.6 1.1
Actividad ligasa 1.5 1.2 1.6 1.8
Actividad de transporte de iones 2.2 1.4 0.5 14
Actividad de transporte de electrones 1.0 1.2 2.2 0.7
Actividad isomerasa 0.7 0.7 0.5 0.6
Actividad de transduccion de sefal 0.6 0.6 0.6 0.3
Actividad de transporte 2.6 1.8 2.2 1.8
Actividad antioxidante 1.0 0.5 1.1 0.3
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Actividad de regulacion de enzimas
Actividad de regulacién de translacion
Actividad helicasa

Actividad de receptor

Actividad de transporte de proteinas

Actividad de transporte por canal o
poro

Funcién molecular

Actividad motora

0.4

1.6

0.2

0.1

0.5

0.9

0.1

0.1

0.4

1.1

0.3

0.1

0.4

0.3

0.1

0.1

0.5

0.5

0.3

0.1

0.5

0.3

0.1

0.1

Resultados

0.5
0.6
0.5
0.1

0.4

0.3

0.1

0.1

En el estudio de la categoria de “Componentes celulares” (Tabla
11), las diferencias no parecen muy apreciables en general, especialmente
si se comparan con las observadas en las otras dos categorias, excepto
quiza en “region extracelular’, donde las colecciones PostharvP1 vy
RindPdigS tienen valores cuatro y cinco veces mayores que en la media

del CFGP.

Tabla 11. Analisis comparativo de Ontologias génicas (GO) en la categoria de
“componente celular” para las tres colecciones de infeccion y para el conjunto de

colecciones del CFGP.

Componente Celular (%)

Clasificacion GO PostharvP1 RindPdig24 RindPdigS CFGP
Sin anotacién GO 31.5 48.3 48.4 51.8
Citoplasma 321 24.6 23.9 20.7
Membrana 18.2 14.5 14.1 13.0
Componente celular desconocido 16.7 12.5 141 13.5
Intracelular 5.2 6.2 2.2 3.4
Nucleo 4.2 3.3 3.8 3.9
Célula 0.1 0.1 0.1 0.0
Cromosoma 0.1 0.4 0.4 0.2
Complejo proteico no localizado 0.2 0.2 0.2 0.2
Estructura de encapsulamiento 0.1 0.1 0.1 0.1
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externa

Region extracelular 0.4 0.1 0.5 0.1
Matriz extracelular 0.1 0.1 0.5 0.0
Componente celular 0.2 0.2 0.2 0.0

4. Analisis global de la expresion génica en frutos de
mandarina ‘Clemenules’ en respuesta a la infeccion por P.
digitatum mediante hibridacion con una micromatriz de
cDNA del Proyecto de Genémica Funcional de Citricos.

Uno de los objetivos del CFGP consistio en la obtencion de una
micromatriz de cDNA generada a partir del conjunto de clones aportados
por los diferentes grupos que forman parte del consorcio. Esta micromatriz
fue puesta a disposicion de todo los grupos de investigacién participantes
en el proyecto para la realizacion de hibridaciones. En nuestro caso se
utilizé para el estudio global de los cambios de la expresidon génica en
frutos de mandarina ‘Clemenules’ en respuesta a la herida, a la infeccidon
con P. digitatum y al tratamiento con ET, en un experimento analogo al ya
descrito con la macromatriz de RindPdigS. Sin embargo, hay que destacar
que cuando se diseid la micromatriz utilizada no se encontraban
disponibles las secuencias de los clones pertenecientes a las genotecas
RindPdigS, RindPdig24 ni PostharvP1. Este hecho no implica que genes
presentes en las citadas bibliotecas no se encuentren en la micromatriz, ya
que muchos de ellos pueden haber sido aislados a partir de otras
bibliotecas de cDNA que si estan representadas en la misma.

41. Elaboracion de la muestra de referencia.

El disefio experimental seguido fue el de referencia comun. Esta
referencia se obtuvo de una mezcla de cantidades iguales de RNA de
frutos control, heridos y heridos e infectados a las 0, 8, 16, 24 y 48 horas,
de dos campafias diferentes. En cada experimento de hibridacion se marcé
la muestra a analizar con el fluoréforo Cy5 y la muestra de referencia con
el fluoréforo Cy3.
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Para confirmar la calidad de la muestra de referencia, se realiz6
una electroforesis en gel de agarosa 1% de todos los RNAs que la
componen (Figura 29), y se midi6 la relacion de absorbancias Axeo/ Aggo Y
Aoseo/ Azzp como una estimacion de la calidad de la muestra de referencia.
Los valores fueron: Relaciéon Axso/ Azgo 1,81 y relacion Aol Azsg 2,80.

CAMPANA 03

|l CONTROL } HERIDA INFECCION I|
0 24 48 48
L B : e G
LR : o -
CAMPANA 05
[ CONTROL HERIDA INFECCION I|

"0 8 16 24 48 ''8 16 24 48'' 8 16 24 48

S See St S S See B SRR SR S SR SR -
e e e e e S

Figura 29. Electroforesis en gel de agarosa 1% de los
RNAs utilizados en la elaboracién de la muestra de
referencia, correspondientes a frutos de dos campafas
distintas.

4.2, Hibridaciones.

Se compararon cuatro tratamientos, analogos a los usados en el
caso de la macromatriz: (i) Frutos tratados con ET (10 ppm) durante 16
horas, en ausencia de infeccion (E); (ii) frutos heridos e inoculados con 10
ML de agua y procesados a las 24 horas (W); (iii) frutos heridos e
inoculados con P. digitatum (10° conidios/mL) y procesados a las 24 horas
(1); y (iv) frutos control m  antenidos 24 horas en las mismas condiciones
de conservacion a 20 °C y humedad relativa del 90 % (A).

Para cada tratamiento, se analizaron tres réplicas bioldgicas,
correspondientes a frutos recolectados durante las campanas 2003/04
(una réplica) y 2004/05 (dos momentos de cosecha diferentes). Para cada
réplica biolégica se analizaron dos réplicas técnicas (Figura 30).
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Control Herida Infeccién Etileno (Cy5)
\ \ / / 3 Réplicas bioldgicas
X
2 Réplicas técnicas
Referencia (cy3)

Figura 30. Esquema del disefio experimental empleado en la
hibridacién de las micromatrices.

Las imagenes de hibridacion se obtuvieron con un escaner GenePix
4000B (Molecular Devices) y se cuantificaron con el programa informatico
GenePix Pro 6.0 (Molecular Devices) (Figura 31).

A) B) C)

Figura 31. Imagenes de la hibridacion de una micromatriz. A) Imagen
obtenida de la hibridacion con cDNA marcado con el fluoréforo Cy3. B)
idem con el fluoréforo Cy5. C) Imagen obtenida al combinar las
imagenes A) y B).
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La superposicion de las imagenes obtenidas a partir de la
hibridacion simultanea con la muestra problema y la referencia comun
produce una composicién que permite determinar los cambios en el nivel
de expresidbn de cada uno de los genes de la micromatriz en las
situaciones de estudio a partir del color y de la intensidad de cada una de
las sondas (Figura 31, imagen C).

4.3. Expresion diferencial en las condiciones de estudio.

El analisis de los resultados de la micromatriz se inicid con una
normalizacién de las sefales de todas las hibridaciones mediante el
programa DNMAD del paquete informatico GEPAS
(http://gepas.bioinfo.cipf.es/), restando a cada valor el ruido de fondo, y
realizando una normalizacién Lowess dentro de cada micromatriz y entre
las diferentes micromatrices, y una normalizacion por desviaciéon estandar
para que la desviacidbn estandar de los puntos sea la misma entre
diferentes bloques y entre diferentes cristales. Seguidamente, y mediante
la aplicacion PREPROCESSING incluida en GEPAS, se promediaron las
sefiales de todos los clones pertenecientes a un mismo unigen. El andlisis
de expresion diferencial se realiz6 con el programa SAM (“Statistical
Analysis of Micrcoarrays®) entre todos los tratamientos y SAM por parejas
con FDR < 1%, implementados en el paquete de analisis MeV (“TIGR
MultiExpression Viewer”), (http://www.tm4.org/mev.html).

1

AIRE
ETILENO

Figura 32. Arbol jerarquico de los unigenes significativos obtenido a partir del
analisis SAM ("Significance Analysis of Microarrays") entre todas las condiciones
de estudio: tratamiento con aire (AIRE), tratamiento con ET (ETILENO), herida
(HERIDA) e infeccién con P. digitatum (INFECCION), mediante el uso del
programa MeV del paquete informatico TM4.
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Una vez realizada la normalizacién de las senales de hibridacion y
analizada la presencia de réplicas técnicas, se analizaron 8.191 de los
8.384 genes presentes en la micromatriz. Hay que tener en cuenta que no
todos los genes estaban secuenciados, de hecho 1.391 genes de los 8.191
no lo estaban, por lo que no se podria obtener informacién sobre su
identidad. El analisis de la expresion de los unigenes presentes en la
micromatriz, mediante el uso de herramientas informaticas, permitié
confirmar la presencia de unigenes con perfiles de expresion diferencial
para cada una de las condiciones de estudio (Figura 32) (Saeed et
al., 2003).

Otra forma de visualizar los resultados de los analisis de expresiéon
diferencial consiste en la agrupacién de genes segun su induccién o
represion en cada una de las condiciones de estudio o por combinacién de
ellas mediante la elaboracion de diagramas de Venn (Figura 33).

Del total de 8.191 unigenes analizados en la micromatriz se
encontraron 1.428 inducidos durante la infeccidon (17 % del total de
analizados), de los que 643 se indujeron ademas por la aplicacién de ET
(45 % de los inducidos por infeccién). También se encontraron 202
unigenes con induccién especifica en herida y 482 en la condiciéon de ET.

Al estudiar los 91 unigenes cuya expresion es especifica en la
respuesta a la infeccidbn, se observd que 46 de ellos no estan
secuenciados o tienen mala secuencia, y 17 no presentan homologia con
bases de datos. Entre los restantes 28 unigenes con homologia, se
encontr6 diferentes factores de transcripcion, genes implicados en el
metabolismo de fenilpropanoides y alcaloides como una flavanona 3-
hidrolasa (unigen 856) y una ornitina descarboxilasa (unigen C02010H01),
en la sintesis proteinas PR, como una PR-1b (unigen C02010A04), en el
metabolismo de ROS, como una epodxido hidrolasa (unigen 5375) y algun
gen de hongo, como el que codifica una “coiled-coil protein" (unigen 4935).

Es de resaltar que todas las categorias, tanto de induccién como de
represion, estan representadas por un numero considerable de unigenes,
los cuales estan bastante homogéneamente repartidos entre las
categorias, excepto las de induccién y represiéon conjunta por herida y ET,
que son las menos numerosas con 76 y 44 genes, respectivamente. Las
categorias mas abundantes en induccién son la de ET -herida-infeccion y
las especificas de ET y de infeccién, mientras que en represion es la
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categoria especifica de infeccién la que mayor niumero de genes presenta.
En general, las categorias de induccion tienen mas representantes que las
de represion, excepto las categorias de infecciéon y de ET e infeccién.
Finalmente, cabe mencionar la presencia de genes que se inducen por un
tratamiento y se reprimen por otro y que no estan reflejados en los
diagramas de Venn (véase material adicional), lo que da una idea de la
complejidad de los mecanismos de regulaciébn que operan en las
condiciones de estudio.

(A) (B) |
INDUCCION REPRESION
Etileno Etileno

Aire Aire

Herida Infecciodn Herida Infeccidn

Figura 33. Diagramas de Venn que muestran la distribucién de los
genes presentes en la macromatriz segun sus patrones de expresion
diferencial, inducidos (A) o reprimidos (B) respecto a aire para las
condiciones de herida, infeccion con P. digitatum (10‘5 conidios/mL) o
aplicacion de ET exdgeno (10 ppm). En la categoria de induccion, los
circulos rojos indican el numero de clones que sélo se expresan en la
categoria a la que van unidos. Para el caso de represion, los circulos
verdes indican el numero de clones que solamente no se expresan en la
categoria a la que van unidos. El analisis de los datos de hibridacion se
realizé con el programa informéatico GEPAS. El andlisis estadistico se
realiz6 con la herramienta SAM (Significance Analisis of Microarrays)
con un FDR del 1%.
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En la Tabla 12 y la Tabla 13 se muestran los 20 genes con mayor
inducciébn y con mayor represion en infeccion respecto a herida
respectivamente, mostrando ademas su comportamiento en las
condiciones de tratamiento con ET, infeccién y herida, respecto a aire.
Entre los genes que mas se inducen se encuentran los que codifican dos
citocromo P450 79A02, que aunque comparten el mismo homologo de A.
thaliana, no son un mismo gen, ya que tienen un nivel de identidad del
84%; dos CPRD2 que también se inducen por la herida; una sintasa de
acido tetrahidrocanabindlico, una nectarina, una fenilalanina amonio liasa,
que también se induce por herida y en menor medida por ET, y una acido
1-aminociclopropano-1-carboxilico oxidasa (ACO), que también esta
inducida por herida y ET. Es de resaltar que las proteinas CPRD2, acido
tetrahidrocanabinélico sintasa y nectarina 5 forman parte de una misma
familia de proteinas que contienen un dominio de unién a FAD, pero los
unigenes del CFGP son genes diferentes, ya que el nivel de identidad
entre ellos es del 85-90%.
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Tabla 12. Unigenes de la micromatriz con mayor induccién en infeccion respecto a
herida (FDR<1%). Para cada unigen, se muestra la relacién entre su expresion en
las condiciones de infeccion (1), etileno (E) y herida (W) respecto a aire (A), y de
infeccion respecto a herida, como logaritmo en base 2 de sus cocientes (SAM,;
FDR<1%).

Proteina mas similar Unigen H:Tt?:l?a::n I(-I;.V?I; (I-E(;iz) (I";;fk) I(-|7,3)2
Citocromo P450 79A2 6147 At5g05260 2,99 0,30 0,41 3,40
Proteina CPRD2 2332 At1g26390 2,43 -0,01 1,16 3,60
Proteina CPRD2 4436 At4920820 2,25 0,36 1,48 3,73
éﬁig‘;atetrahidroca”abi”é"co CO04016A09  At5g44380 1,09 013 030 229
Descarboxilasa 5 C04022H07  At4g28680 196 049 062 258
Tirosina/DOPA

Citocromo P450 79A2 4408 At5g05260 1,93 0,06 0,67 2,60
Secuencia no disponible C05028G06 1,87 -0,14 0,24 2,11
Nectarina 5 3442 At5g44380 1,86 0,64 2,50
Secuencia no disponible C04016B10 1,81 0,15 1,05 2,86
Secuencia no disponible C05039C02 1,76 0,35 1,90 3,65
sae;“;ﬁ; no adecuada  ,a006p11 167 081 077 244
Secuencia no disponible C08007D08 1,66 -1,06 0,08 1,74
Secuencia no disponible C04002B12 1,55 0,59 2,51 4,06
Precursor de peroxidasa 2218 At5g58390 1,54 0,59 0,21 1,75
Fenilalanina amonio liasa 6764 At2g37040 1,54 0,79 1,30 2,84
figfboli'ﬁgi2‘)’(%;';’?0"3”0' 4356 At1g05010 152 079 159 311
Secuencia no disponible C02013H11 1,47 1,20 1,68 3,14
>-desoxD-arebino-neptulo- 5794 At4g39980 146 012 076 2,21
Proteina ribosomal 60S L44 4837 At4g14320 1,45

Secuencia no disponible C05018A08 1,43 1,19 0,42 1,85
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Tabla 13. Unigenes de la micromatriz con mayor represién en infeccion respecto a
herida (FDR<1%). Para cada unigen, se muestra la relacion entre su expresion en
las condiciones de infeccion (1), ET (E) y herida (W) respecto a aire (A), y de
infeccién respecto a herida, como logaritmo en base 2 de sus cocientes (SAM,;
FDR<1%).

Proteina mas similar Unigen H:Tntilaol?;;:n I(-I;.V?I; (LE‘;% (I"A‘;;k) I(-I‘I)E)z
Receptor de benzodiazepina 6697 At2g47770 -1,09 -0,70 0,94 -0,16
Proteina ATFP3 5942 At5g63530 107 112 045  -1,52
Ptoteina ASR 6637 At4g35800 096 162 067 -164
Secuencia no - adecuada - o4011p1 091  -062 -108  -1,99
para BLAST ’ ’ ’ ’

Proteina LEA5 5533 At4g15910 090 039  -087 -177
Proteina DRM1 7035 At1928330 0,89 146 101  -1,9
Proteina T3F17.27 6980 At2g46080 0,88 000 030  -058
Proteina DRM1 7102 At1g28330 0,88 144 094  -181
Secuencia no disponible 6766 -0,87 -0,59 -1,24 -2,11
Dehidrina (LEA) 5584 At1g76180 0,86 029 045  -1,31
Dicianina 4987 At5g40970 0,86 -103  -053  -1,40
Proteina LEA5 7050 At4g02380 0,86 000  -1,03  -1,89
S:;“;rl‘_i; no adecuada  4600F10 0,85 022 -007 -0,91
Secuencia no - adecuada - oq04g0g 08 004 125  -2,08
para BLAST ’ ’ ’ ’

Secuencia no  adecuada 30,6508 0,83 -009 010  -0,73
para BLAST ’ ’ ’ ’

Pentatricopéptido 1650 At3g59300 -0,79 -0,02 0,10 -0,69
Proteina desconocida 5046 At5g03880 -0,78 0,01 -0,20 -0,98
fozfpjfp? dlstra”s"ortad”a de 2397 At5g04930 078 014  -051  -1,29
Secuencia no disponible 3133 -0,78 -0,58 -0,81 -1,59
Secuencia no  adecuada  4g001p4g 0,78 -007 022  -056

para BLAST
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Entre los genes que mas se reprimen se encuentran los que
codifican un receptor de benzodiazepina, que sin embargo esta bastante
inducido por herida, tres proteinas LEA (dehidrina) que presentan también
una represion considerable por herida, dos proteinas DRM1 que también
sufren represién por herida y ET y una dicianina, cuya expresion esta
reprimida considerablemente por ET. Ademds, hay varios genes sin
homologia o con secuencia no disponible, con altos niveles de represion
por infeccion, que también estan regulados por herida y/o ET.

4.4, Anotacion funcional.

El siguiente paso en el estudio de la expresidn génica, mediante
hibridacibn de micromatrices de cDNA, consisti® en el estudio de las
anotaciones funcionales por ontologia génicas diferenciales en las
condiciones de infeccidn, herida y ET, utilizando el programa informatico
FatiGO+ (Babelomics). El analisis se hizo con un nivel de p, corregido
mediante FDR, menor de 0,05. En este andlisis se emplearon aquellos
genes con homdlogo en A. thaliana y se compararon los que poseian
expresion diferencial entre dos condiciones dadas, segun el analisis SAM,
con respecto al conjunto de genes de la micromatriz, incluyendo finalmente
una sola entrada por cada conjunto de genes con homologia con un mismo
gen de A. thaliana.

Esta metodologia tiene limitaciones ya que implica, por un lado, que
aquellos unigenes que no tienen homélogo en A. thaliana no son tenidos
en cuenta en el analisis y, por otro lado, que aquellos unigenes que,
aunque tengan diferentes perfiles de expresién, comparten un mismo
homologo en A. thaliana estan representados por una unica entrada, por lo
que quedan infrarrepresentados. Como ejemplo, se muestra el caso de 13
unigenes que presentan homologia con un mismo gen de A. thaliana,
correspondiente a una cafeil O-metil transferasa, por lo que aparecen en el
analisis por la entrada At5954160, pero en los que se aprecian dos perfiles
diferentes de expresion (Figura 34).
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Figura 34. Perfiles de expresion de 13 unigenes de citricos presentes
en la micromatriz que presentan la maxima similitud con el gen
At5g54160 de A. thaliana, que codifica una cafeil O-metil transferasa. Se
muestra los valores del log, del cociente entre las intensidades de
expresion por parejas de condiciones; aire (A), ET (E), herida (H) e
infeccion (1).

La micromatriz contiene un total de 12.671 clones que
corresponden al menos a 6.333 unigenes (Forment et al., 2005). De estos
unigenes, 4.683 (74% del total) tienen homélogo en A. thaliana. Después
de las hibridaciones con las micromatrices, se identificaron 1.428 unigenes
con induccién y 1.356 con represion durante la infeccion respecto a aire
(22% y 21% del total, respectivamente).

El analisis de anotacion funcional por ontologias génicas de los
genes que se expresan mas en respuesta a la infeccién que frente a herida
mostrd aquellos procesos bioldgicos inducidos y reprimidos por la infeccion
(Tabla 14). Entre los procesos inducidos destaca la sobrerrepresentacion
del metabolismo de la metionina, la respuesta al estrés oxidativo, la
biosintesis de hormonas y los procesos relacionados con el
direccionamiento del metabolismo primario hacia el secundario, como la
ruta del siquimato o la biosintesis del isopentenil bifosfato (IPP). El unico
proceso bioldgico reprimido es la respuesta a estrés.
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Tabla 14. Anotacion funcional por Ontologias Génicas (GO) de los procesos
bioldgicos significativos “no redundantes” de los genes de frutos ‘Clemenules’ con
induccion en respuesta a la infeccién con P. digitatum (106 conidios/mL) respecto a
herida, con el programa FatiGO+ (Babelomics). Se incluye el valor de p corregido
por FDR vy el nivel GO de cada proceso biologico.

Proceso Biologico Inducido* (genes inducidos/genes totales) P(;I;:;r Nivel GO
Procesos metabdlicos de proteinas celulares (IR) (17/539) 0,0042 5
Respuesta a herida (SR) (10/33) 0,0043 4
Procesos metabdlicos de la metionina (SR) (6/10) 0,0083 8
Procesos biosintéticos de aminoacidos azufrados (SR) (5/7) 0,0105 8
Respuesta al estrés oxidativo (SR) (11/45) 0,0107 5
Biogénesis y organizacion celular (IR) (5/257) 0,0274 3
Procesos metabdlicos de rutas principales de carbohidratos (SR)

0,0274 6
(8/30)
Procesos de biosintesis de de la familia de aminoacidos 00318 9
aromaticos, ruta del siquimato (SR) (4/5) ’
Procesos de biosintesis de isopentenil bifosfato (IPP), ruta 00318 9
independiente del mevalonato (SR) (4/5) ’
Procesos catabodlicos de monosacéridos (SR) (7/34) 0,0407 7
Procesos metabdlicos de S-adenosilmetionina (SR) (3/4) 0,0431 6
Procesos metabdlicos de biopolimeros (IR) (15/442) 0,0438 4
Procesos biosintéticos de hormonas (SR) (4/8) 0,0445 5

Proceso Biolégico Reprimido* (genes inducidos/genes P Valor .
Nivel GO
totales) (FDR)

Respuesta a estrés (SR) (18/207) 0,0194 3

* (SR) Anotacion GO sobrerrepresentada al nivel especificado. (IR) Idem.
infrarrepresentada

Asi mismo, se hizo un estudio de los procesos biologicos en los que
estan implicados los genes con expresion diferencial para cada una de las
tres condiciones; ET, herida e infeccién, respecto al tratamiento control con
aire (Tabla 15). A partir de estos resultados se observa que la condiciéon
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que implica un mayor cambio en el metabolismo del fruto es la infeccién.
Sin embargo, los resultados obtenidos de anotacién funcional con la
herramienta FatiGO+ no muestra de forma significativa la sobre- o
infrarrepresentacion de procesos biologicos inducidos o reprimidos debido

al tratamiento con ET.

Tabla 15. Analisis de la anotacion funcional por Ontologias Génicas (Procesos
biol6gicos) de genes con expresion diferencial en frutos ‘Clemenules’ en las
condiciones de tratamiento con ET (10 ppm) (E), herida (W) e infeccién con P.
digitatum (106 conidios/mL) (1) frente al tratamiento con aire (A).

PROCESOS BIOLOGICOS

INDUCIDOS E frente a A W frente a A | frente a A
Nivel 3
Procesos biosintéticos 2,30E-06 (SR) 1,25E-6 (SR)

Procesos metabdlicos celulares

Procesos metabdlicos de compuestos
nitrogenados

Procesos metabdlicos secundarios
Procesos metabdlicos primarios
Procesos del sistema inmunologico
Regulacién de procesos biolégicos
Nivel 4

Procesos biosintéticos celulares

Procesos metabdlicos de aminoacidos
y derivados

Procesos metabdlicos de acidos
organicos

Procesos metabdlicos de aminas

Procesos metabdlicos de compuestos
aromaticos

Procesos metabodlicos de nucleosidos,
nucleoétidos y acidos nucleicos.
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8,91E-04 (SR)

3.61E-02 (SR)
1,49E-02 (SR)

4,12E-07 (SR)

3,61E-02 (SR)

2,03E-02 (SR)

3,65E-03 (SR)

3,07E-03 (SR)

2,89E-02 (SR)
4,19E-02 (IR)

1,64E-06 (SR)

4,48E-05 (SR)

5,84E-04 (SR)

3,12E-04 (SR)

1,82E-03 (IR)
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Biogénesis y ensamblaje de complejos
ribonucleoproteicos

Procesos metabdlicos de proteinas
Nivel 5

Procesos metabolicos de derivados de
aminoacidos

Procesos metabdlicos del acido
carboxilico

Procesos biosintéticos de compuestos
aromaticos

Procesos biosintéticos de compuestos
nitrogenados

Procesos biosintéticos de
macromoléculas

Procesos metabdlicos de proteinas
celulares

Respuesta inmune innata
Traduccién

Nivel 6

Traduccién

Procesos biosintéticos de derivados de
aminoacidos

Procesos biosintéticos de aminas

Procesos metabolicos de
fenilpropanoides

Procesos metabdlicos de aminoacidos
Respuesta immune innata

Regulacién de procesos metabolicos
de nucleésidos, nucledtidos y acidos
nucleicos.

Nivel 7
Procesos biosintéticos de aminoacidos

Respuestas de defensa, interacciéon
incompatible

Elongacion traduccional
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6,71E-03 (SR)

3,36E-02 (SR)

5,61E-04 (SR)

4,24E-02 (SR)

1.20E-05 (SR)

2.28E-07 (SR)

3,39E-02 (SR)

2,76E-02 (SR)

3,23E-03 (SR)

5,96E-05 (SR)

5,14E-04 (SR)

1,66E-02 (SR)

6,10E-03 (SR)

1,27E-03 (SR)

2,31E-02 (SR)

1,44E-02 (SR)
4,06E-02 (SR)

1,10E-04 (SR)
1,40E-02 (SR)
4,70E-03 (SR)
4,68E-02 (SR)
1,40E-02 (SR)

2,89E-02 (SR)

4,72E-02 (SR)

1,40E-02 (SR)

1,03E-02 (SR)



Resultados.

