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ABSTRACT

In order to cope with pathogenic attacks of different nature, plants display constitutive
natural barriers and accumulation of certain defensive compounds. In addition, plants
have developed a series of inducible mechanisms such as the immune response and
RNA silencing, which are activated after the pathogen entry.

Secondary metabolites of phenolic nature play a very important role in the defensive
response. These metabolites can be classified into three major groups: signal
molecules, which are able to activate the response, phytoanticipins, which are
constitutively present or preformed in the plant, and phytoalexins, which are either
synthesized de novo or their synthesis increase in response to microbial attack.

This work focuses on studying the role played by salicylic acid (SA), gentisic acid (GA)
and hydroxycinnamic acid amides (HCAA) in the plant defensive response. Among
these phenolics, SA and GA could be classified as signal molecules, whereas HCAA,
considered phytoalexins, act directly on the pathogenic organism due to their
antibacterial, anti-fungal and/or antioxidant properties.

To study the role of SA and GA in plant defence, exogenous treatments have been
performed using these compounds on Gynura and tomato plants infected with the
Citrus Exocortis Viroid (CEVd) and the tomato Mosaic Virus (ToMV), respectively. These
treatments produced a delay in the onset of symptoms, thus emphasizing the ability of
these metabolites to effectively activate the defensive response. Also, we have
observed that the treatments produced the activation of RNA silencing mechanisms.
Our results establish a correlation between SA or GA-mediated resistance and RNA
gene silencing, and confirm the role of these phenolic compounds in the defensive
response.

Transgenic plants showing altered levels of the studied metabolites have been
obtained. Overexpression of GAGT, a GA-glycosyltransferase identified in tomato, in
Arabidopsis and tomato plants has resulted in a metabolic phenotype for both species,
which display a larger percentage of GA conjugation and, consequently, a lower
accumulation of free GA, which is the active form of the compound. In Arabidopsis, the
metabolic phenotype of the transgenic plants was accompanied by a phenotype of
susceptibility to infection with Pseudomonas syringae pv. tomato Rpml as compared to
control plants. We focused our efforts to characterize the function of Twil, a putative
glycosyltransferase with a possible role in the defensive response. Overexpression of
the protein has allowed the analysis of its enzymatic activity in vitro, which displays
glucosyltransferase activity against the phenolics 2,4-dihydroxybenzoic acid (2,4-DHBA)
and 2,4,6-trihidroxibenzoic acid (2,4,6-THBA). Exogenous applications of these
polyphenols to Twil-silenced transgenic plants corroborated its enzymatic activity in



vivo, since these plants showed a reduced conjugation percentage of 2,4-DHBA and
2,4,6-THBA and, consequently, a larger accumulation of both metabolites in their free
form. Finally, we have generated transgenic tomato plants overexpressing THT gene,
which encodes a key enzyme in the HCAA biosynthesis. These transgenic plants
presented an enhanced constitutive accumulation of amides in leaf, flower and fruit
tissues as compared to control plants. In addition, the amount of HCAA found in leaves
was also higher in these plants in response to wounding. Transgenic THT plants
infected with the bacterial pathogen Pseudomonas syringae pv. tomato showed a high
accumulation of HCAA and SA, compared with control plants. As a result, these plants
resulted to be more resistant to the bacterial infection, confirming the role of the
HCAA in defence.

Both exogenous treatments with phenolic compounds and the generation of
transgenic plants with altered levels of them have resulted to be very useful strategies
in carrying out this work, allowing us to further study in greater depth on the function
of these metabolites in the plant defensive response against pathogen attack.



RESUMEN

Con el fin de hacer frente a ataques patogénicos de diversa naturaleza, las plantas
presentan, de manera constitutiva, barreras fisicas naturales y acumulacion de ciertos
compuestos defensivos. En adicion a esto, las plantas han desarrollado una serie de
mecanismos de tipo inducible, como la respuesta inmune y el silenciamiento de RNA,
que se activan tras la entrada del patégeno.

Los metabolitos secundarios de naturaleza fendlica juegan un papel muy importante
en la respuesta defensiva. Estos metabolitos pueden clasificarse en tres grandes
grupos: moléculas sefial, capaces de activar dicha respuesta, fitoanticipinas, presentes
en la planta de manera constitutiva o preformados, y fitoalexinas, que se sintetizan de
novo o ven incrementada su sintesis en respuesta a un ataque microbiano. El presente
trabajo se centra en el estudio de la funcion que desempefia el acido salicilico (SA), el
acido gentisico (GA) y las amidas derivadas del acido hidroxicinAmico (HCAA) en la
respuesta defensiva de las plantas. De entre estos fendlicos, el SA y el GA podrian
clasificarse dentro del grupo de moléculas sefial, mientras las HCAA, consideradas
fitoalexinas, actuarian directamente sobre el patdgeno, debido a sus propiedades
antibacterianas, antifingicas y/o antioxidantes.