Procesos metabdlicos de aminoacidos 3,56E-02 (SR)
azufrados

Nivel 8

Respuesta sistémica dependiente de

. g . 2,18E-02 (SR)
etileno y acido jasmonico

Procesos metabdlicos de la metionina 4,72E-02 (SR)

PROCESOS BIOLOGICOS E frentea A W frente a A | frente a A
REPRIMIDOS

Nivel 3

Respuesta a estimulos abioticos 1,86E-02 (SR)  3,26E-02 (SR)
Respuesta a estrés 1,86E-02 (SR)

Nivel 4

Respuesta a estimulos térmicos 2,73-02 (SR)

Nivel 6

Modificacién de la pared celular 3,23E-02

(SR) Proceso sobrerrepresentado, (IR) proceso infrarrepresentado.
Los resultados en negrita indican aquellos procesos bioldgicos no redundantes.

El uso del programa informatico “OMICS viewer” de “AraCyc 4.0”
permite la visualizacion de aquellas rutas metabdlicas en las que estan
implicados los genes con expresion diferencial. Se estudiaron las rutas
metabdlicas con homoélogo en A. thaliana que, mediante el analisis
estadistico SAM, resultaron diferenciales en las condiciones de tratamiento
con ET (10 ppm), herida e infeccién con P. digitatum (10° conidios/mL)
frente al tratamiento con aire, y entre infeccion y herida. Este estudio
incluye el valor numérico de expresién relativa como logaritmo en base 2
del cociente de las intensidades de las dos condiciones comparadas. A
diferencia del analisis FatiGO de ontologias génicas, el valor de expresién
de un unigen para una condicién dada se calculé6 como la media aritmética
de los unigenes con expresion diferencial para esa condicion. En el
ejemplo de la Figura 34 en el que 13 unigenes de la micromatriz estan
representados por el mismo homoélogo de A. thaliana (At5g54160), el
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célculo del valor de expresion se realizé a partir de los 6 unigenes con
expresion diferencial.

Los resultados obtenidos mediante el programa informatico “OMICS
viewer” mostraron que entre las rutas que se inducen por la infeccion se
incluye la sintesis de ET a partir de metionina, el ciclo de la metionina y el
ciclo de SAM (Figura 35), la biosintesis de acido jasménico (), la sintesis
de los aminoacidos aromaticos triptéfano y fenilalanina (Figura 37), el
metabolismo de fenilpropanoides a partir de la fenilalanina () y la
biosintesis de isoprenoides a partir de metileritritol (Figura 39). Todas estas
rutas aparecen también como inducidas al comparar infeccion con herida.
Ademas, en esta ultima comparacién se induce la biosintesis de suberina y
citoquininas y la ruta oxidativa de las pentosas fosfato (Resultados no
mostrados). Como procesos reprimidos durante la infeccion se observé el
metabolismo de flavonoides con naringenina como intermediario (), la
biosintesis de isoprenoides a partir de la ruta del mevalonato (Figura 39), la
fotosintesis, la B-oxidacién de acidos grasos, la degradacién de triptofano y
fenilalanina y la degradacién de pectinas, entre otras. Al analizar las rutas
inducidas por ET se observo que la aplicacidon de ET exégeno también
indujo el ciclo de la metionina, el ciclo de SAM y la biosintesis de ET, la
sintesis de fenilalanina y la biosintesis de isoprenoides mediada por
metileritritiol, entre otras.
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Figura 35. Representacion conjunta de las rutas de sintesis de ET a partir de
metionina, ciclo de la metionina y ciclo de SAM, mediante el uso del programa
informético “OMICS viewer” de “AraCyc 4.0”. Entre paréntesis se indica primero el
numero de genes de cada paso con homélogos en A. thaliana contenidos en la
micromatriz y después el numero total de genes de A. thaliana para dicha
reaccion. Los genes subrayados son aquellos en los que la expresion en infeccion
es significativamente mayor que en herida. Los valores de los recuadros son de
izquierda a derecha el log, del cociente entre la condicién de tratamiento con ET
(10 ppm), herida, e infeccién con P. digitatum (‘IO6 conidios/mL) respecto a aire. El
signo + indica que expresion en la condicion dada pero no en aire, mientras que el
signo — indica la situacién contraria, expresion en aire pero no en la condicion. Se
recuadran aquellos valores de expresion diferencial con la infeccién respecto al
tratamiento con aire.
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Figura 36. Representacion de la ruta de la sintesis de acido jasménico,
mediante el uso del programa informatico “OMICS viewer” de “AraCyc
4.0” (véase detalles en el pie de la Figura 35).
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Figura 37. Representacion de la ruta de la sintesis de los aminoacidos

aromaticos triptéfano y L-fenilalanina, mediante el uso del programa informatico
“OMICS viewer” de “AraCyc 4.0” (véase detalles en el pie de la Figura 35).
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Figura 38. Representaciéon del metabolismo de fenilpropanoides a partir de la
fenilalanina, mediante el uso del programa informatico “OMICS viewer” de “AraCyc 4.0”

(véase detalles en el pie de la Figura 35).
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Figura 39. Representacién de la biosintesis de isoprenoides, mediante el uso

del programa informatico “OMICS viewer” de “AraCyc 4.0” (véase detalles en
el pie de la Figura 35).
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4.5. Analisis de la expresion de genes relacionados con
patogénesis, estrés oxidativo, transcripcién y sefalizacion.

En los analisis de expresidon génica mediante hibridacion con
macro- y micromatrices, entre los genes con mayor induccién en las
condiciones de tratamiento con ET, herida e infeccién, no aparecieron
algunos genes tradicionalmente relacionados con la respuesta de los frutos
a la infeccion. Existen numerosos estudios que muestran que la infeccion
por patégenos produce un cambio en la expresion de la planta induciendo
una serie de respuestas de defensa generales como la producciéon de
proteinas PR (Van Loon et al., 2006b), determinados factores de
transcripcién (Maleck et al., 2000) y especies reactivas de oxigeno (Torres
et al., 2006). Por ello, se hizo un estudio especifico del comportamiento de
los genes presentes en la micromatriz que codifican estas proteinas a
partir de los resultados obtenidos en las hibridaciones con las
micromatrices.

La micromatriz contiene 345 unigenes relacionados con
transcripcién y sefalizacion. Los resultados mostraron que 20 de ellos
muestran expresion diferencial en infeccidbn respecto a herida, de los
cuales 10 estaban inducidos y 10 estaban reprimidos. En la Tabla 16 se
muestran los 20 unigenes ordenados por su nivel expresion. Los uUnicos
unigenes con una expresion mayor del doble en infeccién respecto a
herida codifican una proteina NAM3 y una proteina 2q, los cuales también
se indujeron diferencialmente en respuesta a la herida respecto al
tratamiento control con aire. Después se encuentra un factor de
transcripcién WRKY, cuya expresion se induce tanto en infeccion como en
herida y ET, respecto a aire.
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Tabla 16. Unigenes de la micromatriz relacionados con la transcripcién vy
sefializacion, con mayor expresion diferencial (FDR<1%), tanto por induccion
como represién, en infeccion respecto a herida y/o aire.

INDUCCION

. P . Homélogo en Log, Log, Log, Log,
Proteina mas similar Unigen A. thaliana (IW) (EIA) (WIA) (A)
Proteina NAM 3 4666 At1g01720 1,16 -0,01 0,90 2,06
Proteina SPF1 6060 At2g38470 1,08 0,01 0,43 1,51
Factor de transcripcion
WRKY 2313 At1g62300 0,93 1,21 1,65 2,58
Proteina con dedos de zinc 1 6609 At1g27730 0,80 -0,18 -0,38 0,43
Proteina con dedos de zinc 1 6033 At1g27730 0,74 0,34 0,34 1,08
Proteina con dedos de zinc 1 6859 At1g27730 0,63 0,04 -0,04 0,59
Factor de transcripcion bZIP 4437 At1g75390 0,62 0,61 -0,06 0,56
ATB2
Factor de transcripciéon bZIP 6141 At3962420 0,52 0,23 0,23 0,75
Proteina ZPT2-14 588 At2g28710 0,49 0,02 -0,01 0,48
Receptor de etileno 2254 At1g66340 0,43 -0,06 -0,02 0,41

REPRESION

. P . Homdélogo en Log. Log. Log. Log:
Proteina mas similar Unigen A. thaliana (IIW) (E/A) (WIA) (/A)
Proteina ASR 6637 At4g35800 -0,96 -1,62 -0,67 -1,64
Proteina ASR 7080 At4g35800 -0,75 -1,44 -0,50 -1,25
Proteina MADS-box 4 7139 At1g24260 -0,55 0,35 -0,33 -0,88
Proteina "phantastica” C20006B02 At2g37630 -0,53 0,03 0,16 -0,37
Proteina RING3 4643 At3g01770 -0,48 -0,13 0,30 -0,18
Proteina NIN 2 C07010C01 At2g43500 -0,44 -0,06 -0,45 -0,89
Factor de transcripciéon B3 1675 At4g01580 -0,37 -0,40 -0,60 -0,98
Factor de transcripcion con
dominio AP2 4713 At5g13330 -0,31 0,29 0,06 -0,25
Proteina aux/IAA 6645 At5g65670 -0,30 -0,62 -0,47 -0,77
Proteina PDI 6851 At1g60420 -0,29 0,06 -0,09 -0,38

En negrita se muestran aquellos valores diferenciales entre ambas condiciones con un FDR<1%
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Entre los unigenes que se inducen por infeccion destacan tres que
codifican proteinas con dedos de zinc, los cuales comparten un mismo
homologo en A. thaliana y cuya expresion se induce especificamente por la
infeccién. Ademas, hay dos factores de transcripcién bZIP, una proteina
ZPT2-14 y un receptor de ET, los cuales tienen expresion diferencial en
infeccién, pero no en herida respecto a aire. En referencia a los unigenes
con mayor represién en infeccion respecto a herida, los dos con mayor
nivel de represion son dos unigenes que codifican proteinas ASR, que
comparten un mismo homologo en A. thaliana, y que se reprimen ademas
con ET, herida e infeccion, respecto a aire.

Destacan por su perfil de expresiéon los genes que codifican una
proteina RING3 y un factor de transcripcibn con dominio AP2 cuya
expresion se reprime por la infeccién, pero se inducen por la herida y con
el tratamiento con ET, respectivamente. Ademas, hay una MADS-box 4
que se reprime por herida e infeccion, pero no por ET; una proteina NIN 2
que se reprime por infeccidn y herida, pero no por ET; un factor de
transcripcién B3, una proteina aux/IAA que se reprimen en todas las
condiciones respecto a aire y una proteina PDI con represion especifica
durante la infeccion.

Respecto a los 53 genes presentes en la micromatriz que codifican
proteinas relacionadas con el estrés oxidativo, se observé que 31 de ellos
tienen expresion diferencial en infeccion respecto a herida y/o aire (Tabla
17). De los 8 genes que se inducen diferencialmente en infeccion respecto
a herida hay 7 que codifican glutation S-transferasas (GSTs), las cuales
tienen semejanza con 4 genes homologos diferentes de A. thaliana. El otro
gen con expresion diferencial en infeccidn respecto a herida codifica una
glutation peroxidasa. De estas 7 glutation S-transferasas es de destacar
que dos de ellas no se expresan en repuesta a herida y tres se inducen
significativamente por ET. Ademas, hay varios genes con expresion
diferencial en infeccion pero no en herida. Este es el caso de dos
ascorbato peroxidasas, una glutation peroxidasa, y dos glutation S-
transferasas, una de las cuales se induce también por ET. Finalmente, es
de destacar la presencia de una glutation S-transferasa que se induce en
las tres condiciones respecto a aire.
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Tabla 17. Unigenes de la micromatriz relacionados con el estrés oxidativo con
mayor expresion diferencial (FDR<1%), tanto por induccién como represion, en
infeccion respecto a herida y/o aire.

INDUCCION

Proteina mas similar Unigen H:T';ZZ?;,:" hm; (IE:;%) (I‘;\(I)/%) |(-I</)§)z
Glutation S-transferasa C20007C12 At2g29420 4,00 -0,14 -4,00 -0,16
Glutation peroxidasa C08019D05 At2g25080 4,00 -0,09 -4,00 0,03
Glutation S-transferasa 18 4728 At2929420 0,96 -4,00 1,28 2,24
Glutation S-transferasa 22 5575 At2g30860 0,95 0,32 0,64 1,59
Glutation S-transferasa 549 At2g30860 0,87 0,06 0,37 1,24
Glutation S-transferasa 22 2496 At2g30860 0,86 0,15 0,60 1,46
Glutation S-transferasa 14 6484 At3g09270 0,34 0,34 0,38 0,72
Glutation S-transferasa 14 4908 At2g29420 0,34 0,20 0,10 0,44
glutation S-transferasa 14 4840 At2g29420 0,31 -0,06 -0,01 0,30
L-ascorbato peroxidasa 7204 At1g07890 0,29 -0,24 0,18 0,47
Glutation S-transferasa C08004C03 At5g45020 0,28 4,00 4,00 4,00
Glutation S-transferasa 6741 At1g10360 0,27 0,75 0,97 1,23
Glutation peroxidasa 5480 At4g11600 0,25 -0,16 0,03 0,28
Glutation S-transferasa 6874 At1g10360 0,20 0,76 0,98 1,18
Ascorbato peroxidasa C02003D06 At3909640 0,19 -0,03 0,03 0,23
Glutation S-transferasa 7183 At2g47730 0,11 0,02 0,56 0,67
Glutation transferasa 7087 At1g78380 0,11 0,17 0,27 0,38
Glutation S-transferasa T3 6918 At2929420 0,07 -0,05 0,12 0,18
Glutation S-transferasa 4853 At5g45020 0,02 0,28 0,23 0,25
Fosfolipido hidropertxido 6875 At4g11600 012  -0,15 050 0,38

glutation peroxidasa
Glutation peroxidasa 6317 At4g11600 -0,22 -0,14 0,49 0,27

REPRESION

Proteina mas similar Unigen AT O Log, Log, Log, Log,

A. thaliana (IW)  (EIA)  (WIA)  (I/A)

Catalasa isoenzima 3 6855 At4g35090 -0,36 -0,24 -0,21 -0,57
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Peroxidasa dependiente de C07004C08 At1g60420 -0,34 -0,66 -0,13 -0,48
tripanotiona

mz‘zf:srzdmasc°rbat° 5068 At1g63940 026 -002 -042  -0,68
Catalasa 7175 At4g35090 -0,26 -0,07 -0,08 -0,32
Monodehidroascorbato 4237 At3g09940 024 007 0,25 0,49
Superoéxido dismutasa 7063 At3g10920 -0,24 -0,25 -0,25 -0,49
Glutation S-transferasa 4851 At1g78380 -0,21 -0,39 -0,16 -0,38
Superoéxido dismutasa 6568 At3g10920 -0,18 -0,23 -0,19 -0,37
Superéxido dismutasa 7042 At5g51100 -0,09 -0,24 -0,18 -0,27
Glutation S-transferasa 6983 At5g02790 -0,07 0,11 -0,60 -0,67

En negrita se muestran aquellos valores diferenciales entre ambas condiciones con un FDR<1%

Se asigna valor 4,00 en el caso de no haber valor en el denominador, y -4,00 cuando no hay valor en el
numerador

De los genes implicados en estrés oxidativo que se reprimen en
alguna de las condiciones de estudio, hay 10 con expresién diferencial en
infeccibn respecto a aire, pero solamente tres de ellos tienen una
expresion que disminuye diferencialmente en infeccién respecto a herida,
una catalasa (CAT), que también se reprime por herida y ET, una
superoxido dismutasa (SOD) y una glutation S-transferasa, que esta
reprimida por ET pero no por herida. Ademas, destaca la presencia de una
peroxidasa dependiente de tripanotiona, una monodehidroascorbato
reductasa, una catalasa y una superdoxido dismutasa cuya expresion
respecto a aire es diferencial en infeccién pero no en herida.

Por ultimo, hay 80 genes en la micromatriz que codifican proteinas
PR; 21 de ellos estan inducidos en infeccién respecto a aire, 8 de los
cuales tienen expresion diferencial en infeccidn respecto a herida (Tabla
18). Un gen que codifica una proteina PR 1B tiene expresién especifica en
infecciéon. Entre las que se expresan diferencialmente en infeccidn respecto
a herida hay tres peroxidasas que también se inducen por ET, una
taumatina, una proteina PR 4B, una p-1,3-glucanasa y una quitinasa clase
IV. Ademas, hay dos quitinasas, dos B-1,3-glucanasas, dos PR 10A, que
estdn reprimidas por ET, y una PR 5-1 con expresion diferencial en
infeccién, pero no en herida respecto a aire. El gen con mayor induccién
por ET es una osmotina que también se induce por infeccidon y herida.
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Tabla 18. Unigenes de la que codifican proteinas PR con mayor expresion
diferencial (FDR<1%), tanto por induccién como represion, en infeccion respecto a
herida y/o aire.

INDUCCION

. e . Homdlogo en Log. Log. Log. Log.
Proteina mas similar Unigen A. thaliana (IIW) (EIA) (WIA) (/A)
PR 1B C02010A04 At4g33720 4,00 - - 4,00
Peroxidasa 2218 At5g58390 1,54 0,59 0,21 1,75
Peroxidasa 6991 At2g38380 1,12 1,41 0,94 2,06
Taumatina 6959 At1g20030 0,98 0,07 0,68 1,67
PR 4B C18001F07 At3g04720 0,76 -0,13 -0,09 0,67
Peroxidasa 6327 At5g06730 0,66 0,37 0,19 0,85
B-1 ,3-glucanasa 6718 At2g27500 0,52 0,63 0,36 0,88
B-1 ,3-glucanasa 6802 At3g57270 0,50 0,51 0,25 0,75
PR 10A 6785 At1924020 0,47 -1,74 0,27 0,74
Quitinasa clase IV 6989 At3g54420 0,47 1,63 0,28 0,75
Quitinasa clase IV 5509 At3g54420 0,36 0,90 0,08 0,44
Proteina PR10A 7001 At3g61110 0,35 -0,50 0,07 0,42
[3-1 ,3-glucanasa 237 At3g57270 0,31 0,59 0,44 0,75
PR 5-1 C18016E09 At4g11650 0,24 0,85 0,13 0,37
Osmotina 7174 At4g11650 0,19 1,75 0,53 0,72
[3-1 ,3-glucanasa 6037 At3g57270 0,13 0,18 0,21 0,34
Quitinasa chiB 6912 At3g12500 0,09 0,42 0,23 0,31
Quitinasa C18009A05 At4g19800 0,06 0,23 0,22 0,28
Thaumatina 5409 At2g28790 0,01 0,28 0,79 0,79
[-1,3-glucanasa 6800 At1g33090 -0,05 0,09 0,38 0,33
PR 4A 6567 At3g04720 -0,05 0,20 0,37 0,32

REPRESION

. P . Homdlogo en Log, Log, Log, Log,
Proteina mas similar Unigen A. thaliana (IIW) (E/A) (WIA) (IIA)
[3-1,3-glucanasa 5536 At5g55180 -0,75 0,71 0,59 -0,16
LTP (PR 14) 6493 At3g18280 -0,50 -0,65 -0,17 -0,67
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LTP (PR 14) 6950 At3g18280 -0,38 -0,71 -0,26 -0,64
LTP (PR 14) 176 At2938540 -0,37 0,23 0,05 -0,32
LTP (PR 14) 5341 At3g18280 -0,36 -0,69 -0,33 -0,69
Peroxidasa 7179 At4921960 -0,35 -1,62 -0,52 -0,87
PR 4A 4925 At3g04720 -0,33 -0,28 -0,23 -0,57
Peroxidasa 7163 At4g21960 -0,25 -1,40 -0,51 -0,76
LTP (PR 14) 4215 At1927950 -0,21 -0,03 -0,13 -0,34
LTP (PR 14) 7150 At5g59320 -0,17 0,09 -0,01 -0,18
LTP (PR 14) 2163 At2g45180 -0,11 -4,00 -0,12 -0,23
Endoquitinasa 1960 At1g05850 -0,05 -4,00 -0,83 -0,87
PR STH21 7097 At1924020 -0,04 -2,97 -0,87 -0,91
LTP (PR 14) 7231 At5g59310 -0,03 -0,06 -0,19 -0,23
LTP (PR 14) 6404 At2938540 0,10 0,73 -0,73 -0,63

En negrita se muestran aquellos valores diferenciales entre ambas condiciones con un FDR<1%

Hay 15 genes que codifican proteinas PR con represion diferencial
en infeccion respecto a herida. De ellos, 9 codifican LTP (PR 14). También
hay dos genes que codifican peroxidasas, uno que codifica una PR STH21,
uno que codifica endoquitinasa y uno que codifica PR 4A. Es de resaltar la
presencia de un gen que codifica una proteina LTP, correspondiente al
unigen 6404, que esta reprimido por la infeccion y por herida pero que sin
embargo se induce por ET. Ademas, hay un gen que codifica B-1,3-
glucanasa que se induce por herida y ET, pero que se reprime, aunque no
de forma significativa, durante la infeccion.

5. Andlisis de la expresion génica en frutos citricos en
respuesta a herida, infeccion y etileno mediante hibridacion
Northern.

El andlisis de las hibridaciones con macro- y micromatrices permitio
identificar genes de frutos citricos con patrones de expresion diferenciales
en respuesta al tratamiento de los frutos con ET, herida o infeccién con P.
digitatum. A partir de los resultados obtenidos se hizo una seleccion de
clones basada en su perfil de expresiéon diferencial o en su implicacién en
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rutas del metabolismo secundario, para analizar posteriormente su
expresion mediante hibridacién Northern. El analisis Northern permitio, por
un lado, la confirmacién de los resultados obtenidos previamente por
técnicas de alto rendimiento y, por otro lado, el estudio temporal de la
expresiéon para cada una de las condiciones de interés. Mediante el
analisis Northern se ha podido realizar, ademas, una comparacién directa
del comportamiento de los distintos genes estudiados en mandarina o
naranja en cada una de las condiciones estudiadas.

5.1. Expresion diferencial de genes de frutos citricos en
respuesta a la infeccion.

Para el estudio de las respuestas de los frutos citricos a la infeccion
por P. digitatum y al tratamiento con ET, se prepararon filtros para realizar
hibridaciones Northern a partir de RNA de naranjas ‘Navelate’ o
mandarinas ‘Clemenules’ que contienen las mismas muestras que fueron
utilizadas para las hibridaciones con las macro- y micromatrices, pero
incluyendo ademas diferentes tiempos de toma de muestras y controles
adicionales. De esta manera se elaboraron diferentes filtros para la
evaluacion, por un lado, del efecto de distintos tratamientos con ET o 1-
MCP respecto a frutos tratados con aire y frutos recién recogidos de
campo, Yy, por otro lado, de la respuesta de los frutos a la herida y la
infeccion respecto de frutos intactos, a diferentes tiempos.

Para la normalizaciéon de las sefiales de hibridacion de cada mRNA,
se hibridaron todos los filtros con una sonda proveniente de un fragmento
del gen 26S rRNA de C. sinensis (Figura 40).

Los valores de acumulacion relativa de cada mRNA se obtuvieron
dividiendo la sefal de hibridacién de cada muestra entre la obtenida con la
sonda del fragmento ribosémico de naranja. Posteriormente se realiz6 una
segunda normalizacion, que consistié en asignar un valor arbitrario de 1,0
a la sefal de una de las muestras y referir el resto de valores de la
hibridacion a ella. Para los filtros con las muestras control, herida e
infeccidon a diferentes tiempos, se les asigné el valor 1,0 a la seial de la
muestra de infeccion a las 24 horas. Por otro lado, en el caso de los filtros
con los diferentes tratamientos, se le asigné el valor 1,0 a las muestras de
control de pretratamientos. Los valores de expresidbn normalizados se
muestran debajo de cada sefal de hibridacion, asignandose el valor “n.d.”
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(“no detectado”) a aquellos valores que no superaron en dos veces la
intensidad del ruido de fondo.

Filtros de Navelate Filtros de Clemenules
Pretratados Pretratados 1 Pretratados 2 Pretratados 3
Mo & w el Tonem!'To aemloaceun!
- - - Ll S B L B
111 T IIT
No tratados Heridos Infectados No tratados Heridos Infectados
Vo 2448 2224 a8 2 24 18 7 Vo o 16 24480 16 24 aslls 16 24 48!
GEERRERERERA”
Pretratados No tratados Heridos Infectados
| 0 A E MI I ] ] 1

0 8 16 24 48" 8 16 24 487 8 16 24 48

Figura 40. Imagen de la hibridacién de los filtros utilizados para el andlisis
Northern hibridados con un fragmento del gen 26 rRNA de C. sinensis. Los
filtros fueron posteriormente utilizados para la hibridacién con diferentes
sondas seleccionadas a partir de los resultados de las macro- y micromatrices.
0) Frutos recién recogidos del campo. A) Frutos tratados con aire 16 horas. M)
Frutos tratados con 1-MCP (500 ppb). E) Frutos tratados con ET (10 ppm)

El conjunto de resultados de las hibridaciones realizadas se ha
agrupado segun la ruta metabdlica en la que estad implicado cada gen
analizado. Asi pues, las figuras se ordenan por metabolismo de
aminoacidos implicados en la sintesis de compuestos del metabolismo
secundario (A), metabolismo de fenilpropanoides (B), metabolismo de
alcaloides (C) y, finalmente, metabolismo de isoprenoides (D) y derivados
de isoprenoides (E).

El patrébn general de expresibn temporal de los genes
seleccionados corresponde con unos niveles de expresion bajos o nulos en
los frutos no tratados, con un ligero aumento en respuesta a herida y un
aumento mas acusado en respuesta a la infeccién y donde el maximo de
expresion depende de cada gen. Hay, sin embargo, algunos casos que no
muestran este perfil general, como la antranilato fosforribosiltransferasa
(TrpD) (Figura 41, A) y la UDP-glucosil transferasa (UGT) (Figura 42), los
cuales no muestran variaciéon de la expresion con la infeccién, o la
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citocromo monooxigenasa (CYPM) (Figura 42, B) que reprime su expresion
por el ET, la herida, y sobre todo la infeccion.

La hibridacion Northern de una misma sonda con filtros de
mandarina ‘Clemenules’ y naranja ‘Navelina® ha permitido detectar
diferencias de expresién entre los frutos. Aunque en lineas generales se
observa que para una misma sonda el comportamiento en las diferentes
condiciones de trabajo es el mismo, casi siempre se aprecian diferencias
tanto en los tiempos como en los niveles de expresion.

En algunos casos si se han detectado diferencias importantes de
expresion entre ‘Clemenules’ y ‘Navelina’, especialmente en respuesta al
tratamiento con ET. Este es el caso de un gen que codifica una desoxi-D-
arabino heptulosonato-7-fosfato sintasa (DAHP) (Figura 41, A), que se
induce por el tratamiento con ET en frutos ‘Navelate’ pero no lo hace en
‘Clemenules’. Otro ejemplo es el de una proteina implicada en la
biosintesis de isoprenoides (GcpE) (, D), que también muestra induccién
por el tratamiento con ET en ‘Navelate’ pero no en ‘Clemenules’.

De los genes implicados en la sintesis de aminoacidos precursores
del metabolismo secundario se observa un patron de expresién muy
heterogéneo, habiendo diferencias incluso entre frutos de ‘Navelate’ y
‘Clemenules’ para un mismo gen. Este hecho se observa en la expresion
de la 3-fosfosiquimato-1-carboxibiniltransferasa (EPSPs) (Figura 41, A). En
‘Navelate’ este gen se expresa a tiempos cortos después de practicar la
herida o infectar los frutos, mientras que en ‘Clemenules’ no se aprecia
expresion en respuesta a la herida o durante la infeccién. En ambos casos
se comprueba, sin embargo, una importante induccién por la aplicacion de
ET. El gen TrpD muestra muy baja expresion en frutos de ‘Clemenules’ en
cualquiera de las condiciones ensayadas.
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Figura 41. Analisis Northern de genes relacionados con el metabolismo
secundario: sintesis de aminoacidos precursores del metablolismo secundario y
fenilpropanoides. El analisis se realizd con RNA de frutos ‘Navelate’ vy
‘Clemenules’. Las sondas utilizadas para la hibridacién se sintetizaron a partir de
genes con homologia con: 3-fosfosiquimato-1-carvoxivinil transferasa (EPSPs,
N10DO01), 3-desoxi-D-arabino-heptulosonato-7-fosfato sintasa (DAHP, NO3HO08),
antranilato fosforribosil transferasa (TrpD, CO06010E03). Para cada uno de los
genes analizados, la intensidad de la sefial de hibridacion fue cuantificada y
normalizada respecto al de la sonda 26S rRNA de Citrus sinensis. Al pie de cada
figura se indica la acumulacion relativa. Los valores de pretratamientos estan
referidos al valor del control sin pretratar (0) mientras que el resto estan referidos
al valor de la infeccion a las 24 horas (Infectados 24). 0) Frutos recién recogidos
del campo. A) Frutos tratados con aire 16 horas. M) Frutos tratados con 1-MCP
(500 ppb). E) Frutos tratados con ET (10 ppm)
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En el metabolismo de fenilpropanoides, se observa un patron
general de expresion de todos los genes bastante homogéneo, con una
ligera induccion a tiempos cortos en respuesta a la herida, y mayor
induccién en respuesta a la infeccibn. Hay, sin embargo, varias
excepciones. La acetil transferasa (AT) (Figura 42, B) en ‘Navelate’
expresa al menos dos transcritos, uno de los cuales se detecta por la
herida y sobre todo por infeccion y ET, mientras que el otro muestra
practicamente el patron contrario, apareciendo en los frutos no tratados
pero disminuyendo su presencia en los frutos heridos y desapareciendo en
los frutos infectados. En ‘Clemenules’ se aprecian tres transcritos, de los
que dos tienen expresion diferencial por ET, herida y sobre todo por
infeccidn, mientras que el otro muestra expresién en todas las condiciones,
aunque algo mas durante la infeccion. El gen que codifica una peroxidasa
(POX) (Figura 42, B) muestra una expresion alta tanto en respuesta a
herida como a la infeccién, sin embargo su expresién no sélo no se induce
por ET, sino que se reprime. El gen que codifica una UDP-glucosil
transferasa (UGT) (Figura 42, B) es un ejemplo de induccién clara con ET,
pero con una expresion muy pobre en el resto de condiciones. Los genes
PAL, CYP79A1, COMT, OX vy catecol-O-metil transferasa (CaMT)
mantienen el patrén general de expresion, con ligera induccién por herida y
mas alta en respuesta a la infeccion, aunque a diferentes tiempos. Los
genes que codifican fenilalanina amonio liasa (PAL), acido cafeico-O-
metiltransferasa (COMT) y la CaMT no muestran respuesta al tratamiento
con ET. El gen CYP79A1 (Figura 42, B) muestra una expresién diferencial
en respuesta a la infeccidn a las 24 h y sobre todo a las 48 h.
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Figura 42. Analisis Northern de genes relacionados con el metabolismo
secundario: fenilpropanoides. El analisis se realizé con RNA de frutos ‘Navelate’ y
‘Clemenules’. (véase detalles en el pie de la Figura 41). Las sondas utilizadas para
la hibridacion se sintetizaron a partir de genes con: acetiltransferasa (AT,
N17B07), peroxidasa (POX, C06015A10) UDP-glucosil transferasa (UGT,
C06020A02), fenilalanina amonio liasa (PAL, NO6E02), citocromo P450 79A1
(CYP79A1, N04D08), acido cafeico 3-O-metil transferasa (COMT, N04GO08),
oxidorreductasa (OX, NO3EO6), catecol-O-metil transferasa (CaMT, CO6015F01) y
citocromo monoxigenasa (CYPM, N05D12).

149



Resultados.

En el grupo de metabolismo de alcaloides todas las sondas
hibridadas comparten la induccién en respuesta a la infeccién, aunque con
diferente evolucién temporal. De los cinco genes analizados, se inducen
por el tratamiento con ET un gen que codifica una tropinona reductasa
(TR) ,un gen que codifica una proteina con dominio de unién a FAD (FBD)
y un gen que codifica de las dos nectarina 5 o “berberine bridge enzyme”
(BBE-1), aunque solamente en ‘Navelate’ (Figura 43, C). Destaca el hecho
de que los 5 genes parecen mostrar induccion marcadamente especifica
de la infeccién, mientras que sélo los genes TR y BBE-2 se inducen en
respuesta a herida. Respecto al grupo de genes relacionados con el
metabolismo de isoprenoides y sus derivados, se aprecia, en general, un
patron de expresion bastante uniforme en respuesta a todas las
situaciones.
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Figura 43. Andlisis Northern de genes relacionados con el metabolismo
secundario: alcaloides. El analisis se realiz6 con RNA de frutos ‘Navelate’ y
‘Clemenules’. (véase detalles en el pie de la Figura 41). Las sondas utilizadas
para la hibridacién se sintetizaron a partir de genes con homologia con:
tropinona reductasa (TR, NO8F02), cafeina sintasa (CS, N12F02), dos
nectarinas 5 diferentes (BBE-1, NO9B03, y BBE-2, N04D12) y proteina con
dominio de unién a FAD (FBD, NO6E10).
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Respecto al grupo de genes relacionados con el metabolismo de
isoprenoides y sus derivados, se aprecia, en general, un patrén de
expresion bastante uniforme en respuesta a todas las situaciones. Como
excepcion a este perfil se encuentran dos genes que se inducen en
respuesta a la infeccién, un gen implicado en la biosintesis de isoprenoides
(GepE) (, D) y otro que codifica una acido homogentisico geranilgeranil
transferasa (HGGT) (, E). La respuesta a ET es variable, observandose
induccién en la expresion del gen GepE, aunque sélo en frutos ‘Navelate’,
y represibn en el gen metileritritol-5-fosfato sintasa (MECPSs),
especialmente en ‘Clemenules’ (, D).
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Figura 44. Analisis Northern de genes relacionados con el metabolismo
secundario: isoprenoides y derivados de isoprenoides. El andlisis se realizé6 con
RNA de frutos ‘Navelate’ y ‘Clemenules’. (véase detalles en el pie de la Figura
41). Las sondas utilizadas para la hibridacion se sintetizaron a partir de genes
con homologia con: proteina de biosintesis de isoprenoides (GcpE, N13A02),
isopentenil-pirofosfato isomerasa (/Pl, C06004H08), 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato
sintasa (DXS, N02CO06), metileritritol-ciclofosfato sintasa (MECPs, C06011CO01),
acido homogentisico geranilgeranil transferasa (HGGT, N14H09), tocoferol
ciclasa (TC, N14CO01) y pB-caroteno hidroxilasa (BCH, NO3B01).
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5.2. Implicacion del etileno en la expresion de genes por la
infeccion de frutos citricos.

Los anteriores estudios realizados mediante transcriptomica e
hibridacion Northern de la expresibn de genes relacionados con la
respuesta a la infeccion han indicado la relevancia del ET en la regulacién
de la expresidén de algunos de los genes implicados en este proceso. Para
profundizar mas en esta cuestion, primeramente se hizo un estudio sobre
el comportamiento debido a la herida o como respuesta a la infeccién, de
aquellos genes implicados en la sintesis de ET.

Ya se habia observado cémo la infeccion de frutos de mandarina
‘Clemenules’ por el patdgeno P. digitatum, supone la inducciéon en la
expresion de al menos tres de los genes implicados en los dos ultimos
pasos de la biosintesis de ET: CsACS71, CsACS2 y CsACO (Figura 17).
Por otro lado, al estudiar la identidad de los genes pertenecientes a las
bibliotecas de cDNA utilizadas durante esta tesis (RindPdig24, PostharvP1
y RindPdigS) se encontraron genes que forman parte de las rutas de
sintesis de ET a partir de metionina, ciclo de la metionina y ciclo de SAM.
El estudio mediante hibridacion Northern permitié observar una regulacion
diferencial de estos genes por el propio ET y en respuesta a la infecciéon
(Figura 45).

Tanto el gen que codifica una cistationina sintasa (CBS) como el de
una adenosil homocisteinasa (AHCY) codifican proteinas que forman parte
de rutas que proveen de homocisteina, precursor de la sintesis de
metionina (Figura 35). El gen AHCY tiene una induccion baja en respuesta
a herida y algo mayor en infeccién, con un pico de expresion a las 16 horas
(Figura 45). La metionina sintasa (MetH) es la enzima que sintetiza
metionina a partir de homocisteina y adenosina. La infeccién induce,
aunque de manera bastante leve, la expresion del gen que codifica esta
enzima, el cual muestra induccién en respuesta a herida después de las
24 h. Segun muestran los resultados de hibridacion, su expresion no esta
inducida por la aplicacién de ET. La S-adenosil-L-metionina sintetasa
(SAMS) cataliza la sintesis de S-adenosil-L-metionina a partir de
metionina. Este gen tiene unos niveles de expresién muy bajos pero se
aprecia una leve induccién por la infeccién a partir de las 16 horas. Su
expresion tampoco esta inducida por la aplicacién de ET. Por ultimo, la S-
adenosil-L-metionina descarboxilasa (SAMDC) dirige SAM hacia el
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metabolismo de las poliaminas (Kakkar y Sawhney, 2002). El gen que
codifica esta enzima, sin embargo, esta inducido por el ET, la herida y la
infeccién, antes de las 24 horas.
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Figura 45. Analisis Northern de genes relacionados con la sintesis de ET y el
metabolismo de la S-adenosilmetionina (SAM). El analisis se realizd sobre
filtros con RNA de frutos Clemenules. (véase detalles en el pie de la Figura
41). Las sondas utilizadas para la hibridacién se sintetizaron a partir de genes
con homologia con: S-adenosilmetionina descarboxilasa (SAMDC,
C06015C04), metionina sintasa (MetH, N14F01), S-adenosilmetionina
sintetasa (SAMS, C06010A02), adenosilhomocisteinasa (AHCY, C06004F08)
y cistationina sintasa (CBS, C06018F11).

El estudio del efecto de los tratamientos con aire, ET y 1-MCP
aporta informacion sobre el efecto autorregulador del ET sobre su propia
sintesis inducida por la herida o la infeccion, y, ademas, sobre la
regulacién por ET de la expresién de diferentes genes. Los estudios de
hibridacion Northern se han llevado a cabo analizando tres experimentos
de pre-tratamientos de frutos ‘Clemenules’, realizados durante las
campafas 03/04 y 04/05 (Figura 46). Los genes UGT, CBS, L-
asparaginasa (LAS) y pectato liasa (PL) son ejemplos de genes cuya
expresion se induce con el tratamiento con ET. POX'y CYP79A1 tienen el
comportamiento opuesto, reprimiéndose su expresion por el tratamiento
con ET. En general, el patron de expresion de un gen se mantiene,
variando los niveles de expresion, entre réplicas.
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Figura 46. Analisis Northern de genes con expresion diferencial en respuesta
a ET en frutos Clemenules recién recogidos del campo (0), pretratados con
aire (A), ET (10 ppm) (E) y 1-MCP (500 ppb) (M) en tres réplicas diferentes.
(véase detalles en el pie de la Figura 41). Las sondas utilizadas para la
hibridacidon se sintetizaron a partir de genes con homologia con: peroxidasa
(POX, C06015A10), UDP- glucosil transferasa (UGT, C06020A02), citocromo
P450 79A1 (CYP79A1, N04DO08), cistationina sintasa (CBS, C06018F11),
dicianina (DCN, N11B04), L-asparaginasa (LAS, C06014A10), pectato liasa
(PL, C06024G01). Los valores de pretratamientos estan referidos al valor del
control sin pretratar en la campanfa 2 (Pretratados 2, 0).

Sin embargo, en algunos casos las diferencias entre réplicas
bioldégicas son bastante grandes. El caso mas llamativo es el del gen que
codifica una dicianina (DCN), que solamente se indujo por ET en el
experimento 1, pero no mostrd induccion en los otros dos. De hecho, es
este experimento el que presentd las diferencias mas significativas cuando
se compar6 con los otros dos. Los genes POX'y CYP79A1 muestran un
patrén general de represion por ET; sin embargo, en el experimento 1 los
niveles de expresion de ambos genes después de cada tratamiento son
muy parecidos. Los genes CBS y LAS muestran unos patrones de

155



Resultados.

expresion de induccion por el tratamiento con ET, con cierto nivel de
expresion en las muestras sin pretratamiento para las réplicas 2 y 3, pero
no para la réplica 1.

Los resultados de expresidon génica mediante la hibridaciéon de
macro- y micromatrices nos han permitido descubrir una serie de genes
con induccién o represion en cada una de las condiciones de estudio o por
combinacién de ellas mediante la elaboracién de diagramas de Venn
(Figura 23 y Figura 33). Estos resultados no reflejan, sin embargo, la
presencia de genes con patrones de expresibn mas complejos, con
induccion en alguna condicién y represion en otras. En este sentido, habria
que destacar la presencia de genes relacionados con la respuesta del fruto
a la infeccion que muestran diferentes comportamientos en respuesta al
tratamiento con ET. Basandonos en estas respuestas, se pueden
establecer cuatro patrones de comportamiento de los genes segun la
respuesta conjunta a la infeccién y al tratamiento con ET: genes inducidos
tanto por el tratamiento con ET como por la infeccion (Patrédn 1), genes que
se inducen por el tratamiento con ET, pero que no se inducen por la
infeccidon (Patron 2), genes que no se inducen por el ET, pero que si se
inducen durante el proceso de infeccion (Patrén 3), y, por ultimo, genes
que no se inducen con ET ni en respuesta a la infeccion (Patrén 4).

A partir de los resultados de hibridacibn de las macro- y
micromatrices, se seleccionaron una serie de genes que presentaban un
perfil de expresion diferencial en respuesta a herida, infeccion y ET. La
hibridacion Northern con sondas obtenidas a partir de estos genes ha
permitido confirmar la expresiéon diferencial de cada uno de ellos. En la
Figura 47 y la Figura 48 se muestran ejemplos de genes con cada uno de
los patrones de expresion mencionados, tanto en naranjas ‘Navelate’,
como en mandarina ‘Clemenules’, respectivamente.
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Figura 47. Analisis Northern de genes de naranjas ‘Navelate’ con expresion
diferencial en respuesta a la infeccion y al tratamiento con ET siguiendo cuatro
tipos de patrones: genes inducidos tanto por el tratamiento con ET como por la
infeccion (Patrén 1), genes que se inducen por el tratamiento por ET pero que
no responden a la infeccion (Patron 2), genes que no responden al ET pero que
se inducen en respuesta a la infeccion (Patron 3), y genes que no responden ni
al tratamiento con ET ni como respuesta a la infeccion (Patrén 4). Se utilizaron
filtros con RNA de frutos ‘Navelate’. (véase detalles en el pie de la Figura 41).
Las sondas utilizadas para la hibridacion se sintetizaron a partir de genes con
homologia con: proteina celular implicada en apoptosis (CAS, N13E10),
Proteina abundante embrionaria (EMB, N04D11), B—caroteno hidroxilasa (BCH,
NO03BO01), cistinosina (CTNS, N17G03), ciclasa (CFP, NO6H10), P0468B07.6
(P-21, NO3AO05), sin proteina semejante (P-02, NO2HO01), acuaporina (AQP,
N13FQ7).

En el caso de naranjas ‘Navelate’ (Figura 47), los genes que
codifican una proteina celular implicada en apoptosis o “cellular apoptosis
susceptibility protein” (CAS) y una EMB tienen un perfil de expresion muy
semejante, con induccién por ET y por infeccién, y unos niveles de
induccidbn mas bajos en respuesta a herida. El gen que codifica una
cistinosina (CTNS) y el que codifica una ciclasa (CFP) tienen induccién por
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ET y, sin embargo, sus niveles de expresiébn por infeccion no estan
inducidos respecto a los frutos control sin tratamiento. EI gen BCH que
codifica una p—caroteno hidroxilasa muestra también induccién de la
expresion por ET, pero su expresion durante la infeccion esta reprimida.
Los genes que codifican una proteina con homologia a P0468B07.6
(Contig P-21) y una proteina sin homologia en A. thaliana o “No blast
match” (Contig P-02) muestran altos niveles de expresion durante la
infeccién, pero no responden al tratamiento con ET. Finalmente, el gen de
la acuaporina (AQP) sufre una represion de su expresion en respuesta al
tratamiento con ET y también en respuesta a la infeccién a partir de las 48
horas después de la inoculacion.
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1.0 001100 nd nd nd ndnd 0607 10050508 1025

Patrén2| pp |WWmw
— 10 1017 11 nd nd nd nd ndnd nd nd nd ndndndnd

CyP Lkl & i .
Patron 3 1.0 nd. nd 10 0101 01 010103 03 0403 050710 08
P-21 . x. .

10 nd 0706 0001 01 0001 00 020202 000410 089

Patron4 | AQP |V | MBS s s s uames

10 1106 13 16161616 16 17 1919 158 1517 1005

Figura 48. Analisis Northern de genes de mandarinas ‘Clemenules’ con
expresion diferencial a la infeccién y al tratamiento con ET siguiendo cuatro
tipos de patrones: genes inducidos tanto por el tratamiento con ET como por la
infeccion (Patron 1), genes que se inducen por el tratamiento por ET pero que
no responden a la infeccién (Patrén 2), genes que no responden al ET pero que
se inducen durante el proceso de infeccién (Patrén 3), y genes que no
responden ni al tratamiento con ET ni como respuesta a la infeccion (Patron 4).
Se utilizaron filtros con RNA de frutos ‘Clemenules’. (véase detalles en el pie de
la Figura 41). Las sondas utilizadas para la hibridacién se sintetizaron a partir
de genes con homologia con: L-asparaginasa (LAS, C06014A10), pectato liasa
(PL, C06024G01), ciclofilina (CyP, C06022E12), P0468B07.6 (P-21, NO3AO05) y
acuaporina (AQP, N13F07).

En el caso de mandarinas ‘Clemenules’ también se han encontrado
genes que cumplen los patrones de expresiéon que hemos descrito (Figura
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48). El gen que codifica una L-asparaginasa (LAS) sufre una leve induccién
de la expresion en respuesta a herida, que aumenta considerablemente
por la infeccién, y también se induce significativamente por el tratamiento
con ET. El gen que codifica una pectato liasa (PL) muestra una induccién
como respuesta al ET, pero no parece estar implicada en las respuestas a
la herida ni a la infeccion. El gen que codifica una ciclofilina (CyP) y una
P0468B07.6 (P-21) son dos genes que no responden al tratamiento con ET
y, sin embargo, se inducen claramente durante la infeccién, siendo su
respuesta a la herida baja o muy baja. Un gen que codifica acuaporina
(AQP) en naranjas también mostré represién por ET y por infeccion,
apreciandose disminucién de la expresion a las 24 horas.

5.3. Comparacion de la respuesta de naranjas ‘Navelate’ a la
infeccion con hongos patégenos y no patégenos del género
Penicillium.

Por ultimo, se hizo un estudio comparativo de la respuesta de frutos
de naranja ‘Navelate’ a la interaccion con hongos del género Penicillium,
patdgenos y no patégenos de citricos. Para ello, ademas del aislado PHI-
26 de P. digitatum, se utilizaron otros tres hongos diferentes: el aislado
PHI-1 de Penicillium italicum, patégeno de citricos y causante de la
podredumbre azul, el aislado PHI-8 de Penicillium brevicompactum, que no
es patogeno de frutos, y el aislado PHI-65 de Penicillium expansum,
patégeno de frutos de pepita pero con poca capacidad infectiva en frutos
citricos.

Un estudio sobre la patogenicidad de estos hongos en frutos
citricos nos confirmé6 que P. digitatum es el hongo mas virulento en citricos,
con aproximadamente el 80% de las heridas infectadas a los 3 dias y un
90 % a los 7 dias (Figura 49). P. italicum también produjo infeccién,
aunque en menor medida, llegando a infectar mas del 70% de las heridas
al quinto dia después de la infecciébn. La capacidad infectiva de P.
expansum fue mucho menor que la de P. digitatum y P. italicum,
empezando a observarse los primeros sintomas de infeccién a los 5 dias
de la inoculacion y llegando escasamente al 20 % de frutos infectados a
los 7 dias. Por su parte, P. brevicompactum no produjo infeccion en los
frutos.
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Figura 49. Incidencia de la infeccién de naranjas ‘Navelate’ causada por los
aislados PHI-1 de P. digitatum, PHI-8 de P. brevicompactum, PHI-26 de P.
digitatum y PHI-65 de P. expansum inoculados a una concentracion de 10°
conidios/mL. Los resultados se representan como valores medios del porcentaje
de infeccion £ SD para cada in6culo y dia. En cada uno de los experimentos se
inocularon tres réplicas de 5 frutos (4 heridas por fruto).

Paralelamente, se recogieron muestras de tejido de frutos
infectados con los cuatro hongos para la realizacién de hibridaciones
Northern. Ademas, se realizé una hibridacién con una sonda del gen
ribosomal 26S de C. sinensis para la normalizacion y posterior
cuantificacién de cada uno de los resultados de las hibridaciones Northern
(Figura 50). Estos resultados muestran como PHI-26 es el hongo mas
infectivo, observandose a las 72 horas la presencia de RNA fungico en la
tincion con azul de metileno y una leve degradacion del RNA ribosémico
del fruto en la hibridacién con el gen ribosomal.

Los filtros se hibridaron empleando como sondas distintos genes
relacionados con los procesos de sintesis de ET y metabolismo de SAM,
metabolismo de isoprenoides, fenilpropanoides y alcaloides, y finalmente
otros genes de funcibn metabdlica desconocida, pero con expresion
diferencial en repuesta a la infeccién con P. digitatum.
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Figura 50. Tincion con azul de metileno (RNA tot) e hibridaron con un
fragmento del gen 26 rDNA de C. sinensis (26S rDNA C. sinensis), de dos
filtros utilizados para hibridacion Northern con RNA de frutos ‘Navelate’
heridos o infectados con 10° conidios/mL de cuatro hongos diferentes del
género Penicillium.

Al estudiar la respuesta de los genes implicados en la sintesis de
ET a la infeccion por los cuatro hongos se observd que P. digitatum es el
hongo que produce una mayor induccién en la expresiéon de todos ellos
(Figura 51, A). Los hongos no patdgenos de citricos también indujeron la
expresion de CSACS1, CsSACS2 y CsACO, aunque de forma mas tardia, a
partir de las 48 o 72 horas y con intensidades menores. Un gen que
codifica una SAMDC muestra unos niveles de expresién muy bajos durante
la infeccion por cualquiera de los hongos y comparables con los de herida.
Esto concuerda con los resultados de la Figura 45, donde la expresion de
SAMDC casi ha desaparecido a las 24 horas. En cambio, MetH, que
codifica la enzima de sintesis de metionina, precursora del ET, es uno de
los genes cuya mayor expresion no se produce por la infeccién con P.
digitatum sino por P. italicum, y es de destacar la alta expresion causada
por P. expansum a las 72 horas. Este gen no se relaciona directamente
con la virulencia de los distintos hongos, sino que parece responder de
forma general a la herida y al intento de infeccion de los Penicillium.

En el grupo de genes relacionados con el metabolismo de
fenilpropanoides (Figura 52, B) se analizd la expresion de los genes AT,
UGT, PAL y COMT, que presentan distintos patrones de expresion en
respuesta a la infeccién por P. digitatum (véase Figura 42).
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A) Sintesis de etileno y metabolismo de SAM
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Figura 51. Analisis Northern de genes relacionados con la sintesis de ET y el
metabolismo de S-adenosil metionina (SAM) durante la infeccion por hongos
del género Penicillium. Naranjas ‘Navelate’ fueron heridas o inoculadas con los
aislados PHI-1 de P. italicum, PHI-8 de P. brevicompactum, PHI-26 de P.
italicum y PHI-65 de P. expansum a una concentracién de 10°® conidios/mL.
Los frutos se almacenaron a 20 C y se recogi6 tejido de corteza a las 24, 48 y
72 hpi. Las sondas utilizadas para la hibridaciéon se sintetizaron a partir de
genes con homologia con: ACC sintasa 1 (CsACS7), ACC sintasa 2
(CsACS2), ACC oxidasa (CsACO), S-adenosilmetionina descarboxilasa
(SAMDC, C06015C04), metionina sintasa (MetH, N14F01). Para cada uno de
los genes analizados, la intensidad de la sefial de hibridacion fue cuantificada
y normalizada respecto al de la sonda 26S rRNA de C. sinensis. Al pie de cada
figura se indica la acumulacion relativa referida al valor de infeccién con PHI-
26 a las 24 hpi (PHI-26, 24). La grafica muestra los valores de la expresion de
cada gen una vez normalizados con el valor del RNA ribosémico de C.
sinensis.
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B) Fenilpropanoides
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Figura 52. Analisis Northern de genes de naranjas ‘Navelate’ relacionados con
el metabolismo de fenilpropanoides durante la infeccion por hongos del género
Penicillium (véase detalles en el pie de la Figura 51). Las sondas utilizadas
para la hibridaciébn se sintetizaron a partir de genes con homologia con:
acetiltransferasa (AT, N17B07), UDP-glucosil transferasa (UGT, C06020A02),
fenilalanina amonio liasa (PAL, NO6E02), acido cafeico 3-O-metil transferasa
(COMT, N04G08).