Para estudiar el papel del SA y del GA en la respuesta defensiva, se han realizado
tratamientos exdgenos con estos compuestos a plantas de Gynura y tomate infectadas
con el Viroide de la Exocortis de los Citricos (CEVd) y el Virus del Mosaico del Tomate
(ToMV), respectivamente. Este hecho ha producido un retraso en la aparicion de los
sintomas, poniendo de manifiesto la capacidad de estos metabolitos de activar de
manera eficaz la respuesta defensiva de las plantas. Asimismo, se ha observado que
estos tratamientos producen la activacion de mecanismos de silenciamiento de RNA.
Nuestros resultados establecen relaciones entre la resistencia mediada por SA o0 GA'y
el silenciamiento génico de RNA, y confirman el papel de estos compuestos fendlicos
en la respuesta defensiva.

Se han obtenido plantas transgénicas con niveles alterados de los metabolitos objeto
de estudio. La sobreexpresion tanto en Arabidopsis como en tomate de GAGT, una
glicosiltransferasa de GA identificada en tomate, ha dado lugar a un fenotipo
metabolico en ambas especies, mostrando un mayor porcentaje de conjugacion de GA
Yy, en consecuencia, una menor acumulacién de GA en forma libre, que es la forma
activa del compuesto. En el caso de Arabidopsis, el fenotipo metabdlico de las plantas
transgénicas vino acompafiado de un fenotipo de susceptibilidad frente a la infeccion
con la bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato Rpml, respecto a las plantas control.
Se han centrado esfuerzos en caracterizar la funcion de Twil, una supuesta
glicosiltransferasa con una posible funcion en la respuesta defensiva. La



sobreexpresion de la proteina ha permitido el analisis de su actividad enzimatica in
vitro, mostrando actividad glucosiltransferasa frente a los acidos 2,4-dihidroxibenzoico
(2,4-DHBA) y 2,4,6-trihidroxibenzoico (2,4,6-THBA). Aplicaciones exdgenas con estos
polifenoles a plantas transgénicas que silencian Twil corroboraron su actividad in vivo,
pues estas plantas mostraron un menor porcentaje de conjugacion de 2,4-DHBA y
2,4,6-THBA y, por consiguiente, una mayor acumulacién de ambos metabolitos en su
forma libre. Por dltimo, se han generado plantas transgénicas de tomate con
sobreexpresion del gen THT, que codifica un enzima clave en la biosintesis de las
HCAA. Estas plantas transgénicas han presentado una mayor acumulacion de amidas
en hojas, flores y frutos de forma constitutiva, respecto a plantas control. Ademas, en
respuesta a herida, la cantidad de HCAA en hojas también resulté superior a la
detectada en plantas control. Las plantas transgénicas THT infectadas con el patégeno
bacteriano Pseudomonas syringae pv. tomato presentaron una mayor acumulacion de
HCAA y SA, en comparacion con plantas control. En consecuencia, estas plantas
resultaron ser mas resistentes a la infeccion bacteriana, confirmando el papel de las
HCAA en defensa.

Tanto la realizacién de tratamientos exdgenos con compuestos fendlicos como la
obtencién de plantas transgénicas con niveles alterados de los mismos han resultado
estrategias de gran utilidad en la realizacion de este trabajo, permitiendo profundizar
en el estudio de la funcion de estos metabolitos en la respuesta defensiva de las
plantas frente a ataques patogénicos.



RESUM

Amb I'objectiu de fer front a atacs patogenics de diversa naturalesa, les plantes
presenten, de manera constitutiva, barreres fisiques naturals i acumulacié de certs
compostos defensius. Addicionalment, les plantes han desenvolupat una série de
mecanismes de tipus induible, com ara la resposta immune i el silenciament de RNA,
que s'activen després de I'entrada del patogen.

Els metabolits secundaris de naturalesa fenolica juguen un paper molt important en la
resposta defensiva. Aquests metabolits poden classificar-se en tres grans grups:
molécules senyal, capacos d'activar aquesta resposta, fitoanticipines, presents de
manera constitutiva en la planta o preformades, i fitoalexines, que se sintetitzen de
novo o veuen incrementada la sintesi en resposta a un atac microbia.

El treball present se centra en l'estudi de la funcié que exerceixen I'acid salicilic (SA),
I'acid gentisic (GA) i les amides derivades de I'acid hidroxicinamic (HCAA) en la resposta
defensiva de les plantes. D'entre aquests fendlics, el SA i el GA podrien classificar-se
dins del grup de moléecules senyal, mentre que les HCAA, considerades fitoalexines,
actuarien directament sobre ['organisme patogen, a causa de les propietats
antibacterianes, antifungiques i/o antioxidants que posseeixen aquestes.

Per estudiar el paper del SA i del GA en la resposta defensiva, s'han realitzat
tractaments exdgens amb aquests compostos a plantes de Gynura i tomaca infectades
amb el Viroid de I'Exocortis dels Citrics (CEVd) i el Virus del Mosaic de la Tomaca
(ToMV), respectivament. Aix0 ha produit un retard en I'aparicié dels simptomes, fet
que posa de manifest la capacitat d'aquests metabolits d'activar de manera efica¢ la
resposta defensiva de les plantes. Aixi mateix, s'ha observat que aquests tractaments
produeixen I'activacié de mecanismes de silenciament de RNA. Els nostres resultats
estableixen relacions entre la resisténcia intervinguda per SA o GA i el silenciament
génic de RNA, i confirmen el paper d'aquests compostos fenolics en la resposta
defensiva.