La sonda del gen AT hibrida con dos transcritos diferentes, que
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tienen patrones de expresion diferentes. Uno de ellos (AT-2) muestra un
nivel de expresion bastante uniforme, tanto por herida como en respuesta
a la infeccion por cualquiera de los hongos. El otro (AT-1) presenta un nivel
de expresion relativamente uniforme por efecto de la herida, pero se
induce en el tiempo como consecuencia de la infeccion por cualquiera de
los cuatro hongos, y con mayor intensidad y rapidez en P. italicum y en P.
digitatum. Este es el patron de expresidbn mas general para la mayoria de
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los genes que se inducen como respuesta del fruto a la infeccion. Este es
el caso de los genes PAL y COMT, los cuales mantienen un patrén de
expresion similar. El primero tiene cierto nivel de expresion en respuesta a
la herida, y la respuesta a cada hongo es lenta. COMT no muestra
expresion por herida, y el aumento de expresion como respuesta a la
infeccion por cada hongo fue mucho mayor que en el caso de PAL. UGT
se reprime por la infeccién solamente cuando el fruto se infecta por los dos
hongos patégenos de citricos y mas rapidamente con P. digitatum.

Respecto al metabolismo de alcaloides (Figura 53, C), se analizé la
expresion de los genes CS, que codifica una cafeina sintasa, y BBE-1, que
codifica una nectarina 5. El gen CS muestra un perfil de induccién durante
la infeccién, en mayor medida cuanto mas virulento es el hongo sobre el
citrico. Asi, y junto con el CSACS2 (Figura 51, A), es probablemente el que
mejor se correlaciona con la virulencia de los hongos. En cambio, BBE-1
que estaria implicado en la biosintesis de una clase distinta de alcaloides,
se induce con la infeccidon pero con diferencias casi inapreciables entre
hongos patégenos y no patdégenos.
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Figura 53. Andlisis Northern de genes relacionados con el metabolismo de
alcaloides durante la infeccion por hongos del género Penicillium (véase
detalles en el pie de la Figura 51). Las sondas utilizadas para la hibridacion se
sintetizaron a partir de genes con homologia con: cafeina sintasa (CS,
N12F02), nectarinas 5 (BBE-1, NO9B03),
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En lo referente al metabolismo de isoprenoides (Figura 54, D), el
gen GcpE, que codifica una proteina de biosintesis de isoprenoides,
muestré una induccion por la infeccion, que es ligeramente mayor por P.
digitatum y P. expansum, respecto a la producida por P. italicum y P.
brevicompactum. El gen MECPs, que codifica una metileritritol-ciclofosfato
sintasa, expres6 dos transcritos que tienen perfiles de expresiéon bastante
semejantes, aunque uno de ellos (MECPs -1) tiene mayor expresién por la
herida.
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Figura 54. Andlisis Northern de genes relacionados con el metabolismo de
isoprenoides y derivados de isoprenoides durante la infecciéon por hongos del
género Penicillium (véase detalles en el pie de la Figura 51). Las sondas
utilizadas para la hibridacién se sintetizaron a partir de genes con homologia
con: proteina de biosintesis de isoprenoides (GcpE, N13A02) ,metileritritol-
ciclofosfato sintasa (MECPs, C06011C01) y pB-caroteno hidroxilasa (BCH,
NO3BO01).
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Sobre derivados de isoprenoides (Figura 54, E) se realizd
hibridacion del gen de la BCH, que codifica una B-caroteno hidroxilasa,
enzima implicada en la biosintesis de determinados carotenoides. Este gen
sufri6 una represidén de su expresidn como respuesta a la infeccién por
hongos, y ésta fue mas rapida cuanto mas virulento es el hongo sobre el
fruto.

Finalmente, se realizaron hibridaciones con sondas pertenecientes
a genes cuya implicacién en el metabolismo no es conocida, pero que
mostraron una expresion diferencial durante el proceso de infeccion
(Figura 55, F). DCN muestra la caracteristica de que, aunque es un gen de
respuesta a la infeccién, tiene mayor expresion por P. expansum que por
P. italicum. AQP tiene un patron de expresidbn semejante a BCH, con
mayor represion de la expresion cuanto mas virulento es el hongo.
Finalmente, P-21 tiene un patrébn de expresidon que coincide con la
virulencia de los hongos sobre frutos citricos.
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Figura 55. Analisis Northern de genes de localizacién metabdlica desconocida
durante la infeccion por hongos del género Penicillium (véase detalles en el pie
de la Figura 51). Las sondas utilizadas para la hibridacion se sintetizaron a
partir de genes con homologia con: dicianina (DCN, N11B04), acuaporina
(AQP, N13F07) y P0486B06.7 (P-21, NO3AO05).
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1. Caracterizacion molecular de la interaccion fruto-patégeno.

Los primeros estudios sobre los mecanismos moleculares
implicados en las respuestas de defensa de los citricos frente a infecciones
fungicas permitieron la identificacion de determinados genes con induccién
de su expresion durante esta interaccion. De este modo, en diferentes
variedades de citricos se confirmé la expresion de determinados genes de
defensa, como algunos que codifican proteinas PR (quitinasas y B-1,3-
glucanasas) o enzimas relacionadas con el metabolismo de
fenilpropanoides (PAL), en respuesta a la infeccion por P. digitatum
(McCollum, 2000; Porat et al., 2002).

El empleo de la genémica funcional supone una nueva alternativa
para el estudio de los procesos bioldgicos que ocurren durante la
interaccion entre la planta y el patégeno durante la infeccion (Ramonell y
Somerville, 2002; Koltai y Volpin, 2003). El desarrollo de nuevas
herramientas genémicas, como las micromatrices de cDNA, ha permitido
un importante avance en la identificacion y el estudio de la expresién de
genes de plantas implicados en las respuestas de defensa frente a
patogenos (Bulow et al., 2007). Sin embargo, existen pocos trabajos sobre
el empleo de técnicas de andlisis de expresion génica global en frutos
como respuesta a la infeccidén por patégenos. Un ejemplo es el estudio de
los mecanismos moleculares implicados en la interaccién entre frutos de
manzana y el hongo P. expansum mediante la técnica de “differential
display” (DD) RT-PCR, que permiti6 la identificacibn de genes con
expresion diferencial implicados tanto en la patogénesis del hongo, como
en la respuesta del fruto a la infeccion (Sanchez-Torres y Gonzalez-
Candelas, 2003). De este modo se identificaron dos genes de manzana
con induccién especifica durante la interaccion fruto-patdbgeno: una
fosfatasa 2C, implicada en la sintesis de enzimas que actuan como
reguladores negativos de rutas como la respuesta a herida mediada por
ABA o en la respuesta a estrés mediada por MAP-quinasa, y una -
glucosidasa, que parece estar implicada en la liberacion de compuestos
toxicos a partir de precursores glicosilados inactivos (Carrera y Prat, 1998;
Meskiene et al., 1998). Por otro lado, la construccién de una biblioteca
substractiva de cDNA ha permitido estudiar la expresién diferencial de
genes de frutos de fresa durante el proceso de infeccién por Colletotrichum
acutatum (Casado-Diaz et al., 2006). Este trabajo sugiere que la infeccion
por dicho hongo provoca en el fruto la represion de genes putativamente
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relacionados con los mecanismos de defensa de las plantas, como las
quitinasas, POXs y B-1,3-glucanasas.

A pesar de su gran importancia agronémica, hasta el momento no
se ha realizado ningun estudio a gran escala sobre la respuesta de los
frutos citricos a la infecciéon por hongos.

1.1. Infeccion de frutos citricos por hongos del género
Penicillium.

La infeccidon de los frutos citricos por hongos del género Penicillium
constituye la principal causa de pérdidas durante la postcosecha de los
mismos. La podredumbre verde y la podredumbre azul, provocada por los
hongos P. digitatum y P. italicum respectivamente, son las principales
enfermedades postcosecha de frutos citricos en todo el mundo. Sin
embargo, otros hongos del género Penicillium, como P. expansum,
causante de la podredumbre azul en manzanas, o P. brevicompactum, no
son patégenos de frutos citricos, bien porque el hongo no posee la
capacidad para desarrollarse en el mismo o porque el fruto activa de forma
rapida y eficaz los mecanismos de defensa para evitar la infeccion
(Macarisin et al., 2007). A pesar de la importancia de su control, se conoce
relativamente poco sobre los determinantes de la susceptibilidad de los
frutos citricos a hongos del género Penicillium, como un componente
esencial de la respuesta a la infeccion.

Tras hacer un estudio de la incidencia de la infeccidbn causada por
los aislados PHI-1 de P. jtalicum, PHI-8 de P. brevicompactum, PHI-26 de
P. digitatum y PHI-65 de P. expansum en naranjas ‘Navelate’, se observo
que en los frutos inoculados con P. digitatum o P. italicum la infeccion
progresé en un 90% y un 70% de las heridas al quinto dia después de la
inoculacion, respectivamente (Figura 49). Por su parte, P. expansum y P.
brevicompactum, descritos como hongos de poca o nula capacidad
infectiva sobre frutos citricos, tuvieron un desarrollo muy bajo o inexistente
en las mismas condiciones de inoculacion. Estos datos confirmaron la
capacidad infectiva y no infectiva de cada una de las especies de
Penicillium analizadas sobre citricos.

A partir de este experimento, se realizd un analisis de la expresion
de determinados genes, relacionados con la respuesta del fruto citrico a la
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infeccién, en muestras inoculadas con estos cuatro hongos. Como se
analizara a continuacion, los resultados de este experimento pusieron de
manifiesto la existencia de diferentes patrones de expresion génica en
respuesta a la inoculacion de hongos patégenos y no patdgenos del
género Penicillium de frutos citricos. De forma general, los resultados
obtenidos apoyan el trabajo de otros autores que sugieren que la virulencia
0 nho virulencia de unos y otros hongos se debe en gran parte a su
capacidad de superar las barreras de defensa del fruto (Morrissey vy
Osbourn, 1999). Ademas, el comportamiento observado en el caso de
determinados genes sugiere una inactivacion por parte del patégeno de
algunos de los mecanismos de defensa del fruto, tal y como indican otros
autores (Macarisin et al., 2007).

Debido a la gran capacidad infectiva que P. digitatum tiene sobre
frutos citricos, y con el fin de estudiar las respuestas de los mismos frente
a la infeccion por patégenos, se escogidé a P. digitatum como modelo
central para el estudio de las mismas.

1.2. Variabilidad experimental del patosistema fruto citrico-P.
digitatum.

El disefio de un plan experimental previamente al estudio de un
sistema biologico es necesario para maximizar la cantidad y calidad de la
informacion que se puede obtener (Allison et al., 2006).

En las hibridaciones de matrices de cDNA pueden llevarse a cabo
dos tipos de réplicas: las réplicas técnicas, que suponen la realizacion de
diferentes hibridaciones con una misma muestra de RNA, y las réplicas
biologicas, que implican la realizaciébn de hibridaciones a partir de
diferentes muestras biolégicas. EI empleo de réplicas introduce la
variabilidad en el analisis de los resultados y permite que los datos puedan
ser analizados mediante el uso de métodos estadisticos que asignan un
nivel de confianza a los resultados finales (Yang y Speed, 2002). Las
réplicas técnicas permiten estimar el efecto de la variabilidad intrinseca al
método empleado, mientras que las réplicas biolégicas permiten, ademas,
tener en cuenta las diferencias experimentales de muestras biolégicas
tedricamente equivalentes (Allison et al., 2006). Aunque en los primeros
analisis de matrices no se realizaban réplicas bioldgicas, actualmente no
se tiene ninguna duda de su importancia (Yang y Speed, 2002). Sin
embargo, hay algunos casos en los que las replicas técnicas tienen
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también un papel importante. En aquellos sistemas donde los muestreos
son dificiles de obtener, las réplicas técnicas pueden ser tan utiles como
las réplicas biolégicas. Es dificil determinar cuantas réplicas son
necesarias en un determinado experimento para obtener la suficiente
validez estadistica, sin embargo algunos autores sugieren que tres réplicas
pueden ser suficientes (Lee et al., 2000).

En el caso de la hibridacién de las macromatrices se realizaron
réplicas técnicas, llevandose a cabo tres hibridaciones para cada una de
las condiciones de estudio. Sin embargo, en el caso de las hibridaciones
con las micromatrices, dada la mayor disponibilidad de las mismas, se
realizaron tres réplicas bioldgicas a partir de frutos de diferentes arboles de
un mismo campo, durante dos campafias diferentes, y dos réplicas
técnicas de cada una de las réplicas biologicas. Esta caracteristica del
analisis con las micromatrices proporciona, por tanto, una gran fuerza
estadistica a los resultados obtenidos.

El estudio de un sistema biolégico mediante la utilizacién de
herramientas gendmicas de alto rendimiento, como el analisis de expresion
génica haciendo uso de macro- y micromatrices, debe permitir finalmente
la seleccion de genes candidatos para su estudio en profundidad (Koltai y
Volpin, 2003). Las técnicas de alto rendimiento no deben ser usadas de
forma independiente, sino que deben ser confirmadas mediante el empleo
de otro tipo de aproximacién que permita el estudio de genes individuales.
Por ello, se utilizé la técnica de hibridacion Northern a partir de sondas
obtenidas de las bibliotecas construidas durante este trabajo. La
hibridacion Northern ha permitido no sélo la confirmacion de la expresion
de genes de especial interés, sino también el estudio temporal de su
expresion en respuesta tanto a herida como a la infeccion.

El uso de diferentes réplicas biolégicas durante dos campafas
diferentes en el analisis con las micromatrices ha permitido reconocer una
variabilidad en la expresién de una serie de genes del fruto citrico por
causas inherentes a la propia campafa, pero dificiles de tener en cuenta,
como pueden ser las bajas o altas temperaturas, la carencia o exceso de
agua, la cantidad de luz recibida o la aplicacién de algun tipo de
compuesto quimico en la planta o sobre el fruto. Como ejemplo se muestra
la expresidbn de un unigen de la micromatriz con homologia a una
lipoxigenasa (unigen 7117), formado por 6 clones (Figura 56).

El perfil de expresidon se ha realizado a partir de los valores medios
de las dos réplicas técnicas realizadas para las tres réplicas biolégicas en
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las cuatro condiciones de estudio: tratamiento con aire (C), tratamiento con
ET (E), herida (W) e infeccion con P. digitatum (l). La réplica biologica 1
procede de la campafia 03/04, mientras que las réplicas 2 y 3 fueron
tomadas durante la campafia 04/05, con un mes de diferencia entre
ambas. Los valores de expresion muestran que, tanto la herida como la
infeccién inducen la expresion del gen en los frutos de la primera campafia
mas que en los dos muestreos realizados durante la segunda. Ademas, el
tratamiento con ET supone una mayor represion de la expresion del gen en
los dos muestreos realizados durante la segunda campafa, mientras que
durante la campafia 03/04 no se produce apenas cambio de expresién por
el tratamiento con ET respecto al tratamiento con aire. Las lipoxigenasas
son enzimas que catalizan la bioxigenacibn de acidos grasos
poliinsaturados (Porta y Rocha-Sosa, 2002). Estas enzimas han sido
relacionadas con la biosintesis de JA en respuesta a la herida y a estreses
biéticos, aunque también estan relacionadas con otros procesos como la
maduracién de los frutos (Royo et al., 1996; Baysal y Demirdoven, 2007)
Por ello, su expresion puede estar relacionada con la respuesta del fruto a
la herida o la infeccién por P. digitatum, pero ademas puede estar influida
por otro tipo de factores.

1,5

E’,g /\ rd /E\\,

Log,(Condicion/Referencia)

0,5 E\\I//I——-—-‘\ b \i/’d
-1,04 \:\
1,5
2,0
1 c2 C3 E1 E2 E3 W1 W2 W3 i 12 13
Condiciones

Figura 56. Nivel de expresidon del unigen 7117 presente en la micromatriz, con
homologia a una lipoxigenasa. El unigen esta formado por 6 clones diferentes.
La image muestra la media y la desviacién tipica de los valores de expresion
de las réplicas técnicas, expresadas como el logaritmo en base dos del
cociente entre la expresién en cada condicion respecto a la referencia. Se
estudiaron 4 condiciones diferentes: tratamiento con aire (C), tratamiento con
ET (E), herida (W) e infeccién con P. digitatum (l). En cada condicién se
realizaron tres réplicas biolégicas (1, 2 y 3) y dos réplicas técnicas de cada
réplica bioldgica.

Este mismo efecto se ha observado también en nuestros analisis
Northern. La Figura 46 muestra un estudio realizado mediante analisis
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Northern de la respuesta de los frutos al pretratamiento con aire, ET o 1-
MCP en tres muestreos diferentes. En esta figura se observa como la
expresion de un mismo gen puede variar en gran medida entre diferentes
muestreos. Por ello, para tener en cuenta esta posible variabilidad entre
muestras o campafas, a la hora de estudiar la expresiéon de un gen en
unas condiciones determinadas por hibridacion Northern se intentd, en la
medida de lo posible, realizar varias hibridaciones de la misma sonda con
filtros elaborados en diferentes experimentos, e incluso con diferentes
variedades de frutos.

2. Aplicacion de herramientas gendmicas en el estudio de la
interaccion fruto citrico-P. digitatum.

2.1. Analisis de secuencias.

Durante el desarrollo de esta tesis doctoral se han utilizado tres
bibliotecas de cDNA con el fin de estudiar los mecanismos implicados en
la respuesta de defensa de los frutos citricos al ataque por P. digitatum.
Estas bibliotecas estan basadas en dos tipos de aproximaciones
diferentes; por un lado, en el marco del CFGP (Forment et al., 2005), y
como parte de uno de los objetivos del proyecto, se elaboraron dos
colecciones de ESTs, que permitieron obtener una vision general de la
expresion génica de los frutos citricos durante el proceso de infeccién. La
coleccion RindPdig24 se construyé a partir de RNA de frutos de
mandarina ‘Clemenules’ a las 24 horas después de ser heridos e
inoculados con una solucién de esporas de P. digitatum. El estudio de la
anotacion funcional y abundancia relativa de un numero suficiente de
clones que forman parte de esta biblioteca permite obtener una
representacion de la expresién génica global en un momento determinado
de la infeccion, en el que se sabe que se esta produciendo alta expresion
de genes del fruto como respuesta al ataque del hongo (Marcos et al.,
2005). PostharvP1 es una coleccion enriquecida en cDNAs de longitud
completa elaborada a partir de muestras de frutos de mandarina
‘Clemenules’ solamente heridos, por un lado, y de frutos heridos e
inoculados con una solucion de P. digitatum, por otro. En ambos casos, se
utilizaron muestras de tejido a las 8, 16 y 24 horas después de la herida o
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la inoculaciéon. Esta biblioteca estara, por ello, enriquecida en mayor
cantidad de genes, conteniendo la secuencia completa o, al menos, el
extremo 5 del gen, procedentes del fruto durante diferentes momentos del
proceso infectivo, y, ademas, de genes con expresion debida
especificamente al estrés causado por la herida en el fruto durante los
mismos tiempos. Su estudio, por tanto, podra aportar informacion
complementaria sobre los mecanismos moleculares de la respuesta del
fruto en respuesta a herida e infeccion. Finalmente, la coleccidon
RindPdigS fue construida, anteriormente a la realizacién de esta tesis, en
el Laboratorio de Postcosecha del IATA. Esta biblioteca se obtuvo
mediante la técnica de SSH y esta enriquecida en fragmentos de cDNA
procedentes de genes que se expresan mas abundantemente en la
corteza de naranjas 'Navelina’ a las 24 h después de la inoculacion por P.
digitatum con respecto a un control de respuesta a herida (Gonzalez-
Candelas et al., 2005). El estudio de los clones que forman parte de esta
biblioteca aporta informacion sobre los mecanismos moleculares
especificos del fruto citrico como respuesta a la infeccion por P. digitatum.
Ademas, durante su sintesis se realizé un proceso de normalizacién con el
fin de igualar la abundancia de clones correspondientes a genes de baja y
alta expresién, de modo que su estudio permite detectar genes con un bajo
nivel de expresién, que son dificiles de detectar en una biblioteca de cDNA
convencional (Diatchenko et al., 1996).

Las ESTs pertenecientes a estas tres bibliotecas de cDNA de
respuesta de los frutos citricos a la infeccion, RindPdig24, PostharvP1 y
RindPdigS, han sido incorporadas a la base de datos del CFGP, junto al
resto de colecciones que forman parte del proyecto. Dentro del CFGP
existen actualmente 53 bibliotecas procedentes de diferentes tejidos, como
tallos, hojas, raices o frutos, y diferentes estadios fisiol6gicos, de respuesta
a estreses bibticos y abidticos, y de procesos postcosecha de los frutos
citricos. La base de datos del CFGP contiene en la actualidad 27.551
unigenes. Al analizarse de forma conjunta las secuencias de las tres
bibliotecas estudiadas en esta tesis con respecto al resto de colecciones
del CFGP, se observd que el 26% de sus unigenes no estaban presentes
en ninguna otra biblioteca de cDNA del CFGP, en el que hay 15 bibliotecas
de cDNA provenientes de frutos
(http://bioinfo.ibmcp.upv.es/genomics/cfgpDB/). Este hecho muestra, por
un lado, la importancia de trabajar con bibliotecas de cDNA especificas a
partir de los tejidos sometidos a los procesos de estudio en lugar de utilizar
colecciones de ESTs de expresion general del fruto para estudiar
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condiciones especificas de estrés. Por otro lado, también sugiere que la
infeccion por P. digitatum induce en el fruto una expresion especifica de
genes relacionados con la respuesta de defensa frente a este organismo.

En aquellas bibliotecas de cDNA en las que no se realiza ningun
proceso de sustraccion o de normalizacibn, como es el caso de
RindPdig24 y PostharvP1, la abundancia de un determinado cDNA es
proporcional al nivel de expresién relativa de su correspondiente gen v,
ademas, es indicativo de los procesos biolégicos que se han activado en
los tejidos de procedencia. Por lo tanto, los unigenes con mayor numero de
ESTs se corresponden con genes de alta expresién durante el proceso de
infeccion, que a su vez, podrian estar implicados en procesos biologicos
inducidos en el fruto (Tabla 8). En una biblioteca sustractiva, como
RindPdigS, los unigenes que contienen mayor numero de ESTs
corresponden, en cambio, a genes que tienen diferencias significativas en
los niveles de expresion entre el tejido de estudio y el tejido control (Tabla
5). En el caso de RindPdigS, por tanto, los unigenes mas abundantes
corresponden a genes con expresion diferencial durante la infeccion, ya
que el tejido de estudio y el tejido control provienen de frutos heridos e
infectados con P. digitatum y frutos solamente heridos, respectivamente.
Entre los genes mas abundantes en RindPdigS, encontramos un unigen
con una pauta de lectura con homologia a una proteina de unién a FAD (P-
03), presuntamente implicada en el metabolismo de alcaloides (Facchini,
2001), un unigen con homologia a DAHP sintasa (P-01), que forma parte
de la ruta del siquimato, precursora de aminoacidos aromaticos (Herrmann
y Weaver, 1999), y dos unigenes con homologia a ACC oxidasa (P-07 y P-
08), que codifica el ultimo enzima en la ruta de biosintesis de ET
(Broekaert et al., 2006) (Tabla 5). Estos resultados obtenidos a partir del
uso de una biblioteca sustractiva, sugieren (i) la importancia del
metabolismo secundario en la respuesta especifica a la infeccion, y (ii) la
importancia del ET como hormona sefalizadora de las respuestas de los
frutos durante el proceso de infeccion.

Comparando los resultados de las diferentes bibliotecas se
identifican genes con alta representacion en todas ellas, como es el caso
de las metalotioneinas (Tabla 8). Estas proteinas de bajo peso molecular
son muy abundantes tanto en el reino animal como vegetal (Kagi y
Schaffer, 1988). Su presencia en citricos ya ha sido descrita, habiéndose
demostrado su induccién por ET, infeccion, herida, senescencia y frio
(Moriguchi et al., 1998). Aunque se desconoce la funcién precisa de estas
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proteinas, su patron de expresion las relaciona con la interaccion entre
planta y patégeno (Choi et al., 1996), senescencia (Buchanan-Wollaston,
1994) y desarrollo (Hamer, 1986). Debido a la capacidad de estas
proteinas para unirse a metales pesados, se cree que deben tener una
funciéon importante en detoxificacion al secuestrar las ROS producidas
durante el estrés oxidativo (Mir et al., 2004).

Es de destacar la presencia de unigenes muy representados en
alguna de las bibliotecas pero poco presentes, o incluso ausentes, en las
restantes. Este hecho parece indicar la existencia de diferencias en los
patrones de expresion de las correspondientes muestras. El caso mas
destacado es el del unigen mas abundante de la biblioteca PostharvP1,
con 13 representantes, que presenta homologia a un factor de elongaciéon
1-alfa, relacionado con la biosintesis de proteinas, y que no aparece en
ninguna de las otras dos bibliotecas (Tabla 8). Este resultado sugiere que
el gen que codifica el factor de elongacion 1-alfa sea de expresion
transitoria temprana, y que su expresién no llegara a las 24 horas después
de la infeccion, ya que PostHarvP1 es la unica biblioteca de cDNA con
muestras tomadas antes de ese tiempo. Otra posibilidad es que este gen
posea una alta expresion en respuesta a la herida y que dicha expresion
debe ser reprimida durante la infeccién, pues no aparece en ninguna de las
colecciones que contienen unicamente RNA procedente de tejido de frutos
infectados. La probabilidad de que este gen aparezca con tanta
abundancia en una biblioteca formada por mas de mil clones y no en las
demas es tan baja que se puede descartar el hecho de que este resultado
sea un efecto casual debido a la seleccion de los clones al azar.

Por ultimo, la presencia de varios unigenes sin homologia en bases
de datos entre los mas abundantes de cada biblioteca es otro hecho a
destacar. El andlisis conjunto de las colecciones RindPdig24 y PostharvP1
mostrd la presencia de tres unigenes con 4 o mas ESTs correspondientes
a genes sin homologia en bases de datos (Tabla 8). Por otro lado,
RindPdigS también present6 tres unigenes formados por 4 o mas ESTs,
correspondientes a genes sin homologia (Tabla 5). Dos de ellos, P-02 y P-
05, se indujeron diferencialmente por la infeccién frente al resto de
condiciones, sin embargo, el unigen P-53, formado por 4 ESTs, se indujo
mas por ET y aire que por infeccion y herida. Ademas, los clones N14G12
y N17C02, sin homologia en bases de datos, mostraron una expresion
especifica durante la infeccién (). Estos resultados sugieren la existencia
de mecanismos implicados en la respuesta de defensa de frutos citricos
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durante el proceso de infeccién que son desconocidos hasta el momento y
que, a juzgar por el nivel de expresibn de los genes, deben estar
desempefiando un papel importante durante el mismo. No se debe
descartar la posibilidad de que alguno de estos genes provengan de P.
digitatum, pues como se ha comentado, P-02 y P-05 tienen una expresion
diferencial durante la infeccion.

El analisis comparativo de ontologias génicas (GO) en la categoria
de “proceso bioldgico”, para las tres colecciones de infeccion en
comparacion con el conjunto de colecciones del CFGP, no mostré grandes
diferencias en las diferentes categorias entre las colecciones, salvo en los
casos de “biosintesis”, “respuesta a estimulos” y “metabolismo de
aminoacidos y derivados” que son mas abundantes en las tres bibliotecas
de cDNA provenientes de frutos infectados (Tabla 9). Estos resultados son
esperables si tenemos en cuenta que las tres bibliotecas de cDNA
provienen de tejidos en donde asumimos (segun los resultados
presentados) que se esta produciendo un redireccionamiento del
metabolismo del fruto como respuesta a estrés tanto abiético, debido a la
herida, como bidtico por causa de la infeccion por P. digitatum, y en los
que se esta induciendo la sintesis de ciertos compuestos relacionados con
defensa mediante la desviacion del metabolismo general de la planta hacia
rutas del metabolismo secundario. Ademas, se observa una
sobrerrepresentacion en la coleccion RindPdigS de genes relacionados
con “muerte celular”. Al analizar mas detalladamente este resultado
encontramos un gen con homologia a hidroxigeraniol oxidorreductasa
(Unigen 7075), relacionado con el metabolismo de alcaloides (véase
apartado discusién 3.4) y que ademas es uno de los unigenes con mayor
expresion en infeccion por P. digitatum respecto a aire, segun los
resultados de hibridacion con micromatrices (Tabla 19), y un gen con
homologia a una proteina de transporte (“importin-alpha re-exporter”)
(Unigen C18016G07) relacionado con procesos de apoptosis celular. La
activacion de la muerte celular como respuesta a la infeccion esta descrito
como un mecanismo de defensa frente a la infecciébn por microorganismos
biétrofos al impedir el desarrollo del patégeno (Torres et al., 2006), pero no
es adecuado en la respuesta a microorganismos necrotrofos ya que la
degradacién celular abastece al patégeno de nutrientes que permiten su
desarrollo. Algunos autores sugieren que estos procesos pueden estar
inducidos por el propio microorganismo necrétrofo para, de este modo,
aumentar su patogenicidad (Govrin y Levine, 2000).
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2.2. Hibridaciones de matrices.

Las matrices de cDNA constituyen una herramienta de alto
rendimiento que permite el estudio de los cambios de expresion de cientos
o incluso miles de genes en un unico experimento de hibridacién, por ello
ya han sido utilizadas para el estudio de la expresién génica de frutos en
otras especies de plantas (Alba et al., 2004).

Previamente a la realizacibn de este trabajo se construyd una
macromatriz, formada por 1.436 ESTs individuales, a partir de la
biblioteca de cDNA RindPdigS (véase materiales y métodos, 7). Por otra
parte, como parte de uno de los objetivos del CFGP, se construyé una
primera micromatriz, denominada 7K, que contiene un total de 12.671
ESTs agrupadas en al menos 6.333 unigenes, aportados por los diferentes
grupos que forman parte del consorcio (véase materiales y métodos, 8)
(Forment et al., 2005).

Ambas matrices fueron hibridadas con muestras obtenidas a partir
de tejidos de frutos citricos sometidos a las cuatro condiciones de estudio:
tratamiento con aire, ET, herida, e inoculacion con P. digitatum. La
macromatriz fue hibridada con RNA procedente de naranjas ‘Navelate’,
mientras que la micromatriz se hibridd con muestras de mandarinas
‘Clemenules’. Los resultados de las hibridaciones han permitido estudiar el
perfil de expresion de cada uno de los genes en las diferentes condiciones
(véase material adicional).

El analisis de los resultados de hibridacién mediante la elaboracion
de diagramas de Venn ha permitido detectar diferentes perfiles de
expresion de genes de frutos citricos en respuesta a la infeccién, herida y
tratamiento con ET. De los clones presentes en la macromatriz se observo
que el 25% de ellos tenian induccién de la expresiéon durante el proceso de
infecciéon respecto al tratamiento con aire (Figura 23). Ademas, 24 clones
poseian expresion solamente por causa de la infeccion, lo que sugiere una
expresion especifica durante este proceso. De ellos, 14 clones han sido
secuenciados, destacando la presencia de 4 clones que forman parte del
unigen P-62, y que presentan homologia con cafeina sintasa (CS). La
enzima codificada por este gen esta implicada en la sintesis de alcaloides
derivados de purinas lo que sugiere la implicacién de estos compuestos de
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forma especifica durante la respuesta de los frutos a la infeccién por
patdgenos (véase apartado discusion 3.4).

Por otro lado, el analisis de los resultados de hibridacion de las
micromatrices aporta una visién global de la expresiéon de los genes del
fruto en respuesta a la infeccién. El analisis de las secuencias que forman
parte de la micromatriz permiti6 reconocer la presencia de diferentes
clones con homologia a un mismo gen. Gracias a la aplicacién de las
herramientas informaticas se agruparon en un Unico unigen aquellos
clones de la micromatriz cuyas secuencias son realmente parte de un
mismo gen. De este modo, cada clon perteneciente a un agrupamiento fue
considerado como una réplica de un mismo unigen. Debido a que las
micromatrices contienen una cantidad mucho mayor de clones, y que la
proporciéon de los mismos que han sido secuenciados es mucho mas
elevada que en el caso de los clones presentes en la macromatriz, el
analisis de los perfiles de expresion mediante la realizacion de diagramas
de Venn se realizé mediante el estudio de unigenes y no de clones, como
en el caso de las macromatrices, por lo que el analisis de los resultados de
las hibridaciones de las micromatrices aportan una informacién que refleja
mejor la realidad biolégica del patosistema. Estos resultados muestran
diferentes perfiles de expresiéon de los unigenes con respuesta diferencial
durante la infeccion.

Asi pues, durante este trabajo se han utilizado dos aproximaciones
metodoloégicas diferenciadas: hibridacién de una macromatriz que contiene
una coleccion sustraida de ESTs y de una micromatriz con una
representaciéon global de genes de citricos. Aun asumiendo que las
poblaciones de cDNAs impresos en ambas no son equiparables por los
motivos anteriormente expuestos, se pueden comparar los resultados
obtenidos con ambas aproximaciones. Un modo de hacerlo es mediante el
estudio de la expresion de los unigenes con mayor diferencia de expresiéon
entre la condicion de infeccidn (1) respecto a la de aire (A) (Tabla 19).
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Tabla 19. Unigenes con mayor expresion en infeccion por P. digitatum (1) respecto
a aire (A), segun los resultados de hibridaciébn con macromatrices y micromatrices.

Macromatrices

Categoria funcional Unigen Log,(l/A) N°ESTs

Sin homologia. P-61 3,8 2
Proteina de apoptosis celular [Arabidopsis thaliana] N13E10 3,7 1
Citocromo P450 79A1 [Sorghum bicolor] P-43 3,6 2
Acetiltransferasa [Arabidopsis thaliana] N17B07 3,4 1
Nectarina 5 [Nicotiana langsdorffii] P-27 3,2 3
Sin secuenciar N11G07 3.1 1
Proteina con dominio de unién a FAD [Arabidopsis thaliana] P-03 3,1 9
Nectarina 5 [Nicotiana langsdorffii] N14G04 3,1 1
Fenilalanina amonio liasa [Citrus clementina) NO6E02 3,0 1
Sin secuenciar N12B08 3,0 1
Sin secuenciar N16F03 2,9 1
Sin secuenciar N12G05 2,8 1
Poligalacturonasa [Penicillium digitatum) NO6E04 2,7 1
tPh;oIE_Z:\aa] relacionada con deshidratacién [Arabidopsis NO7E06 27 1
Dicianina [Lycopersicon esculentum] P-46 27 4
Sin secuenciar NO3D03 2,7 1
Proteina expresada [Arabidopsis thaliana) NO7B09 2,7 1
Receptor de glutamato [Arabidopsis thaliana] NO07C10 2,6 1
Sin secuenciar N11F04 2,6 1
Sin secuenciar N11F02 2,6 1
Micromatrices

Categoria funcional Unigen Logy(I/A) N°ESTs
Sin homologia. C04002B12 4,6 1
CPRD2 [Vigna unguiculata] C03003D11 3,7 1
Sin homologia. C05039C02 3,6 1
CPRD2 [Vigna unguiculata] C04011E02 3,6 1
Sin homologia. C18004E04 3,6 1
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Citocromo P450 79A2 [Arabidopsis thaliana) CO08011E05 3,5 1
Proteina de unién a cobre [Arabidopsis thaliana) C04006G10 3,3 1
Ciclofilina [Ricinus communis] 6693 3,3 3
Sin homologia. C04016G06 3,2 1
Dicianina [Lycopersicon esculentum] 7056 3.1 2
Sin homologia. C02013H11 3,1 1
10-hidroxigeraniol oxidoreductasa [Camptotheca acuminata] 7075 3,1 2
1-aminociclopropano-1-carboxilico oxidasa [Citrus sinensis] 4356 3.1 2
Dicianina [Lycopersicon esculentum] C04017A03 2,9 1
Sin homologia. C04016B10 2,9 1
Fenilalanina amonio liasa [Citrus clementinal 6764 2,8 2
Catecol O-metiltransferasa [Arabidopsis thaliana) C02008G03 2,8 1
1-aminociclopropano-1-carboxilico oxidasa [Citrus sinensis] 7230 2,7 10
S-adenosilmetionina sintetasa [Litchi chinensis] C02019B06 2,7 1
Citocromo P450 79A2 [Arabidopsis thaliana) C02021C08 2,6 1

Este analisis muestra correspondencias evidentes. Los unigenes P-
27, P-03 y el clon N14G04 de la macromatriz tienen alineamientos
adyacentes, separados por secuencias de restriccidon Rsal, con homologia
a nectarina 5 de Nicotiana langsdorffii (Figura 57), y son muy similares a
los unigenes C03003D11 y C04011E02 presentes en la micromatriz, que
son homologos a CPRD2, otra oxidoreductasa con dominio de unién a
FAD, como la nectarina 5. El unigen NOGEO2 de la macromatriz y el unigen
6764 de las micromatrices, con homologia a PAL, forman actualmente
parte de dos unigenes distintos en la base de datos del CFGP,
presentando una identidad del 87%. El unigen de las macromatrices P-43,
con homologia a citocromo P450 79A1, y el C02021C08 de las
micromatrices, con homologia a citocromo P450 79A2 presentan una
identidad del 57%, aunque mantienen una regién de aproximadamente 300
pb muy conservada. Por ultimo, los unigenes P-46, de la macromatriz, y
7056, de la micromatriz, ambos con homologia a dicianina, forman parte de
un mismo unigen en la base de datos del CFGP.

Al comparar los resultados de expresion de estos unigenes se
observa, por ejemplo, que el unigen NO6EO2 de la macromatriz y el unigen
6764 de la micromatriz, con homologia a PAL tienen unas ratios de
expresion, expresadas como Logaritmo en base 2, entre infeccion y control
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de 3,0 y 2,8, respectivamente (Tabla 19). Los unigenes P-46, de la
macromatriz, y 7056 de la micromatriz con homologia a dicianina y que
forman parte de un mismo unigen tienen unas ratios de 2,7 y 2,9. Estos
resultados, aunque se refieran a casos puntuales, muestran la uniformidad
entre las determinaciones de los niveles de expresion obtenidos en las
macro- y micromatrices.

Rsal Rsal
5 ,—> 3
aCL246Contig2 ' '

N14G04 (1 clon)
P-27 (3 clones)
P-03 (9 clones)

Figura 57. Esquema del alineamiento de los unigenes N14G04, P-27 y P-
03, pertenecientes a la bilblioteca de cDNA RindPdigS, con el unigen
aCL246Contig2 de la base de datos del CFGP, con homologia a Nectarina
5. Estos tres unigenes tienen alineamientos adyacentes, separados por
secuencias de restricciéon Rsal.

En cualquier caso, el uso de dos aproximaciones diferentes nos ha
permitido la obtencibn de informacion complementaria para el
conocimiento de un mismo sistema. La correcta interpretacion de estos
resultados puede ayudar a reconocer los procesos biolégicos que tienen
lugar en el fruto citrico en respuesta a la infeccién por el hongo patégeno
P. digitatum.

2.3. Anotacion funcional global de la respuesta del fruto citrico
a la infeccién por P. digitatum.

Ademas del estudio individual de genes, de sus niveles de
expresion y de su abundancia, el empleo de otras herramientas de
gendmica funcional, como el analisis de anotacién funcional, permiten
determinar los procesos biolégicos sobrerrepresentados en un sistema
biolégico a partir de la presencia de los genes relacionados con los
mismos.

Mediante el empleo del paquete informatico FatiGO+ (Babelomics,
http://gepas.bioinfo.cipf.es) se realizé un andlisis de anotacién funcional
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por ontologias génicas (GO) para determinar los procesos bioldgicos
sobrerrepresentados en los frutos citricos durante la infeccion por P.
digitatum. Para poder hacernos una idea de los cambios globales de
expresion génica en una condicion determinada y obtener resultados
significativos, este tipo de analisis debe realizarse sobre grandes
colecciones de genes con representacibn homogenea del genoma de un
organismo. Por este motivo los estudios de anotacion funcional se
realizaron Unicamente a partir de los resultados obtenidos de la hibridacién
de las micromatrices, ya que incorporan cerca de 7.000 genes de citricos
cuyo aislamiento no ha estado sesgado como en el caso de la biblioteca
sustractiva de las macromatrices.

A pesar de las limitaciones del analisis por ontologias génicas (GO)
como consecuencia de tener que trabajar Unicamente con aquellos genes
de citricos con homoélogo en A. thaliana, el estudio de las anotaciones
funcionales es util para tener una vision general de los procesos que se
inducen o reprimen como respuesta a la infeccion por P. digitatum.
Ademas, los resultados fueron apoyados mediante el uso de la
herramienta “OMICS Viewer”, incluida en el paquete informatico “AraCyc
4.0”. Este programa nos permitio realizar una representacion grafica de las
rutas metabdlicas de A. thaliana, teniendo en cuenta los cambios de
expresion de todos los genes significativos, incluyendo ademas, el nivel de
expresion de los mismos (Figura 35, , Figura 37, y Figura 39).

El analisis GO al comparar la condicién de infeccion respecto a
herida mostré que entre los procesos biolégicos no redundantes, inducidos
significativamente en respuesta a la infeccién, se encuentran
sobrerrepresentados los “procesos de biosintesis de la familia de
aminoacidos aromaticos, ruta del siquimato” (p = 0,0318), “procesos
biosintéticos de aminoacidos azufrados” (p = 0,0105), y “procesos de
biosintesis de isopentenil bifosfato (IPP), ruta independiente del
mevalonato” (p = 0,0318) (Tabla 14). Estos resultados se ven apoyados
por los analisis realizados con el programa “AraCyc 4.0”, en los que se
muestran representados la sintesis de aminoacidos aromaticos, el
metabolismo de fenilpropanoides, la biosintesis de isoprenoides y el
metabolismo de la metionina y ciclo de SAM, que revelan la induccion de
los genes que forman parte de estas rutas en respuesta a la infeccion
(Figura 35, Figura 37, y Figura 39). Entre los genes que forman parte de
estos procesos biolégicos se encuentran algunos relacionados con la
sintesis de aminoacidos precursores del metabolismo secundario, como
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EPSPs y DAHP, que codifican 3-fosfosiquimato-1-carboxibiniltransferasa y
3-desoxi-D-arabinoheptulosonato-7-fosfato sintasa, respectivamente; cuya
expresion diferencial fue posteriormente confirmada mediante hibridaciéon
Northern (Figura 41). Lo mismo ocurre con varios genes relacionados con
el metabolismo de fenilpropanoides, como PAL y COMT (Figura 42). Este
conjunto de resultados sugiere la implicacion del metabolismo
secundario en la respuesta de defensa a la infeccion (véase Discusion,
apartado 3).

Por otro lado, durante la infeccion estan sobrerrepresentados los
“procesos metabdlicos de S-adenosilmetionina” (p = 0,0083) y los
“procesos biosintéticos de hormonas” (p = 0,0445) (Tabla 14). El analisis
realizado con “AraCyc 4.0” apoya los resultados, ya que muestra inducidas
la ruta de sintesis de ET a partir de metionina, el ciclo de la metionina y el
ciclo de SAM, y la ruta de sintesis de JA, donde se observa que en
respuesta a la infeccién hay induccién de los genes de estas rutas
presentes en la micromatriz (Figura 35 y ). Estos resultados sugieren que
tanto el ET como el JA tienen un papel importante en la respuesta de los
frutos citricos a la infeccién por P. digitatum (véase Discusion, apartado 4).

Inmediatamente después del reconocimiento de cualquier
patdgeno, las primeras reacciones detectables en las plantas son la
formacion de ROS, las cuales, ademas de ser toxicas frente al patdgeno,
pueden favorecer el refuerzo de la pared celular haciéndola mas resistente
a la penetracion y degradacién enzimatica por parte del patégeno o actuar
como moléculas de transduccion de sefal, contribuyendo a la puesta en
marcha de la compleja red de sefalizacion que desencadenara todas las
respuestas de defensa de la planta (Levine et al., 1994; Lamb y Dixon,
1997; Torres et al., 2006). El analisis GO entre la condicién de infeccidon
respecto a herida, mostré una sobrerrepresentacion de genes relacionados
con ‘respuesta al estrés oxidativo” (p = 0,0107) (Tabla 14). Hay que tener
en cuenta que este resultado corresponde a un nivel GO 5, que es un nivel
bajo y, por lo tanto, bastante general. Este resultado no solamente incluye
genes directamente relacionados con el estrés oxidativo, como aquellos
implicados en la sintesis de varias peroxidasas y descarboxilasas, sino
también genes del metabolismo relacionados mas indirectamente, como
dos genes relacionados con la sintesis de una gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa y una fenilalanina amonio-liasa.
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Diversos estudios realizados por nuestro grupo han relacionado el
estrés oxidativo con la respuesta de defensa de los frutos citricos frente a
diferentes estreses bibticos y abibticos (Sala y Lafuente, 2004; Ballester et
al., 2006). En los estudios realizados por Ballester et al (2006) se observo
un aumento de la actividad POX insoluble en la zona de maceracién del
flavedo infectado por P. digitatum, lo que sugiere que esta enzima podria
contribuir a aumentar la resistencia del tejido externo frente al ataque por
patdgenos.

La alta produccion de ROS durante la infeccibn de patdgenos
puede inducir la muerte de las células del huésped cercanas al desarrollo
de la infeccién (Torres et al., 2006). En el caso de la infeccion por
microorganismos bio- y hemibiétrofos esta muerte localizada ayuda a
confinar al patégeno, evitando su proliferacién por el resto de la planta. Sin
embargo, cuando la infeccién esta causada por organismos necrétrofos, la
muerte celular puede facilitar una mejor progresién del patégeno por el
huésped al aprovecharse de los compuestos de degradacion celular
producidos (Govrin y Levine, 2000). El estudio de expresion de genes
relacionados con estrés oxidativo presentes en la micromatriz (Tabla 17),
muestra que entre los genes relacionados con el metabolismo de ROS
reprimidos por la infeccién se encuentran varios genes CAT y SOD, cuyas
enzimas estan implicadas en la eliminacion de ROS. Estos cambios de
expresiéon génica podrian estar relacionados con una acumulacién de
H,O,, lo que induciria la muerte celular, favoreciendo el desarrollo del
hongo necrétrofo. Esta aparente contradiccion podria ser debida a una
alteracién de la expresién génica de la planta mediada por el patdégeno
para favorecer el desarrollo de la infeccién. Sin embargo, este resultado
contradice trabajos recientes que sugieren lo contrario. Estudios realizados
acerca de los mecanismos de patogenicidad de P. digitatum sobre frutos
citricos muestran como P. digitatum suprime la produccion de H,O, en
frutos citricos, inhibiendo la respuesta mediada por ROS en el fruto
(Macarisin et al., 2007). La Tabla 17 muestra también la induccion de
varias glutation S-transferasas, glutation peroxidasas y ascorbato
peroxidasas durante el proceso de infeccion. Estas moléculas pueden
estar implicadas en la inducciéon de medidas que contrarresten el estrés
oxidativo generado por las ROS. Este mecanismo esta descrito en plantas,
observandose que su activacién se produce para evitar los dafnos celulares
(Mittler et al., 2004), lo que apoya los resultados anteriores, contradiciendo
lo descrito por Macarisin et al., (2007). Los mecanismos de las plantas que
controlan el nivel de las ROS son complejos. En A. thaliana se han descrito
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al menos 152 genes implicados en el control de las ROS (Mittler et al.,
2004). Esta red de genes relacionados con el metabolismo de las ROS
supone una constante regulacién para controlar la defensa frente a
patégenos y el dafio celular.

La Unica anotacién funcional que sufre represion durante el proceso
de infeccidon respecto a herida es la “respuesta a estrés” (p = 0,0194)
(Tabla 14). Fijandonos en las anotaciones funcionales de infeccién y herida
frente a aire, se observa que ambos procesos tienen una
sobrerrepresentacion de genes que se reprimen relacionados con la
‘respuesta a estimulos abiéticos”. Algunos autores sugieren que las
respuestas a estrés bidtico y abiotico comparten varios componentes de
sefalizacibn comunes que relacionarian ambos tipos de respuestas (Chini
et al., 2004). Sin embargo, otros autores han sugerido la idea de que las
plantas han desarrollado estrategias para evitar la produccién simultanea
de proteinas implicadas en las respuestas al estrés abibtico y al ataque por
patogenos (Anderson et al., 2004). La regulacién de la expresiéon génica
durante la infeccion parece estar implicada no sélo en la induccion de
diferentes mecanismos de defensa, sino también en la represiéon de las
actividades celulares no necesarias y la movilizacion de los recursos
necesarios para hacer frente, lo mas eficientemente posible, al problema
que se enfrenta (Logemann et al., 1995).

Durante el ataque por patogenos, en las plantas  se produce una
acumulacién de proteinas relacionadas con la patogénesis (proteinas
PR: “pathogenesis-related proteins”) (Van Loon et al., 2006b). Estas son
proteinas intra y extracelulares, producidas por la planta, e inducidas por
diversos estreses, que juegan un papel importante en la respuesta de
defensa de las mismas. Algunas de estas proteinas poseen actividad
antimicrobiana frente a hongos y bacterias in vitro, aunque su expresion en
plantas transgénicas reduce uUnicamente un limitado numero de
enfermedades, dependiendo de la naturaleza de la proteina, la especie de
planta y el patégeno implicado (Van Loon et al., 2006b). La expresion de
los genes que codifican estas proteinas esta regulada por una compleja
red de moléculas de sefializacién que ademas del ET, incluye SA, JAy
ABA (Adie et al., 2007b). Un ejemplo de la interrelacion entre diversas
hormonas en la regulacion de genes que codifican proteinas PR es la
induccién por SA de varios genes PR que son reprimidos por la expresion
del gen MPK4, implicado en la induccion de genes mediados por JA
(Lorenzo y Solano, 2005). MPK4, que codifica una MAP quinasa 4, fue el
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primer gen identificado como regulador de la interaccion entre JA y SA. El
mutante mpk4 exhibe una SAR constitutiva, lo que implica, como se ha
visto en otros mutantes relacionados con la acumulaciéon de SA, una mayor
resistencia a la infeccion por determinados patogenos (Petersen et al.,
2000).

Existen pocos trabajos acerca de la implicacion de genes que
codifican proteinas PR en citricos. La generacion de naranjos transgénicos
capaces de producir osmotina (PR-5), gracias a la insercibn de un gen
procedente de tomate, los ha hecho resistentes frente a P. citrophthora
(Fagoaga et al., 2001). En frutos citricos se ha detectado la expresion de
genes que codifican miraculinas tras la inoculacion fungica o el tratamiento
con MeJA pero que se ve reprimida por el tratamiento con SA (Tsukuda et
al., 2006). Los resultados obtenidos en la hibridacidon de la micromatriz
muestran la induccién de 6 genes que codifican miraculinas durante la
infeccion, lo que confirma su importancia durante este proceso (véase
material adicional).

Se ha descrito que la aplicacion de diversos tratamientos que
inducen resistencia frente a patdégenos en frutos citricos, provoca el
aumento de la expresion de quitinasas. Por ejemplo, la aplicacién de luz
UV, ET, herida, BABA o el agente de biocontrol C. oleophilla, induce en
pomelos la expresion de chi1, que codifica una quitinasa, (Porat et al.,
2001). Este gen presenta una homologia del 98% con los unigenes 635,
3183 y 6931 presentes en la micromatriz 7K. Si se estudia el patron de
expresion de estos unigenes, se observa que ninguno de ellos se induce
por la infeccion. Esta aparente contradiccidon con lo descrito previamente
puede deberse a que nuestro estudio de micromatrices solamente refleja la
expresion en un momento puntual del desarrollo de la infeccién, por lo que
para confirmar su implicacion, se deberia hacer un estudio temporal de su
expresion durante el proceso de infeccidon. Sin embargo, otros genes que
codifican diferentes tipos de quitinasas si se inducen a las 24 hpi, como es
el caso de los unigenes C18009A05, 6912, 6989 y 55009.

Se ha descrito la implicacién de varios genes de frutos citricos que
codifican B-1,3-glucanasas en respuesta a varios tratamientos, entre ellos
la infeccion por P. digitatum (Porat et al., 2002; Sanchez-Ballesta et al.,
2006). Los genes gns?1 y CrglcQ aislados por estos autores no estan
incluidos en las micromatriz analizada, sin embargo, de las 8 (-1,3-
glucanasas presentes en la micromatriz, 4 de ellas se inducen durante la
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infeccién, lo que apoya la implicaciéon de las glucanasas durante la
respuesta a la infeccion.

Los resultados de hibridacibn de las micromatrices, mostraron
cambios de expresion de genes que codifican diferentes proteinas PR
como respuesta a la infeccion (Tabla 18). Este analisis reveld que, de los
80 unigenes de la micromatriz que codifican proteinas PR, 21 estan
inducidos en los frutos infectados respecto a los frutos control, pero
ademas hay 14 que se reprimen por la infeccién. De entre los reprimidos,
es de resaltar que 9 codifican proteinas de transferencia de lipidos (LTP) -
PR 14-, las cuales, sin embargo, han sido descritas por otros autores como
mediadoras de la respuesta temprana de las plantas frente a patdgenos,
interviniendo en el reconocimiento del patbgeno por parte de la planta
(Blein et al., 2002). Estudios sobre la infeccion de A. thaliana por
patbgenos necrotrizantes han sugerido la implicacion de una LTP
apoplastica en la respuesta de sefializacion de defensa a larga distancia
mediada por SA, a través de la unién a otra molécula de naturaleza lipidica
(Maldonado et al., 2002). Algunos autores han sugerido que el patéogeno
puede inducir la represidbn de genes implicados en defensa. Estudios
realizados mediante el empleo de bibliotecas sustractivas de cDNA
muestran que el patégeno Colletotricum acutatum durante la infeccion de
fresas es capaz de reprimir la expresion de genes relacionados con la
respuesta de defensa de las plantas, como quitinasas, POXs y j-1,3-
glucanasas (Casado-Diaz et al., 2006).

Por otro lado, la causa de que exista diferencia en la expresiéon de
los diferentes genes que codifican proteinas PR puede deberse a que no
todas ellas estén relacionadas con la respuesta a patégenos. Esta descrito
que la senescencia o algunos estreses abidticos, como la herida o el estrés
por frio, pueden también inducir la sintesis de algunas proteinas PR
(Broekaert et al., 2000; Sanchez-Ballesta et al., 2006). Muchas proteinas
relacionadas con defensa se producen de forma constitutiva en tejidos
florales, y un numero sustancial de proteinas PR estadn presentes en el
polen. Este hecho sugiere que estas proteinas pueden estar
desempefando diferentes funciones en las plantas a parte de la respuesta
frente a patdogenos Es posible que la micromatriz contenga genes
implicados en la sintesis de proteinas PR que no estén relacionados con
defensa, ya que, como se ha mencionado, la micromatriz contiene genes
provenientes de varias bibliotecas generadas a partir de diferentes tejidos,
en diversas situaciones de desarrollo y respuesta a estreses bibticos vy
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abidticos (Forment et al., 2005). De hecho, si estudiamos los genes PR
presentes en la micromatriz con anotacibn GO se observa que estan
implicados en procesos biolégicos muy diversos, como “metabolismo de
carbohidratos”, “transporte de lipidos”, “rutas de sefalizacién mediadas por
ET”, “respuesta a patdgenos”, “respuesta a herida”’, o “respuesta a

estimulos relacionados con acido abcisico”.

Las rutas de transduccion de senal mediadas por SA, JA'y ET
tienen como destino el nucleo y los cambios en la expresidbn génica a
través de la actuaciéon de diversos factores de transcripciéon, que
conlleva la induccion y represién coordinada de la expresion de grupos de
genes (Kunkel y Brooks, 2002). Estudios realizados mediante la hibridaciéon
de micromatrices de cDNA en A. thaliana han permitido la identificacion de
un gran numero de factores de transcripcion implicados en la ruta de
transduccién de sefial mediada por SA, JA y ET, que controlan la
expresion de muchos genes relacionados con la respuesta a estrés (Chen
et al., 2002). Entre los genes que se inducian especificamente durante la
infeccion se encontraron algunos que pertenecen a las superfamilias
AP2/EREBP, proteinas Myb, WRKY vy algunos tipos de proteinas con
dedos de zinc.

Los resultados de anotacion funcional muestran que Unicamente la
condicion de infeccidbn respecto a aire tiene sobrerrepresentada la
“respuesta inmune innata” (p = 0,0289) y la “respuesta de defensa,
interaccion incompatible” (p = 0,0103). El estudio mas detallado de estas
categorias muestran genes relacionados con procesos de sefalizacion y
sintesis de JA, como aquellos que codifican una MPK4, una LOX2 o una
proteina LSD1 (“Lesion Simulating Disease 1”), implicadas en la respuesta
frente a patdgenos y en muerte celular (Mateo et al., 2004; Brodersen et
al., 2006). En estos procesos se observa Unicamente un gen que codifica
una quitinasa, lo que sugiere poca implicacién de las proteinas PR en esto
procesos.

El estudio de los unigenes de la micromatriz relacionados con
transcripciéon y sefalizacién confirmé que algunos de ellos estan inducidos
o reprimidos diferencialmente durante la infeccion (Tabla 16). De entre los
genes que codifican factores de transcripcién, los que tienen una mayor
induccién en infeccidn respecto a herida codifican una proteina NAM y una
proteina Spf1. Las proteinas NAM (“No Apical Meristem”) son factores de
transcripcién implicados en procesos de desarrollo, como la formacién de
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meristemos y de érganos florales, pero también en el control hormonal de
la planta y en la respuesta de defensa (Duval et al., 2002). El factor de
transcripciéon Spf1 es necesario para el control del aporte de carbono en el
crecimiento celular. La expresion de Spff depende de la presencia de
nutrientes y responde rapidamente a situaciones de estrés {Ishiguro, 1994
901 /id}. El siguiente gen que codifica un factor de transcripcién con mayor
expresion diferencial durante la infeccion es de tipo WRKY. Las proteinas
WRKY son una superfamilia de factores de transcripcion con mas de 100
representantes en A. thaliana (Eulgem et al., 2000). Algunos miembros de
esta familia estdn implicados en la regulacion de varios procesos
fisiologicos de plantas, entre los que se incluye el desarrollo de tricomas, la
senescencia o la defensa frente a patégenos, actuando como reguladores
positivos y negativos de la respuesta a la enfermedad (Eulgem vy
Somssich, 2007). De hecho, un mecanismo utilizado para la induccién de
las respuestas de defensa de las plantas consiste en la inactivaciéon de las
proteinas que inhiben a los factores de transcripcion WRKY (Eulgem y
Somssich, 2007).

Respecto a la represiéon de factores de transcripcion, los que sufren
mayor regulacion negativa son dos genes que codifican proteinas ASR.
Estos genes estan inducidos por ABA, y parecen estar implicados en
procesos del desarrollo de la planta, como la senescencia y el desarrollo
del fruto, y en respuestas a estreses abibticos, como la deshidratacion, sal,
frio y el defecto de luz (Cakir et al., 2003).

3. Redireccionamiento del metabolismo celular del fruto en
respuesta a la infeccién por P. digitatum. Implicacién del
metabolismo secundario.

El estudio de las categorias funcionales de los clones obtenidos en
las bibliotecas génicas RindPdigS, RindPdig24 y PostharvP1, junto con el
analisis de la anotacion funcional mediante ontologias génicas (GO) a
partir de los resultados de la hibridacién de micromatrices, han aportado
informacién sobre los procesos bioloégicos implicados en la respuesta de
los frutos citricos a la infeccién por P. digitatum, la herida y el tratamiento
con ET. Estos resultados han demostrado que durante la infeccién por
dicho hogo se produce una induccion de varias rutas metabdlicas, tanto del
metabolismo primario como secundario, observandose que el metabolismo
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de fenilpropanoides, isoprenoides y alcaloides estdn muy representados en
las diferentes aproximaciones realizadas durante este trabajo.

El analisis de la distribucién de las ESTs de la biblioteca RindPdigS con
homologos en A. thaliana en categorias funcionales, usando la base de
datos del MIPS, mostr6 que el 38% de los clones relacionados con
metabolismo forman parte del “metabolismo secundario”, el 27% del
“metabolismo de aminoacidos” y el 6% del “metabolismo de lipidos, acidos
grasos e isoprenoides” (Tabla 4). De los 365 clones secuenciados validos
de RindPdigS, se han encontrado 65 clones con categoria funcional
relacionada con el metabolismo secundario (18% del total), los cuales han
sido agrupados en un total de 30 unigenes (Figura 58).
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Figura 58. Esquema de las rutas del metabolismo secundario de
frutos citricos en las que se indica en los cuadros el numero de unigenes de la
biblioteca RindPdigS en esa parte de la ruta, y entre paréntesis el nUmero de
clones pertenecientes a esos unigenes. G-3-P: gliceraldehido-3-fosfato; PEP:
fosfoenolpiruvato; Pyr: piruvato; DAHP: 3-desoxi-D-arabinoheptulosonato-7-
fosfato; Trp: triptéfano; Tyr: tirosina; Phe: fenilalanina; TIA: alcaloide
terpenoide indélico; HGA: acido homogentisico; Retic: reticulina; BIA: alcaloide
benzilisoquindlics; DX: desoxixilulosa; MVA: acido mevalénico; IPP:
Isopentenildifosfato; GPP: geranildifosfato; GGPP: geranilgeranildifosfato; MT:
monoterpenos. D y @ indican interaccion entre diversas rutas.

Flavonoides
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La representacién grafica de la localizaciéon metabdlica de estos
unigenes presentes en la macromatriz muestra cdmo la infeccién parece
estar produciendo una activacion de las rutas metabdlicas relacionadas
con fenilpropanoides, isoprenoides y alcaloides (Figura 58).

El estudio de las hibridaciones de las micromatrices ha mostrado
también, tanto a nivel de genes individuales como a nivel de las
anotaciones funcionales globales, una sobrerrepresentacion de genes
relacionados con el metabolismo secundario que estan inducidos por la
infecciéon (Tabla 12 y Tabla 15). Los datos mas relevantes sobre las rutas
mas significativas se discuten con mas detalle a continuacion.

3.1. Biosintesis de corismato/siquimato.

Gran cantidad de compuestos del metabolismo secundario se
producen a partir de moléculas sintetizadas en otras rutas del metabolismo
primario. La ruta del siquimato dirige el metabolismo de la glucosa hacia
la sintesis de los aminoacidos aromaticos fenilalanina (Phe), triptofano
(Trp) y tirosina (Tyr) (Herrmann y Weaver, 1999). Estas moléculas del
metabolismo primario son punto de partida para la biosintesis de
determinados compuestos que forman parte del metabolismo secundario.
Muchos metabolitos derivados de estos tres aminoacidos estan descritos
como agentes antimicrobianos, y su sintesis estd inducida durante la
infeccion (Herrmann, 1995).

En los resultados de la secuenciacion de los clones de RindPdigS,
se observa que la distribucion en categorias funcionales de las ESTs con
homologo en A. thaliana, usando la base de datos del MIPS, muestra una
alta proporciobn de genes relacionados con el “metabolismo de
aminoacidos” (Tabla 4). En la Figura 58 se puede advertir como esta
biblioteca sustractiva tiene representaciéon de las reacciones que suponen
el desvio de fosfoenolpiruvato (PEP) hacia la sintesis de corismato. Por
otro lado, las bibliotecas RindPdig24 y PostharvP1 tienen también alta
representacion de genes implicados en estas rutas. Uno de los clones mas
abundantes en ambas colecciones codifica una fosfo-2-deshidro-3-
desoxiheptonato aldolasa, que forma parte de la ruta del siquimato (Tabla
8). El estudio de la anotacién funcional muestra que dentro de los procesos
bioldégicos inducidos durante la infeccién respecto de la herida se
encuentran sobrerrepresentados los “procesos de biosintesis de la familia
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de aminoacidos aromaticos, ruta del siquimato” (Tabla 14). El uso de la
herramienta “OMICS Viewer’ apoya estos resultados presentando
induccién por infeccion de los genes implicados en la ruta de sintesis de
los aminoacidos aromaticos triptéfano y fenilalanina (Figura 37).

La primera reaccion de la ruta del siquimato es la condensacién de
PEP con eritrosa-4-fosfato para formar 3-desoxi-D-arabinoheptulosonato-7-
fosfato (DAHP) gracias a la accién de la enzima DAHP sintasa (Herrmann
y Weaver, 1999). Estudios en A. thaliana sugieren la existencia de al
menos dos genes DAHP (DHSI'y DHSII) (Keith et al., 1991). Estos autores
proponen la existencia de una expresion diferencial de estos dos genes;
DHSI parece tener una inducciéon de su expresiéon tanto por herida como
por la infeccion con el patdbgeno Pseudomonas syringae, mientras que
DHSII no sufre induccion por estos tratamientos. Estos resultados sugieren
que DHSI y DHSII tienen diferentes funciones fisiolégicas, para permitir a
la planta una regulacién independiente de la biosintesis de aminoacidos
aromaticos por distintos requerimientos fisiolégicos, como la sintesis de
proteinas o el metabolismo secundario.

Los sustratos de la reaccion catalizada por la DAHP, el PEP vy la
eritrosa-4-fosfato, son dos intermediarios de la ruta glicolitica y de la ruta
oxidativa de las pentosas fosfato, respectivamente. Al analizar los
resultados de las hibridaciones de las micromatrices mediante el uso del
programa informatico “OMICS viewer” se observé que entre las rutas que
se inducen por la infeccién se incluye la ruta oxidativa de las pentosas
fosfato como sobrerrepresentada entre los procesos inducidos durante la
infeccion. La inducciéon de estas rutas durante la infeccién es un proceso
ya descrito en otras plantas. Asi, el tratamiento de cultivos celulares de
Petroselinum crispum con elicitores del hongo Phytophthora megasperma
supone un aumento inmediato en la producciéon de CO,, y la activacion de
las enzimas claves en la regulacion del flujo de carbono hacia la glicélisis y
la ruta de las pentosas fosfato (Norman et al., 1994).

El estudio de expresion por hibridacion Northern del gen DAHP
confirma la induccibn de su expresion en respuesta a herida vy
especialmente durante la infeccion, tanto en naranjas ‘Navelate’ como
mandarinas ‘Clemenules’ (Figura 41). El estudio del gen EPSPs, que
codifica la 3-fosfosiquimato-1-carboxibiniltransferasa implicada en un paso
previo a la sintesis de corismato, muestra inducciéon por la herida e
infeccion en naranjas ‘Navelate’, sin embargo su nivel de expresién en
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mandarinas ‘Clemenules’ es mucho menor y soélo muestra una clara
induccién por ET, al igual que ocurre en los frutos de naranja (Figura 41).

La ruta del siquimato es el punto de partida para la sintesis de
compuestos fenodlicos cuya funcién estd relacionada con la respuesta
frente a patégenos, como los flavonoides y las cumarinas (Ortuio et al.,
1997; Angioni et al., 1998; Afek et al., 1999; Del Rio et al., 2004).
Diferentes trabajos han demostrado la implicaciéon de varios de estos
compuestos, como la escoparona, umbeliferona y escopoletina en la
respuesta de los frutos citricos a la infeccion (véase apartado 3.3).

3.2. Biosintesis de Isopentenildifosfato (IPP).

Los isoprenoides constituyen un grupo muy numeroso y
heterogéneo de compuestos del metabolismo primario, como los
carotenoides, la clorofila y el ABA, entre otros, y del metabolismo
secundario, como la xantosina o el fitol. Todos ellos derivan de una unidad
estructural comun, el isopentenildifosfato (IPP) (Lichtenthaler, 1999). En
plantas superiores, la sintesis de IPP puede tener lugar a través de dos
rutas, la del mevalonato, y la del metileritritolfosfato (MEP) (Figura
59)(Lichtenthaler, 1999).

Estudios realizados mediante el uso de precursores marcados
sugieren que los triterpenos, sesquiterpenos, y politerpenos estan
producidos en el citosol a través de la ruta del mevalonato, mientras que
los monoterpenos se forman en los plastidios a través de la via del MEP
(Herrmann, 1995). Esta compartimentacién coincidiria con la funcion de los
correspondientes compuestos derivados en la fotosintesis (cloroplasto) o
como constituyentes de las membranas de las células de la planta (ruta
citosolica) (Nugroho y Verpoorte, 2002).

El analisis de las bibliotecas de cDNA RindPdigS, RindPdig24 y
PostharvP1 muestra la presencia de genes relacionados con el
metabolismo de isoprenoides en todas ellas, sugiriendo la importancia de
estas rutas metabdlicas durante la respuesta a la infeccién (Tabla 4 vy
Tabla 8). De hecho, el gen de la 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa,
enzima clave en la via del MEP, es de los unigenes mas abundantes en
RindPdig24 y PostharvP1 (Tabla 8).
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Figura 59. Biosintesis de IPP en las células vegetales mediante la ruta
del mevalonato en el citosol y la ruta del MEP en los plastidios, indicandose los
metabolitos principales derivados de ambas rutas. IPP: isopentenildifosfato,
DMAPP: dimetilalil pirofosfato, FPP: farnesil pirofosfato, DXP: 1-desoxi-D-
xilulosa 5-fosfato, MEP: 2-metileritritol-4-fosfato, CDP-MEP: 4-difosfocitidil-2-

metileritritol-2-fosfato,

MEC: 2-metileritritol-2,4-ciclodifosfato,

GPP: geranil

pirofosfato, GGPP: geranilgeranil pirofosfato, ABA: acido abscisico.

El estudio de

la anotacion funcional

de los resultados de

micromatrices, muestra la inducciéon durante la infeccion respecto de la
herida del proceso biolégico “biosintesis de isopentenil bifosfato (IPP), ruta
independiente del mevalonato” con un nivel de anotacion GO mas
profundo. Este nivel GO mas alto refleja un mayor detalle en la anotacion,
lo que sugiere una inducion de la rama MEP (Tabla 14). Esta conclusion se
apoya con el analisis mediante el programa informatico “OMICS viewer”
que mostr6 como la herida, y en mayor medida la infeccion por P.
digitatum, suponen la induccion de genes implicados en la sintesis de IPP
por la via del MEP, mientras que la via del mevalonato queda reprimida

(Figura 39). Los resultados indican

que la sintesis de IPP en respuesta a

herida e infeccion se induce especificamente a través de la via del MEP, y
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sugieren una seleccion en el direccionamiento del metabolismo debido a la
infeccidbn por patdogenos mediante la induccion/represion de rutas
alternativas.

La induccién del metabolismo de isoprenoides y sus derivados
durante la infeccién se confirma con los resultados de expresién génica
obtenidos mediante hibridaciéon Northern. Se puede observar que existen
diferentes patrones de expresion diferencial (). GepE y DXS, implicados en
la ruta de sintesis de IPP via MEP muestran induccién por la infeccion,
confirmando los resultados de anotacion funcional. Los resultados de
hibridacion de genes relacionados con derivados de isoprenoides,
muestran una induccién a tiempos cortos del gen que codifica una acido
homogentisico geranilgeranil transferasa (HGGT) (). Sin embargo, tanto
tocoferol ciclasa (TC) como p-caroteno hidroxilasa (BCH) sufren una
represion de la expresion durante la infeccion, lo que sugiere una inhibicion
de las rutas de sintesis de tocoferoles y carotenoides, que se encuentran
mas abajo, sugiriendo un nuevo redireccionamiento del metabolismo de
isoprenoides durante la infeccion.

Existen trabajos que demuestran la presencia de isoprenoides en
los aceites esenciales de frutos citricos. Estudios realizados sobre frutos
citricos infectados con P. digitatum y P. ijtalicum han comprobado la
presencia de monoterpenos, como geraniol y nerol, y de sesquiterpenos,
como B-farneseno y a—elemeno, en los aceites esenciales, y se ha visto
que hay una correlaciéon positiva entre el contenido de algunos de estos
compuestos y la inhibicion del desarrollo de patégenos flngicos,
especialmente de P. digitatum (Caccioni et al., 1998). Otros autores han
demostrado la presencia de compuestos antifungicos en las glandulas de
aceite de limones inmaduros (Rodov et al., 1995). Entre estos compuestos
se identific6 alta concentraciéon del monoterpeno citral y las cumarinas o
furanocumarinas limetina, isopimpinelina y 5-geranoxi-7-metoxicumarina.
Estos compuestos estan preformados en el fruto, lo que indica que su ruta
de sintesis no requeriria ser inducida por la presencia del patégeno tal y
como se deduciria de nuestros resultados. Sin embargo, su concentraciéon
disminuye considerablemente con la maduracion del fruto, por lo que es
posible que la induccion de la biosintesis de isoprenoides a partir de
metileritritol como consecuencia de la infeccién por P. digitatum ocurra
solamente en frutos maduros.
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3.3. Metabolismo de fenilpropanoides.

Esta descrito que, en plantas, el metabolismo de fenilpropanoides
sufre modificaciones en respuesta a diferentes tipos de estrés, entre ellos
el ataque por patogenos (Dixon y Paiva, 1995). Diferentes estudios han
descrito la implicaciobn de genes relacionados con esta familia de
compuestos en las respuestas de los frutos citricos frente a diversos
estreses, como las radiaciones gamma, la aplicacion de ET o el desarrollo
de la infeccién por P. digitatum (McCollum, 2000; Lafuente et al., 2001;
Marcos et al., 2005).

Se ha estudiado la presencia de compuestos fenélicos en citricos,
especialmente cumarinas, flavanonas, flavonas y flavonoides en la corteza
y zumo de frutos de diferentes citricos (Nogata et al., 2006; Peterson et al.,
2006). Sin embargo se sabe bastante poco sobre la implicacion de estos
compuestos durante la infeccion de los frutos. Los estudios sobre la
presencia de compuestos fenélicos en frutos citricos como respuesta a la
infeccion por patégenos se han centrado en las cumarinas y los
flavonoides. Como ya se ha comentado, la umbeliferona es una fitoalexina
que se acumula en el albedo de pomelos inmaduros infectados por P.
digitatum (Afek et al., 1999). La escoparona es otra fitoalexina que se
detecta en el flavedo de limones inoculados con P. digitatum, mientras que
no se detecta en frutos sanos (Kim et al., 1991a). Se ha observado que
tanto la presencia de escoparona como de otra cumarina, la escopoletina,
reducen la incidencia de la infeccidon en heridas infectadas por P. digitatum
(Angioni et al., 1998). Por otro lado, dentro de los flavonoides, se ha
estudiado la implicacién de las flavanonas y las polimetoxiflavonas en
frutos citricos infectados con P. citrophtora (Del Rio et al., 2004).

La fenilalanina, precursor de la sintesis de fenilpropanoides, es uno
de los aminoacidos derivados de la ruta del siquimato. Este aminoacido
aromatico se transforma en acido cinamico por acciéon de la enzima PAL
(Dixon et al., 2002). Esta enzima es clave en el metabolismo de
fenilpropanoides, ya que es la primera en la ruta, dando lugar a la sintesis
de diversos compuestos relacionados con las respuestas de las plantas
frente a estreses bioticos y abiéticos (Dixon y Paiva, 1995). En este trabajo
hemos observado que PAL es uno de los genes con mayor expresion en
infeccion respecto a aire segun los resultados de hibridacién tanto con
macro- como con micromatrices (Tabla 19). Este hecho concuerda con
resultados previos en frutos citricos que muestran una induccién en la
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expresion de este gen en respuesta al ataque por patégenos, tanto en
pomelos como en naranjas 'Navelina® (McCollum, 2000; Marcos et al.,
2005; Ballester et al., 2006).

Ademas, se sabe que la actividad PAL en frutos citricos muestra un
aumento en respuesta a la infeccién por P. digitatum en la piel del fruto
(Ballester et al., 2006), por tratamientos de induccién de resistencia como
luz UV (Droby et al., 1993a) o por el empleo de elicitores quimicos o
bioldégicos (Fajardo et al., 1998), lo que relaciona el metabolismo de
fenilpropanoides con las respuestas de defensa de los citricos frente a la
infeccién por patégenos.

El estudio de la anotacion funcional GO muestra que los “procesos
metabdlicos de fenilpropanoides” estan sobrerrepresentados entre aquellos
procesos biolégicos que se inducen durante la infeccion y la herida frente a
aire (Tabla 15). Estos resultados estan apoyados, ademas, por los
obtenidos mediante el uso de la herramienta de visualizacion de rutas, en
donde se puede apreciar que la infeccion por P. digitatum produce una
induccién del metabolismo general de fenilpropanoides a partir de la
fenilalanina (Figura 38).

En el andlisis de hibridacion Northern se observa que, en general,
el patron de expresion de aquellos genes estudiados, relacionados con el
metabolismo de fenilpropanoides, como PAL, AT, OX, CYP79A1, COMT o
CaOMT, corresponde a una ligera induccién en respuesta a la herida y una
alta inducciéon como respuesta a la infeccion, lo que confirma los resultados
obtenidos por las otras aproximaciones (Figura 42).

Los genes OMT estan implicados en la metilacion de diversos
compuestos, como fenilpropanoides, alcaloides y algunos isoprenoides. La
metilacién de compuestos fendlicos es un paso importante en diferentes
procesos, entre otros la sintesis de moléculas implicadas en la respuesta a
diferentes tipos de estrés (Dixon y Paiva, 1995). Pero la funcion mas
estudiada de las OMTs se refiere a su implicacion en la biosintesis de
ligninas (Anterola y Lewis, 2002). La sintesis de lignina esta relacionada
con las respuestas de defensa de las plantas al ataque por patégenos. Se
ha comprobado, en limones, que la infeccion por P. digitatum induce la
acumulacién de estos compuestos alrededor del punto de inoculaciéon
(Nafussi et al., 2001). Estas moléculas hacen mas resistentes las paredes
celulares, dificultanto que la zona de infeccibn sea degradada por las
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enzimas liticas del hongo. Ademas evitan la difusion de enzimas y toxinas
del hongo, y de agua y nutrientes de la planta.

Se ha descrito que las ROS pueden actuar como intermediarios
inductores de la sintesis de fitoalexinas (Apostol et al., 1989). El H,0O,
actua en la sintesis de compuestos fendlicos como ligninas y suberinas por
accion de la peroxidasa (POX). A partir de los resultados de hibridacién de
las micromatrices hemos observado que de los 9 unigenes con homologia
a POX, dos se inducen por la infeccién y dos se reprimen, mientras que los
otros 5 no muestran cambios de expresién (Tabla 18). Estos resultados
sugieren diferentes implicaciones en el metabolismo de cada uno de ellos.
El estudio mediante analisis Northern de la expresién de un gen POX
(C06015A10) muestra una alta expresion por la herida, pero que se atenua
en la infeccion a partir de las 24 horas (Figura 42).

La induccion de la expresion de diferentes citocromo P450 durante
la infeccibn se ha observado en todas las aproximaciones realizadas
(Tabla 12 y Figura 42). Los citocromos P450 estan implicados en la
sintesis de diferentes compuestos, desde componentes estructurales
(fenilpropanoides, acidos grasos y esteroles), a moléculas de sefializacion
(oxilipinas, brasinosteroides, acido abscisico y acido giberélico) y
compuestos de defensa (alcaloides, terpenos y cumarinas) (Schuler et al.,
2006). Diferentes estudios relacionan a los citocromo P450 con la sintesis
de compuestos fendlicos, flavonoides y cumarinas (Bourgaud et al., 2006;
Ayabe y Akashi, 2006; Ehlting et al., 2006). Las hibridaciones Northern
muestran la expresion de dos genes que codifican una citocromo P450
79A1 (CYP79A1) que se induce durante la infeccion, y una citocromo
monoxigenasa (CYPM) con represion durante la herida y la infeccion
(Figura 42). Estos resultados sugiere la diversificacion de funciones de
estos genes en el metabolismo de los citricos.

Todos estos resultados apoyan otros trabajos realizados en el
“Laboratorio de Fisiologia y Biotecnologia de Postcosecha” del IATA que
han demostrado un cambio en la expresion de genes de frutos citricos
relacionados con el metabolismo de fenilpropanoides tanto en respuesta a
la infeccion por P. digitatum como a la aplicacion de tratamientos de
induccién de resistencia frente a este patdgeno, sugiriendo la implicacion
de estos compuestos en la respuesta de defensa de los frutos citricos a la
infeccion por patdgenos (Ballester, 2007).
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3.4. Metabolismo de alcaloides.

Los alcaloides son un grupo de metabolitos secundarios
relacionados, entre otros aspectos, con la respuesta de las plantas a la
infeccién por patégenos (Ziegler y Facchini, 2008). Estos se clasifican en 4
grupos atendiendo a su naturaleza: los alcaloides terpenoides inddlicos
(TIAs), sintetizados a partir del aminoacido Trp, los alcaloides
benzilisoquindlicos (BIAs) como la morfina o la berberina, que provienen de
la Tyr, los alcaloides tropano como la nicotina o la cocaina, cuyo precursor
es la ornitina, y los alcaloides derivados de purinas como la cafeina, que
proceden de la xantosina (Facchini, 2001).

Al igual que los isoprenoides y fenilpropanoides, hay estudios que
demuestran el efecto antimicrobiano de ciertos alcaloides presentes en las
plantas. Diversos trabajos muestran cémo la tomatina y la solanina
reducen el crecimiento de S. cerevisiae y A. brassicicola en ensayos in
vitro (Fewell y Roddick, 1993; Simons et al., 2006), mientras que la cafeina
y la teobromina retardan el crecimiento de C. perniciosa (Aneja y
Gianfagna, 2001). Sin embargo, hay pocos alcaloides detectados hasta el
momento en citricos, y se limitan a la cafeina, la teobromina, la teofilina y
la paraxantina en flores (Kretschmar y Baumann, 1999) y el 4cido 1, 2, 3,
4-tetrahidroharmano-3-carboxilico en frutos y zumos (Herraiz vy
Galisteo, 2003).

Un resultado relevante de nuestro trabajo es que el analisis de la
biblioteca sustractiva RindPdigS, enriquecida en genes que se expresan
diferencialmente durante la infecciébn, nos ha permitido identificar la
presencia en frutos citricos de genes que, en funcién de las homologias de
secuencia que presentan, parecen estar relacionados con la biosintesis de
todos los grupos de alcaloides (Figura 58). La presencia en RindPdigS de
10-hidroxigeraniol oxidorreductasa (unigen NO6D12) y de geraniol 10-
hidroxilasa (P-48), enzimas implicados en la ruta de sintesis de
monoterpenos a partir de IPP, sugiere la induccién de la ruta de sintesis de
los TIAs durante la infeccidbn, aunque, segun las hibridaciones de las
macromatrices, soélo la primera muestra induccidén en esta condicion
respecto a aire (véase material adicional). La implicacién de los TlAs en la
defensa de las plantas frente a patdgenos ya ha sido descrita por algunos
autores, como es el caso de la actividad antifungica de la estrictosidina
frente al hongo fitopatdgeno P. infestans en Catharanthus roseu (Luijendijk
etal., 1996).
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El aminoacido Tyr sufre una serie de descarboxilaciones,
ortohidroxilaciones y desaminaciones para producir dopamina e
hidroximetilacetaldehido, precursores de los BlAs (Rueffer y Zenk, 1987).
La berberina, sanguinarina y palmatina son ejemplos de BlAs detectados
en la interaccion de plantas con herbivoros y microorganismos (Schmeller
et al., 1997; Freile et al., 2003). Un paso en la sintesis de berberina esta
catalizado por una oxidorreductasasa dependiente de FAD, llamada
“berberine bridge enzyme” (BBE) por el tipo de reacciéon que cataliza,
formando un enlace uUnico en la naturaleza (el llamado “puente de la
berberina®) (Facchini et al., 2004). En los clones secuenciados de
RindPdigS se han encontrado 3 unigenes (P-03, P-27 y N04D12) con
homologia a BBE o a genes implicados en la sintesis de proteinas
similares que presentan también un domino de unién a FAD (FBD, véase
material adicional). Gracias a la secuenciacion del gen completo
(comunicacién personal, Gonzalez-Candelas, L.), sabemos que los tres
unigenes son fragmentos adyacentes de un mismo gen. Por este motivo,
todos ellos comparten un mismo patron de expresidon con induccidn
durante la infeccién. En las micromatrices hay presentes 4 unigenes con
homologia a BBE (unigenes 3442, 6798, 7144 y C03004A11),
observandose que, excepto 7144, todos ellos se inducen durante la
infeccion. La expresion diferencial de estos genes se confirmé mediante
hibridacion Northern. La hibridacion de las sondas P-03 (FBD), P-27 (BBE-
1) y N04D12 (BBE-2) mostré induccion debido a la infeccién tanto en
naranjas ‘Navelina’, como en mandarinas ‘Clemenules’ (Figura 43).

La presencia del gen que codifica una tropinona reductasa (TR) en
RindPdigS, (unigen NO8FO02), sugiere la implicacién de los alcaloides
tropano en la respuesta a la infeccion. Sin embargo, no hay evidencias
claras de una relacion de estos compuestos con la respuesta de las
plantas a la presencia de patégenos. De hecho, la calistegina, un tipo de
alcaloide tropano presente en Calystegia sepium, no influye en el
desarrollo del hongo patégeno Stagonospora convolvuli in vitro y su
concentracion en la planta no depende de la infeccién por dicho hongo
(Hoke y Drager, 2004). Los resultados de la hibridacion Northern con el
gen TR mostraron una ligera induccién por la herida y que es mayor
durante la infeccion, con un pico temprano de expresion que revelaria una
induccién rapida de estos compuestos en respuesta a patégenos (Figura
43).
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El metabolismo de los alcaloides derivados de la purina aparece
también representado en la respuesta a la infeccion. El gen de la cafeina
sintasa (CS), esta presente en RindPdigS (unigen P-62), siendo uno de los
mas abundantes de la coleccién con 4 representantes. CS codifica una
enzima implicada en la sintesis de cafeina a partir de xantosina. Este
compuesto se encuentra en las semillas, hojas, y frutos de mas de 60
plantas, en las que actua como un pesticida natural que paraliza y mata
ciertas clases de insectos cuando se alimentan de éstas (Facchini, 2001).
En el caso de los citricos, no se ha detectado la presencia de cafeina en
frutos pero si en flores y hojas (Stewart, 1985; Kretschmar y Baumann,
1999). El estudio de la expresibn de CS por hibridacion de las
macromatrices mostré una clara expresion diferencial durante el proceso
de infeccion por P. digitatum (Tabla 5 y ). La posterior hibridacion Northern
de este gen confirméd su expresioén diferencial durante este proceso (Figura
43), siendo uno de los ejemplos significativamente especificos de infeccion.
Otros trabajos realizados en nuestro laboratorio para estudiar la presencia
de compuestos fenodlicos por HPLC en frutos citricos no ha permitido
detectar cafeina en frutos donde se esta induciendo la CS a causa de un
tratamiento de induccién de resistencia, aunque se observé que el
tratamiento de induccion de resistencia induce la formacion de dos
compuestos fluorescentes, con maximos de absorbancia similares al de
diversos alcaloides, lo que sugiere la posible implicacion de derivados de
alcaloides entre los mecanismos de defensa de los frutos citricos
(Ballester, 2007). Hay que tener presente que el hecho de que se observe
una induccién en frutos citricos de genes con homologia a otros implicados
en el metabolismo de alcaloides no demuestra que se estén produciendo
estos alcaloides en el fruto.

Por otro lado, el estudio de la anotacién funcional mostr6 a los
“procesos biosintéticos de derivados de aminoacidos” entre los procesos
bioldgicos sobrerrepresentados durante la infeccién y la herida respecto a
aire (Tabla 15). Este resultado sugiere que la sintesis de compuestos del
metabolismo secundario a partir de aminoacidos, como los alcaloides o
fenilpropanoides esta activada en frutos citricos en respuesta a la herida y
la infeccion por P. digitatum, apoyando asi los resultados obtenidos en el
resto de aproximaciones.

Como se ha descrito, existen diferentes trabajos que han
confirmado la presencia de compuestos del metabolismo secundario
durante la respuesta a la infeccion (Darvill y Albersheim, 1984; Bednarek et
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al., 2005), pero son muy escasos los estudios acerca de los cambios en la
expresion génica de los frutos citricos que llevan a la produccion de estos
compuestos. En este trabajo, el conjunto de resultados obtenidos en
relacibn a la expresion de genes relacionados con el metabolismo
secundario apunta a un cambio de la expresién génica del fruto citrico
como respuesta a la infeccion por P. digitatum hacia la biosintesis de
alcaloides, isoprenoides y fenilpropanoides. Estos resutados en si sugieren
la presencia de compuestos del metabolismo secundario durante la
respuesta a la infeccion, pero para confirmarlo habria que hacer estudios
sobre la concentracion de estos compuestos en los frutos citricos y evaluar
su actividad antimicrobiana.

En el “Laboratorio de Fisiologia y Biotecnologia de Postcosecha”
del IATA se ha estudiado tanto in vitro como in vivo la posible actividad
antifungica de diferentes compuestos fendlicos sobre diversos hongos
fitopatdgenos del género Penicillium (Ballester, 2007). Estos trabajos han
confirmado que la aplicacion de cumarinas, especialmente escoparona y
umbeliferona, retrasa el crecimiento de P. digitatum, sugiriéndose que
pueda ser importante en la defensa del fruto para dar tiempo a la
activacion de otros mecanismos de defensa, como la cicatrizacion, que
ayudarian a proteger el fruto frente a la colonizacion por parte del patégeno
(Lai et al., 2003). Otros trabajos muestran cdmo la infeccién por P.
citrophtora provoca en naranjas 'Valencia‘ una disminucién de flavanonas
y flavonas polimetoxiladas (Del Rio et al., 2004). Sin embargo, no se
observaron cambios relevantes en estos compuestos en la piel de naranjas
‘Navelina’ durante el proceso de infeccién por P. digitatum.

3.5. Expresion de genes del metabolismo secundario en los
frutos citricos por la interaccion con diferentes hongos del
género Penicillium.

Para comparar el comportamiento de los frutos citricos durante la
interaccion con diferentes hongos, patégenos y no patdgenos, del género
Penicillium, se hizo un estudio de los cambios de expresién de diferentes
genes relacionados con el metabolismo secundario en respuesta a herida y
a la inoculacion con P. digitatum, P. italicum, P. expansum y P.
brevicompactum en naranjas ‘Navelate’ (Figura 52, Figura 53 y Figura 55).
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El patron de expresidbn mas general observado para la mayoria de
los genes estudiados en este contexto, como es el caso de los genes
COMT, AT-1 o P-21, consiste en un nivel de expresion relativamente bajo y
uniforme por efecto de la herida, y una induccion como consecuencia de la
interaccion con cualquiera de los cuatro hongos, aunque con mayor
intensidad y rapidez en los hongos patdégenos de citricos, especialmente P.
digitatum (Figura 52, Figura 53 y Figura 55). Estos resultados, por tanto,
indicarian que la capacidad infectiva de P. digitatum y P. italicum no se
debe a una deficiencia en la activacion de los mecanismos de defensa por
parte del fruto, sino, mas bien, a que a pesar de la induccion de respuesta
del fruto, el hongo debe tener la capacidad de superar las defensas, y de
esta forma infectarlo. El hecho de que P. expansum y P. brevicompactum
no induzcan la expresion en el fruto de estos genes, o lo hagan en menor
medida, parece indicar que estos hongos no tienen la capacidad por si
mismos de infectar al fruto citrico, por lo que éste no necesita activar los
diferentes mecanismos de defensa.

Sin embargo, el patrén de expresion de otros genes determinados
no correlaciona por completo con esta hipétesis. GepE y DCN, por
ejemplo, tienen mayor expresi 6n en respuesta a la inoculacion con P.
expansum que con P. italicum (Figura 53 y Figura 55). El caso de PAL es
incluso mas llamativo, pues P. expansum es el hongo que provoca la
mayor expresion de este gen, mayor incluso que la causada por P.
digitatum (Figura 52). Ademas, se sabe que P. digitatum tiene la capacidad
de inhibir la actividad PAL como mecanismo de disrupciéon de la respuesta
de defensa del fruto (Lisker et al., 1983), por lo que estos resultados
corroborarian indirectamente la importancia de la actividad de este enzima
en la induccion de las respuestas de defensa frente a hongos patégenos.
Este resultado es de resaltar si tenemos en cuenta la importancia de PAL
como primer paso en la sintesis de los fenilpropanoides (Dixon et al.,
2002).

Los niveles relativamente altos de expresion de ciertos genes frente
a la infeccién por P. expansum sugieren la activacion por parte del fruto
citrico de una respuesta activa de defensa frente a este hongo, y que no
ocurre en respuesta a la inoculacion por P. brevicompactum, siendo ambos
hongos no patdgenos de frutos citricos. P. expansum es un patégeno de
frutos de semilla, como la manzana, pero incapaz de infectar frutos citricos,
mientras que P. brevicompactum no es patégeno potencial de frutos. Por
tanto, estos resultados sugieren la capacidad por parte del fruto citrico de

205



Discusion

inducir diferencialmente respuestas de defensa eficaces frente a la
presencia de un posible patégeno.

Estudios realizados sobre los mecanismos de patogenicidad de P.
digitatum sobre frutos citricos indican que este hongo tiene la capacidad de
inhibir la respuesta mediada por ROS en el fruto, sugiriendo que la
capacidad infectiva de P. digitatum en frutos citricos se debe a su
capacidad de suprimir al menos este componente de las respuestas de
defensa de los mismos (Macarisin et al., 2007). Este comportamiento se
corresponde con un patron de expresién en el cual solamente los hongos
patogenos de frutos citricos son capaces de suprimir de forma activa la
expresion de genes de defensa, mientras que los hongos no patégenos no
producirian cambios de expresion. Este patron de expresion ha sido
observado en alguno de los genes estudiados por analisis Northern, como
el caso de UGT, implicado en la sintesis de una enzima que cataliza la
transferencia de un grupo glicosil desde un UDP-azlcar a otra molécula
hidrofébica, y cuya expresion en los frutos infectados por los hongos
patdgenos es inferior a la expresion en los frutos control o los frutos
inoculados con hongos no patoégenos (Figura 52).

Por ello, los resultados obtenidos mediante hibridacion Northern de
genes relacionados con metabolismo secundario, sugieren que el ataque
por diferentes hongos del género Penicillium induce una compleja
respuesta del fruto citrico donde estan implicados diversos genes
relacionados con diferentes rutas, tanto si el ataque esta producido por
organismos patogenos de frutos citricos como no patdégenos. Las
diferentes respuestas de los frutos a la infeccion por cada uno de los
patdgenos sugiere la induccién de una respuesta diferencial para cada tipo
de microorganismo.

4. Senalizacion de respuestas de defensa del fruto citrico a la
infeccion. Implicacion del etileno.

La defensa de las plantas como respuesta al ataque por patbgenos
esta regulada por una compleja red de rutas de sefalizacién, en la que
estan implicadas hormonas como el ET, JA, SA y ABA (Mahalingam et al.,
2003; Mauch-Mani y Mauch, 2005; Robert-Seilaniantz et al., 2007; Adie et
al., 2007b). Los resultados obtenidos al estudiar los procesos inducidos en
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infeccion respecto a herida, mostraron sobrerrepresentacion de los
"procesos biosintéticos de hormonas", lo que sugiere que la infeccién por
P. digitatum induce en los frutos citricos la sintesis de hormonas
implicadas en la respuesta de los mismos frente a este tipo de estrés, tal
como han propuesto estos autores (Tabla 14).

Por otro lado, en el mismo analisis, la “respuesta sistémica
dependiente de ET y JA” esta sobrerrepresentada al comparar la condicion
de infeccién respecto a aire (Tabla 15). Este resultado concuerda con la
idea general sobre el efecto cooperador o sinérgico entre el ET y el JA en
la activacién de las respuestas de las plantas frente a patégenos (Rojo et
al., 2003; Lorenzo y Solano, 2005). Entre los genes inducidos en esta
categoria se encuentran genes implicados en la sintesis de quinasas,
lipoxigenasas y MAP quinasas implicadas en la mediacion de la respuesta
frente a patogenos.

Ademas, en este grupo se encuentran varios genes implicados en
la sintesis de JA y MeJA, como 12-oxofitodienoato reductasa, lipoxigenasa
o0 s-adenosil-L-metionina:carboxil metiltransferasa. Diferentes moléculas
derivadas del metabolismo de lipidos, como la oxilipina JA y otras
derivadas de él, tienen un papel importante en la respuesta de las plantas
a la presencia de patogenos (Mueller, 1997). Esta descrito que la
activacion de una fosfolipasa A por la presencia del patégeno supone la
formacion de acidos grasos, como el linoleico y linolénico, a partir de
fosfolipidos de membrana, que derivan a la formacion de JA y otros
compuestos volatiles implicados en transduccién de la sefal en defensa
(Chandra et al., 1996). En frutos citricos, la inhibicién de la fosfolipasa A2
mediante aplicacion de acido aristoloquico, tuvo el efecto inesperado de
incrementar la incidencia de podredumbres, lo que subraya la relevancia
del metabolismo de acidos grasos en las respuestas de defensa del fruto,
bien como mecanismo de sefalizacién o como produccién de compuestos
antimicrobianos (oxilipinas) (Alférez et al., 2008). La induccién de la
expresion de genes relacionados con la sintesis de oxilipinas durante la
infeccién de A. thaliana por Pseudomonas, junto con el hecho de que la
aplicacion de diferentes oxilipinas provocan la acumulacién de callosa y la
produccién de ROS, apoyan la implicacion de estas moléculas en la
respuesta de las plantas a la infeccion (Vellosillo et al., 2007).

Estd generalmente aceptado que, asi como el ET y JA estan
implicados en la respuesta de las plantas a la infeccion por organismos
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necrétrofos, el SA juega un papel importante en la respuesta a la infeccion
por organismos biétrofos (Lorenzo y Solano, 2005; Robert-Seilaniantz et
al., 2007). Esta afirmacion es muy general, ya que existen trabajos que
sugieren un efecto sinérgico entre estas tres hormonas en la respuesta a
patdgenos. Estudios realizados mediante el empleo de micromatrices en el
patosistema A. thaliana-Alternaria sugieren la existencia de nodos
comunes entre las diferentes rutas de sefializacion durante la respuesta de
defensa de las plantas, incluso entre las rutas mediadas por SA y JA
(Schenk et al., 2000; Glazebrook et al., 2003). Sin embargo, la anotacién
funcional de los resultados de las micromatrices no muestra que haya una
respuesta mediada por SA durante la infeccion de frutos citricos por P.
digitatum (Tabla 14 y Tabla 15). Las categorias de “respuesta a estimulos
mediada por SA” a nivel 4 de GO, “rutas de sefializacion mediadas por SA”
a nivel 6, “procesos metabdlicos relacionados con SA” a nivel 8 y “SAR,
rutas de sefalizacibn mediadas por SA” a nivel 9, no muestran una
significacion estadistica al comparar la condicién de infeccidbn o herida
respecto a aire (datos no mostrados).

La implicacion del ABA en la respuesta de las plantas a estreses
abibticos, como la deficiencia de agua, sal y frio esta bien caracterizada
(Seo y Koshiba, 2002; Zhu, 2002). En A. thaliana se ha descrito que, en
general, existe una interaccién antagonista entre la ruta de sefalizacion
mediada por ABA y las rutas mediadas por ET y JA (Anderson et al,,
2004). De hecho, se ha observado que en algunos organismos el
tratamiento con ABA suprime la sintesis de fitoalexinas e inhibe la
transcripcién y la actividad de PAL (Ward et al.,, 1989). Sin embargo,
recientes estudios muestran evidencias de que el ABA es un componente
importante de la red de sefiales activadas durante la defensa de las
plantas frente a algunos, pero no todos, los patdégenos necrotrofos. EI ABA
potencia la defensa de las plantas a través de al menos dos mecanismos
independientes: la induccién de la sintesis de callosa (Ton y Mauch-Mani,
2004), y la regulacion de la expresion de genes de defensa por inducciéon
de la biosintesis de JA (Adie et al., 2007a). La funcion diferencial de esta
hormona en diversas interacciones planta-patégeno sugiere que el nivel en
la concentracién de ABA podria ser clave en la regulacion precisa de las
defensas de la planta contra un patégeno determinado,tal y como se ha
sugerido en el caso del ET, JA y SA (Jalali et al., 2006). Sin embargo, del
mismo modo que en el caso del SA, el estudio de la anotacién funcional
mediante GO realizado a partir de los resultados de las micromatrices no
ha mostrado ninguna respuesta mediada por ABA sobrerrepresentada
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durante la infeccion de los frutos citricos por P. digitatum (Tabla 14 y Tabla
15).

Entre los procesos biolégicos reprimidos durante la infeccion
respecto a los frutos control se encuentra la “respuesta a estimulos
abibticos” (Tabla 15). Si estudiamos los genes reprimidos en esta
categoria, se observa la presencia de varias dehidrinas (LEA). Este
resultado coincide con el estudio de los unigenes de la micromatriz con
mayor represiéon en infeccion respecto a herida, donde también se detecta
la presencia de tres LEA (unigenes 5533, 5584 y 7050) (Tabla 13). Se
sabe que la expresion de muchos genes que codifican dehidrinas esta
inducida por la aplicacion de ABA (Giordani et al., 1999; Caruso et al.,
2002). Este efecto podria ser una manifestacion de la interferencia de las
rutas de sefalizacion de estrés bidtico reguladas por el SA, JAy ET con
las rutas mediadas por ABA.

En experimentos de deshidratacion en frijoles se observd la
induccién de 10 genes, a los que se les llam6 CPRD (“Cowpea clones
responsive to dehydration”) (Luchi et al., 1996). En general, este tipo de
estrés supone la produccion de altos niveles de ABA. Asi, se observd que
algunos de estos genes se inducian por aplicacion de ABA, como CPRDS8
y CPRD22, pero otros no, como CPRD14. En las micromatrices hay
presentes 4 unigenes con homologia a CPRD2, dos de los cuales, 2332 y
4436, son de los que mas se inducen durante la infeccién (Tabla 12).
Aunque el gen CPRDZ2 de frijol responde significativamente al estrés
hidrico, a diferencia de las dehidrinas, no se ha confirmado si su expresion
esta mediada o no por la aplicacién de ABA (Luchi et al., 1996).

41. Produccion de etileno en la respuesta del fruto a la
infeccion.

Cuando un fruto citrico es infectado por un hongo se produce un
aumento en la produccion de ET, debido tanto al fruto como al hongo
(Achilea et al., 1985a; Achilea et al., 1985b). EI ET es una hormona vegetal
implicada en el control de distintos procesos de desarrollo y estrés de la
planta (Wang et al., 2002). La implicacién del ET en la activacion de
procesos relacionados con la defensa de las plantas contra la infeccién por
patbgenos es compleja y un tanto controvertida (Thomma et al., 2001; Diaz
et al., 2002; Kunkel y Brooks, 2002), ya que el ET puede promover la
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susceptibilidad, resistencia o tolerancia dependiendo de la interaccién
planta-patbgeno que se estudie (Bent et al., 1992; Thomma et al., 1999;
Hoffman et al., 1999; Berrocal-Lobo et al., 2002; Geraats et al., 2003;
Berrocal-Lobo y Molina, 2004). En este trabajo de tesis se ha estudiado la
regulaciéon de la biosintesis de ET en frutos citricos en respuesta a la
infeccién por hongos del género Penicillium, y su posible implicacion en la
regulacién de la expresidn de genes relacionados con las respuestas de
defensa durante este proceso.

Un tipo de aproximaciéon para estudiar la implicacién del ET en un
proceso determinado consiste en el uso de 1-MCP, molécula que se une
irreversiblemente a los receptores celulares de esta hormona, bloqueando
su percepcion y la transmisiéon de la sefial (Blankenship y Dole, 2003).
Durante la realizacion de este trabajo se estudi6 el efecto del
pretratamiento con 1-MCP sobre el desarrollo de la infeccibn en
mandarinas ‘Clemenules’ inoculadas con P. digitatum (Figura 18), y la
produccién de ET en estos mismos frutos (Figura 19). Los resultados
mostraron que el 1-MCP es capaz de alterar no soélo la susceptibilidad de
los frutos a la infeccion, sino también la produccion de ET. Estos
resultados concuerdan con otros trabajos que muestran como la aplicaciéon
de ET en plantas de tomate reduce la susceptibilidad a la infeccién por B.
cinerea, mientras que el pretratamiento con 1-MCP aumenta la incidencia
de infeccion (Diaz et al., 2002). Sin embargo, los trabajos de aplicacion de
1-MCP previos no han mostrado en los frutos citricos infectados por
hongos un efecto concluyente, ya que existen resultados contradictorios;
naranjas almacenadas durante 4 semanas a 20°C mostraron un
incremento de podridos al ser pretratadas con 1-MCP (Porat et al., 1999),
sin embargo este tratamiento no supuso un incremento del podrido de
pomelos infectados con P. digitatum (Mullins et al., 2000). Trabajos
realizados por nuestro grupo con naranjas ‘Navelate’ infectadas con este
hongo mostraron que el tratamiento con 1-MCP supone un aumento de la
susceptibilidad a la infeccién, un aumento en la produccién de ET y un
cambio en la expresién de los genes implicados en los ultimos pasos de la
biosintesis de ET (Marcos et al., 2005).

El aumento en la produccion de ET a causa del tratamiento de los
frutos con 1-MCP detectado en nuestros experimentos puede ser debido a
que al no percibir el fruto la presencia de ET, no se induzca el mecanismo
de autoinhibicién de su propia sintesis, y continte la produccién de ET por
encima de los niveles normales de los controles. Este efecto de la
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inhibicién de la accién del ET en su propia sintesis ya se ha descrito
anteriormente en frutos de otras variedades (Lafuente et al., 2001; Marcos
et al., 2005). Sin embargo, también cabria otra explicacién, ya que al inhibir
el 1-MCP la percepcion del ET, podria ser que no se indujeran los
mecanismos de defensa del fruto mediados por esta hormona, lo que
supondria un rapido desarrollo del hongo, que seria el causante de la
sobreproduccion del ET.

Los resultados obtenidos mediante hibridacién Northern muestran
que, en general, los genes que sufren induccién por el tratamiento con ET,
no se inducen o incluso se reprimen por el tratamiento con 1-MCP (Figura
41, Figura 42, Figura 43 y ). Estos resultados sugieren que el 1-MCP
produce una inactivacion de las respuestas de defensa mediadas por ET
en los frutos citricos y confirma la implicacibn de esta hormona en la
expresion de genes relacionados con diferentes aspectos de la respuesta
del fruto citrico a la infeccion.

4.2. Estudio de la induccion de la sintesis de etileno durante la
infeccién por anotacién funcional.

El estudio de la anotacién funcional de nuestros resultados indica
que entre los procesos bioldgicos sobrerrepresentados durante la infecciéon
respecto a la herida se encuentran los “procesos metabdlicos de la
metionina” (Tabla 14). Este resultado fue ademas apoyado por los
obtenidos mediante el uso de la herramienta de visualizacién de rutas, que
mostraron conjuntamente a las rutas de “sintesis de ET a partir de
metionina”, “ciclo de la metionina” y “ciclo de SAM”, con expresion
diferencial inducida durante el proceso de infeccion (Figura 35).

La elaboracién de las tres bibliotecas de cDNA, RindPdig24,
PostharvP1 y RindPdigS permitio la obtencién de ESTs correspondientes a
varios genes relacionados con el ciclo de la metionina y el ciclo de SAM.
De hecho, uno de los unigenes mas abundantes en RindPdig24 y
PostharvP1 es una S-adenosilmetionina sintetasa 2 (SAMS2) implicada en
la sintesis de S-adenosilmetionina (Tabla 8). El analisis Northern de estos
genes ha permitido hacer un estudio de su expresidn en respuesta a la
herida, la infeccion y el tratamiento con ET (Figura 45). Estos resultados
muestran diversidad en los cambios de expresion como respuesta a los
diferentes tratamientos, lo que sugiere una complejidad en la regulacion de
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la expresion de los genes implicados en el ciclo de la metionina y el ciclo
de SAM. Sin embargo, se puede decir que, ademas de CSACS1, CSACS2
y CsACO, solamente SAMS2Z2 parece inducirse durante la infeccién, lo que
otorga a estos genes una mayor importancia en el estudio de los
mecanismos moleculares implicados en la biosintesis de ET durante la
infeccion por hongos del género Penicillium.

Debido a su importancia en la biosintesis de ET, se estudiaron los
cambios de expresion de CsACS1, CsACS2 y CsACO en frutos
mandarina ‘Clemenules’ en respuesta a herida y a la infeccion con P.
digitatum. Hasta la actualidad estos son los Unicos genes que codifican las
enzimas ACS y ACO aislados en frutos citricos por diferentes grupos de
investigacion (Mullins et al., 1999; Wong et al., 1999; Katz et al., 2004;
Marcos et al., 2005), aunque no se puede descartar la posibilidad de que
haya algun gen mas implicado. De hecho, en los diferentes proyectos
internacionales de gendmica de citricos se han identificado diferentes
ESTs que corresponden a nuevos genes que presuntamente codifican
enzimas de estas familias.

Resultados previos en naranjas ‘Navelate’ demostraron que durante
el desarrollo del dafio por frio de los frutos se produce una elevada
expresion de CsACS1 (Zacarias et al., 2003). Nuestro grupo también
demostré que la infeccion de estos frutos por P. digitatum inducia la
expresion de CSACS1 y que esta expresion precedia a la de CsACS2, pero
que es CsACS2 el que tenia un patron de expresiébn que mejor se
correlacionaba con la produccién de ET (Marcos et al.,, 2005). Los
resultados obtenidos en este trabajo de tesis en mandarinas ‘Clemenules’
coinciden con los obtenidos en naranjas ‘Navelate’, pero ademas aportan
informacién adicional sobre la expresion de los genes implicados en la
sintesis de ET a tiempos cortos (Figura 17). Se ha observado que, en
respuesta a herida, se produce un pico de expresibn muy temprano de
CsACS2, a las 8 horas, y otro de CsACS17 a las 16 horas. Paralelamente,
se realizd un estudio de la evolucién de la producciéon de ET (Figura 16).
De esta manera se ha podido comprobar que esta expresion temprana de
CsACS1 y CsACS2 no se correlaciona con un aumento en la produccion
de ET del fruto, lo que sugiere la existencia de algun tipo de regulacién
postranscripcional de estos genes. Estudios realizados con A. thaliana
proponen que la actividad de ACS esta regulada a nivel post-traduccional,
y que este mecanismo de regulacion es importante en la biosintesis de ET
(Woeste et al., 1999; Chae y Kieber, 2005).
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Por otro lado, los resultados también muestran una expresion
temprana de CsACO en respuesta a la herida, que practicamente
desaparece a las 48 horas, pero que en el caso de frutos infectados se
solapa con la expresiéon debida a la infeccion por el hongo, que comenzaria
entre las 16 y 24 horas. Estos resultados sugieren que la produccién de ET
de frutos de mandarina ‘Clemenules’ debida a la herida y a la infeccién por
P. digitatum no esta regulada Uunicamente por los cambios de expresién de
CsACS1, CsACS2 y CsACO, lo que implica la posible existencia de otros
genes de estas mismas familias génicas no descritos hasta el momento, o
bien una regulacion post-traduccional posterior de los enzimas codificados.

Seguidamente se realizé un estudio de los cambios en la expresiéon
de CsACS1, CsACS2 y CsACO debido a la inoculacion de los hongos
patégenos P. digitatum y P. italicum, y no patdégenos P. expansum 'y P.
brevicompactum, en naranjas ‘Navelate’ para caracterizar los cambios en
la expresidn de genes relacionados con la biosintesis de ET como
respuesta a la presencia de diferentes hongos del género Penicillium
(Figura 51). Los resultados mostraron que CsACS1, CSACS2 y CsACO se
expresan en respuesta tanto a hongos patégenos como no patégenos. Sin
embargo, en el caso de P. digitatum y P. italicum los niveles de expresion
son mayores y mas tempranos que en el caso de P. expansum y P.
brevicompactum, donde la expresién empieza a observarse a las 48 o 72
horas. Estos resultados sugieren que la infeccién por hongos patégenos no
se debe a un retraso en la expresion de la respuesta mediada por ET
respecto a los no patdégenos, si no mas bien, a que los hongos no
patégenos del género Penicillium no tienen la capacidad de infectar al
fruto, por lo que éste no requiere la induccidén temprana de los mecanismos
de defensa, al menos de aquellos mediados por la presencia de ET, tal
como se ha sugerido para el caso de la respuesta de otros genes
implicados en la sintesis de enzimas relacionadas con el metabolismo
secundario (apartado 3.5).

4.3. ;Esta implicado el etileno en la respuesta de defensa del
fruto durante la infeccién?

Como se ha descrito anteriormente, nuestros resultados indican
que la infeccidén supone en frutos citricos un cambio en su expresiéon
génica, dirigido preferencialmente a la activacidon de genes relacionados
con rutas del metabolismo secundario (Tabla 14 y Tabla 15). Por otro lado,
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hemos estudiado como los frutos citricos activan la biosintesis del ET
cuando son atacados por P. digitatum (Figura 16). Es, por tanto, apropiado
analizar hasta qué punto el ET puede estar implicado en el
redireccionamiento del metabolismo del fruto durante el proceso de
infeccion.

La Tabla 5 muestra cédmo los unigenes mas representados de
RindPdigS presentan diferentes perfiles de expresion en las diferentes
condiciones de estudio. El patrén de expresién mas frecuente consiste en
una alta induccién por infeccion, y en menor medida, pero también
significativa, por herida y ET. Este es el caso de varios genes con
homologia a una proteina con dominio de unién a FAD (P-03), a una DAHP
sintasa (DAHP) (P-01), a una ACC oxidada (ACO) (P-07) y a una proteina
embrionaria abundante (EMB) (P-10). Otros genes muestran una mayor
induccion en respuesta a ET, como un gen con homologia a cistinosina
(CTNS) (P-04) u otro gen con homologia con una proteina de la familia de
las ciclasas (CFP) (P-14). Estos resultados vuelven a sugerir la implicacion
del ET en la activacion de procesos que se inducen durante la respuesta a
la infeccion.

Por otro lado, los estudios de la anotacion funcional a partir de los
cambios de expresion génica en respuesta al tratamiento con ET, muestra
que la aplicacion exdgena de esta hormona no supone la induccién ni
represion de ningun proceso biolégico (Tabla 15). Sin embargo, esta
descrito que el ET tiene un papel especifico en la inducciéon de los
procesos celulares implicados en las respuestas de defensa de las plantas
a la infeccién (Broekaert et al., 2006). Diferentes trabajos han sugerido que
esta hormona induce en las plantas la expresion de proteinas PR, como B-
1,3-glucanasas (PR-2), quitinasas (PR-3 y PR-4) y defensinas (PR-12)
(Ohme-Takagi y Shinshi, 1990; Eyal et al., 1993; Penninckx et al., 1996;
Thomma et al., 2002a; Chakravarthy et al., 2003). Ademas, el ET juega un
papel importante en la induccién de compuestos del metabolismo
secundario con actividad antimicrobiana, también llamados fitoalexinas,
aunque su actuacién parece ser dependiente del tipo de fitoalexina y de la
ruta metabdlica implicada (Broekaert et al., 2006). También se ha
estudiado, aunque en menor medida, la implicacién del ET en la formacién
de barreras estructurales frente a la entrada de patdégenos (Ecker y Davis,
1987). El endurecimiento de la pared celular mediante la acumulacion de
proteinas ricas en hidroxiprolina esta inducida por la aplicacion de esta
hormona (Esquerre-Tugaye et al., 1979). Un factor a tener en cuenta es la
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importancia de la interaccion del ET con otras hormonas vegetales para la
determinacion de la respuesta global del fruto a la infeccion por un
determinado patégeno (Wang et al., 2002). Hay estudios que sugieren que
las rutas implicadas en las respuestas de defensa de las plantas estan
controladas por una compleja red de sefalizacion en la que estan
implicadas no soélo el ET, JA, SA y ABA, sino también otras hormonas
menos estudiadas, como las giberelinas, las citoquininas o los
brasinosteroides (Robert-Seilaniantz et al., 2007). Asi, aunque los
resultados obtenidos en este trabajo mostraron que la inhibicién de la
percepcion del ET por los frutos citricos aumenta la susceptibilidad de los
mismos al desarrollo de la infeccibn causada por P. digitatum, lo que
sugiere la implicacion directa de esta hormona en la induccion de
respuestas de defensa de los frutos durante la infeccién, no es descartable
la participacidén de otras hormonas en la regulacion de estas respuestas.

En cada una de las aproximaciones realizadas para estudiar el
perfil transcripcional de los frutos citricos en respuesta a la infeccion
hemos intentado conocer qué fraccién de los genes que se inducen o
reprimen durante la infeccion tienen una expresion mediada por la
presencia de ET. Mediante la realizacién de diagramas de Venn se ha
estudiado la respuesta de los genes presentes en la macro- y en la
micromatriz por el tratamiento con ET, herida e infecciéon por P. digitatum
con respecto a aire (Figura 23 y Figura 33). Gracias a estos estudios se ha
observado que casi la mitad de los genes que se expresan
diferencialmente en respuesta a la infeccion, también modifican su
expresion en respuesta a ET. Estos diagramas no reflejan, sin embargo, la
presencia de genes con patrones de expresién mas complejos todavia, con
inducciéon en alguna/s condicion/es y represion en otra/s. Dada la
implicacién del ET como molécula sefalizadora de la respuesta a la
infeccién, es de prever la presencia de genes en el fruto cuya expresiéon
estd mediada por la presencia de esta hormona, y por tanto inducida o
reprimida simultaneamente por el ET y la infeccidn. La hibridacion Northern
permitié detectar, sin embargo, la presencia de genes relacionados con la
respuesta del fruto a la infeccidbn que muestran diferentes comportamientos
en respuesta al tratamiento con ET (Figura 47 y Figura 48). De este modo
se observaron, tanto en naranjas ‘Navelate’ como en mandarinas
‘Clemenules’, genes que se inducen o reprimen por ET e infeccion
simultaneamente, pero también otros genes que se inducen por ET y sin
embargo se reprimen durante la infeccion, y al revés. Los resultados
obtenidos sugieren la implicacién de esta hormona en el control de la
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expresion de diferentes genes relacionados con la respuesta de los frutos
citricos a la infeccién por P. digitatum. Sin embargo, los diferentes patrones
de expresion obtenidos en cada una de las aproximaciones realizadas,
reflejan la complejidad de los mecanismos de regulacion de la expresion
génica en esta respuesta, y sugieren la implicacién de otras moléculas de
sefalizaciéon en este proceso.

El estudio a nivel particular de la expresion de genes implicados en
la sintesis de compuestos del metabolismo secundario mediante
hibridacion Northern confirmé que parte de ellos tienen una expresion
mediada por la presencia de ET. De los genes implicados en la sintesis de
aminoacidos precursores del metabolismo secundario se observdé que un
gen con homologia a DAHP, muestra induccion por la aplicacion de ET en
naranjas ‘Navelate’, pero no en mandarinas ‘Clemenules’ (Figura 41). Este
es un ejemplo de disparidad de resultados entre diferentes frutos citricos
que se ha observado en varias ocasiones. También puede deberse a un
“efecto campafa”, ya que, como se ha observado en los ejemplos de la
Figura 46, en cada muestreo existen factores que condicionan en mayor o
menor grado la expresion de los genes.

Sobre el efecto del ET en la expresion de genes relacionados con el
metabolismo de fenilpropanoides, en los estudios por hibridacion Northern
se observa la expresion de un gen con homologia a PAL que no muestra
induccién por la aplicacion de ET (Figura 42). Este resultado concuerda
con los resultados de hibridacion obtenidos en las micromatrices, donde
hay presentes dos unigenes con homologia a PAL (6764 y C02002A11)
con un nivel bajo de expresién en infecciéon (véase material adicional). Sin
embargo, los resultados de hibridacion de las macromatrices muestran la
presencia de un unigen con homologia a PAL que se induce por ET. Este
resultado coincide con los obtenidos en trabajos realizados por nuestro
grupo que indicaron una induccion de la expresiébn de un gen con
homologia a PAL por efecto del pretratamiento con ET en naranjas
‘Navelate’ (Marcos et al., 2005). También se ha observado que el
tratamiento de frutos citricos con ET aumenta transitoriamente la actividad
PAL y produce una reduccién del dafio por frio en frutos sometidos a bajas
temperaturas (Lafuente et al., 2001). Otros genes relacionados con el
metabolismo de fenilpropanoides, como acetiltransferasa (AT) o UDP-
glucosil transferasa (UGT) han mostrado una clara induccién por ET
(Figura 42). Sin embargo, otros genes de la ruta de fenilpropanoides, como
los que codifican dos metiltransferasas (COMTy CaOMT) no muestran una
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induccién por ET (Figura 42). Estudios sobre cambios en el contenido y en
la biosintesis de fitoalexinas en frutos de banana detectaron que el
tratamiento con ET induce la expresion de PAL y la produccion de ciertos
fenilpropanoides (Kamo y Hirai, 2000). En el caso de frutos citricos, la
aplicacion en pomelos de C. oleophilla como agente biocontrol supone en
los frutos la induccién de la sintesis de ET, aumentando la actividad PAL,
la acumulacion de ciertas fitoalexinas, como la umbeliferona, Ila
escoparona y la escopoletina, y la expresion de genes que codifican una
quitinasa y una B-1,3-glucanasa, resultando en una menor incidencia de la
infeccién por P. digitatum (Droby et al., 2002).

En cuanto a genes relacionados con el metabolismo de alcaloides,
también se ha detectado disparidad en su expresiébn como respuesta al
tratamiento con ET (Figura 43). En las hibridaciones realizadas con
naranjas ‘Navelate’, se observa que dos genes, con homologia a TRy a
BBE (BBE-2), estan inducidos por ET, sin embargo, el resto de genes
estudiados relacionados con el metabolismo de alcaloides, incluyendo otro
gen con homologia a BBE (BBE-1), no sufren induccién por el tratamiento
con esta hormona. Estos resultados parecen indicar que, en general, la
induccidén de genes relacionados con el metabolismo de alcaloides ocurre
por una via independiente de ET.

Por otro lado, los resultados sugieren que el metabolismo de
isoprenoides y derivados de isoprenoides esta inducido en algun punto de
la ruta por la aplicacién de ET, como en el caso de GcpE o DXS, cuyos
enzimas estan implicados en la sintesis de IPP a partir de metileritritol ().
Estos resultados confirman los obtenidos en el analisis de anotacion
funcional en el que se observa la induccién de la ruta del MEP por ET
(Figura 39).

En resumen, los resultados obtenidos parecen concordar con la
idea general de que la funcién del ET en la produccién de metabolitos
secundarios antimicrobianos durante la infeccion es dependiente del tipo
de compuesto y de la ruta metabolica implicada (Broekaert et al., 2006).

Es probable que la induccién de respuestas de defensa mediada
por la ruta de sefializacion del ET no sea del tipo “todo o nada”, sino que el
nivel de ET constituya uno de los factores implicados en la respuesta final,
siendo su papel mas relevante en unos casos que en otros. Por ejemplo,
se ha visto que concentraciones moderadas de ET estimulan la produccion
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de la fitoalexina B-tujaplicina en cultivos celulares de Cupressus lusitanica,
sin embargo el exceso de ET reduce su sintesis por debajo incluso de los
niveles de cultivos no tratados (Zhao et al., 2004). Por este motivo, algunos
autores sugieren que la importancia de la concentracién de ET en el nivel,
o incluso en la direccién, de la respuesta de defensa de las plantas, puede
haber conducido a la evolucion de patégenos productores de ET. Estos
patdogenos, como P. digitatum, serian capaces de evitar o alterar las
respuestas de defensa de las plantas al interferir en los niveles enddgenos
de ET (Aloni et al., 1998).

Por ultimo, cabe estudiar la implicacion del ET en la expresion de
genes relacionados con la sintesis de proteinas PR. pues son el grupo mas
extensamente estudiado de proteinas implicadas en la respuesta de
defensa relacionadas con el ET (Broekaert et al., 2000). Las proteinas PR
constituyen un amplio grupo de proteinas producidas tanto local como
sistémicamente en la respuesta a estrés bidtico. En los ultimos afios se
han realizado muchos estudios que demuestran la implicacion del ET en la
regulacion de la expresion de diferentes clases de genes PR (Van Loon et
al., 2006a). Los resultados obtenidos en el analisis de los resultados de las
micromatrices han mostrado que el 26% de los genes que codifican
proteinas PR se inducen en respuesta a la infeccion, de las cuales, mas de
la mitad también lo hace por ET (Tabla 18). Sin embargo, los niveles de
expresion son relativamente bajos, y representan una respuesta minoritaria
si la comparamos con la induccién de rutas del metabolismo secundario
que, con mucho, dominan la expresion diferencial de respuesta a la
infeccion.

El estudio de la expresiéon génica de frutos citricos durante la
infeccién por el hongo P. digitatum, mediante el empleo de técnicas de alto
rendimiento, nos ha permitido profundizar en la caracterizacion de las
respuestas de defensa de los frutos en respuesta a la infeccion por hongos
del género Penicillium. Los resultados obtenidos por las diferentes
aproximaciones muestran una induccion de la expresion de genes
relacionados con el metabolismo de fenilpropanoides, isoprenoides y
alcaloides, lo que sugiere un papel relevante de estos compuestos del
metabolismo secundario durante la respuesta a la infeccion. Por otra parte,
tanto la produccién de ET, como la induccidn de la expresion de los genes
relacionados con su biosintesis y la respuesta de genes del fruto citrico al
tratamiento con dicha hormona, sugieren que el ET desempefia un papel
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importante en la sefalizacion de, al menos, parte de las respuestas del
fruto citrico durante dicho proceso.
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La construccién de dos bibliotecas de cDNA a partir de frutos citricos
heridos e infectados con P. digitatum y su analisis, junto al de una tercera
biblioteca enriquecida en genes relacionados con la infeccién, ha
permitido obtener una visién global de los genes que se expresan en el
fruto durante estos procesos. Se han secuenciado un total de 2.505
clones distintos, que se agrupan en 1.941 unigenes. El 25% del total de
clones (626) no tienen homologia en las bases de datos publicas. Por
otra parte, el 26% del conjunto de estos unigenes no estan presentes en
ninguna otra biblioteca de cDNA del CFGP. Estos datos indican que la
respuesta del fruto citrico a la infeccion presenta particularidades
importantes que son relativamente desconocidas.

La hibridacion de macromatrices y micromatrices de cDNA, asi como la
confirmacién de los resultados mediante hibridacion Northern, ha
permitido la identificacién de un conjunto amplio y variado de genes con
expresion diferencial durante los procesos estudiados, en especial
durante la infeccion por P. digitatum. Algunos ejemplos significativos son
los genes que codifican una DAHP sintasa, dos citocromos P450, 79A1 y
79A2, una nectarina 5, y una ACC oxidasa.

La aplicacion de distintas herramientas informaticas de anotacion
funcional de los resultados ha permitido comprobar que el fruto citrico
muestra una induccién de las rutas del DAHP/siquimato/corismato
(precursores de aminoacidos aromaticos) y de la sintesis de IPP
(precursor de isoprenoides) como respuesta a la infecciébn, ambas
implicadas en el desvio del metabolismo primario hacia la biosintesis de
precursores del metabolismo secundario. Ello se enmarca en una
induccion de rutas metabdlicas secundarias de biosintesis de
compuestos relacionados con defensa, lo que sugiere un
redireccionamiento del metabolismo del fruto citrico como respuesta a la
infeccion por P. digitatum.

La ruta de sintesis de IPP se induce durante la infeccién especificamente
por la via cloroplastica del metileritritolfosfato, permaneciendo reprimida
la via citoplasmica del mevalonato.

La infeccion induce en frutos citricos la expresion de genes relacionados
con el metabolismo de todos los tipos mayoritarios de alcaloides. La
especificidad de esta induccién con la infeccibn es muy marcada en
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algunos casos, como en el de un gen que codifica una cafeina sintasa
implicada en la biosintesis de alcaloides derivados de purina.

El metabolismo de fenilpropanoides se induce por herida y en mayor
medida en la respuesta a la infeccion. Los analisis realizados han
mostrado la expresion diferencial de genes implicados en la biosintesis
de fenilpropanoides, incluyendo PAL, clave en la biosintesis de
fenilpropanoides, pero también distintas O-metil transferasas (OMT) o
citocromos P450.

La induccion de muerte celular en la planta, asi como un aumento del
estrés oxidativo, son dos caracteristicas de la respuesta incompatible
frente a la infeccién por microorganismos bio6trofos que se asocian a una
defensa eficaz de la planta. Sin embargo, durante la interaccion entre el
fruto citrico y P. digitatum, un hongo necrotrofo, se observa una
induccion de estos procesos, posiblemente debida a la accién del propio
patégeno.

Mediante el estudio de la expresiéon de genes implicados en los ultimos
pasos de la sintesis de ET en frutos de mandarina, hemos demostrado
una marcada regulacién temporal y diferencial. Se produce una induccién
temprana de CSACS17, CSACS2 y CsACO en respuesta a herida, que no
se correlaciona con un aumento en la produccién de ET del fruto, lo que
confirmaria la  existencia de mecanismos de regulacién
postranscripcional de estos genes.

Los resultados de hibridacion con macromatrices y micromatrices han
mostrado que el 50% y el 47%, respectivamente, de los genes que se
inducen en respuesta a la infeccién no se inducen por herida. Ademas, el
46% vy el 45% de los genes que se inducen por la infeccién también lo
hacen por el tratamiento con ET, lo que indica que aunque esta hormona
es un mediador de una parte importante de la respuesta a la infeccion,
existen otros mecanismos adicionales de regulacion.

El patron general de expresidon de los genes estudiados en respuesta a la
infeccion por diferentes hongos del género Penicillium muestra una
induccién mas rapida e intensa frente a los patogenos P. digitatum 'y P.
italicum, 1o que sugiere la activacion por parte del fruto de una respuesta
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que en cualquier caso parece ineficaz. Sin embargo, existen
desviaciones significativas de este patron general. Asi, los resultados con
PAL sugieren la capacidad de P. digitatum de inhibir parte de la
respuesta de defensa del fruto. Los resultados con otros genes, como
GcpE y DCN sugieren, ademas, la capacidad por parte del fruto citrico de
inducir en ciertos casos respuestas de defensa que serian eficaces frente
a la presencia de un organismo no patdégeno. Estos resultados, en
general, muestran una respuesta diferenciada del fruto citrico frente a los
hongos estudiados.
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