S'han obtingut plantes transgéniques amb nivells alterats dels metabolits objecte
d'estudi. La sobreexpressio tant en Arabidopsis com en tomaca de GAGT, una
glicosiltransferasa de GA identificada en tomaca, ha donat lloc a un fenotip metabolic
en ambdues espécies, que presenten un major percentatge de conjugacié de GA i, en
conseqiiéncia, una menor acumulacié de GA en forma lliure, que és la forma activa del
compost. En el cas d’Arabidopsis, el fenotip metabolic de les plantes transgeniques va
venir acompanyat d'un fenotip de susceptibilitat enfront de la infeccié amb el bacteri
Pseudomonas syringae pv. tomato Rpml, respecte a les plantes control. S'han centrat
esforcos a caracteritzar la funcié de Twil, una suposada glicosiltransferasa amb una
possible funci6 en la resposta defensiva. La sobreexpressio de la proteina ha permés



I'analisi de la seua activitat enzimatica in vitro, mostrant activitat glucosiltransferasa
davant dels acids 2,4-dihidroxibenzoic (2,4-DHBA) i 2,4,6-trihidroxibenzoic (2,4,6-
THBA). Aplicacions exogenes amb aquests polifenols a plantes transgeniques que
silencien Twil van corroborar l'activitat enzimatica in vivo, ja que les plantes
transgeniques van mostrar un menor percentatge de conjugacio de 2,4-DHBA i 2,4,6-
THBA i, conseglientment, una major acumulacié de tots dos metabolits en la forma
lliure. Finalment, s'han generat plantes transgéniques de tomaca amb sobreexpressio
del gen THT, el qual codifica un enzim clau en la biosintesi de les HCAA. Aquestes
plantes transgeniques han presentat una major acumulacié d’amides en fulles, flors i
fruits de forma constitutiva, respecte a plantes control. A més, en resposta a ferida la
quantitat de HCAA en fulles també va resultar superior a la detectada en plantes
control. Les plantes transgeniques THT infectades amb el bacteri Pseudomonas
syringae pv. tomato van presentar una major acumulacioé de HCAA i SA, en comparacio
amb les plantes control. En conseqgliencia, aquestes plantes van resultar ser més
resistents a la infeccio bacteriana, fet que confirma el paper de les HCAA en defensa.

Tant la realitzacié de tractaments exogens amb compostos fenolics com I'obtencié de
plantes transgeniques amb nivells alterats d'aquests, han resultat estratégies de gran
utilitat en la realitzacio d'aquest treball, fet que ens ha permés aprofundir en I'estudi
de la funcié d'aquests metabdlits en la resposta defensiva de les plantes enfront
d'atacs patogénics.



ABREVIATURAS

2,4-DHBA: Acido 2,4-dihidroxibenzoico
2,4,6-THBA: Acido 2,4,6-trihidroxibenzoico
AGO: Argonauta

Avr: Avirulencia

C4H: Cinnamato 4-Hydroxilasa

CD: p-Cumaroildopamina

cDNA: DNA complementario

CEVd: Viroide de la Exocortis de los Citricos
CFU: Unidades Formadoras de Colonia
CNA: p-Cumaroilnoradrenalina

CO: p-Cumaroiloctopamina

CP: Proteina de la capside viral

CT: Cumaroiltiramina

DAMPs: Danger-Associated Molecular
Patterns

DCL: Dicer-like

dNTPs: Desoxirribonucle6tidos

dpi: Dias post inoculacion

dsRNA: RNA de doble cadena

ET: Etileno

ETI: Effector-Triggered Immunity

FD: Feruloildopamina

FNA: Feruloilnoradrenalina

FO: Feruloiloctopamina

FT: Feruloiltiramina

GA: Acido gentisico

GAGT: Glicosiltransferasa de acido
gentisico

GT: Glicosiltransferasa

HCAA: Amidas derivadas del acido
hidroxicinamico

hpi: Horas post inoculacién

HPLC: Cromatografia liquida de altas
prestaciones

HPLC-MS: Cromatografia liquida de altas
prestaciones acoplada a espectrometria de
masas

HR: Respuesta hipersensible

JA: Acido jasménico

MeJA: Jasmonato de metilo

MeSA: Metil salicilato

MiRNA: MicroRNA

NahG: Gen de la salicilato hidroxilasa
PDA: Photodiode array detector

PAGE: Electroforesis en geles de
poliacrilamida

PAL: Phenylalanine Ammonia Liase
PAMPs: Pathogen-Associated Molecular
Patterns

pb: Pares de bases nucleotidicas

PCR Reaccién en Cadena de la Polimerasa
PR: Pathogenesis-Related

PRRs: Pattern Recognition Receptors
PSPG: Plant Secondary Product
Glycosyltransferase

PTGS: Post -Transcriptional Gene Silencing
PTI: PAMP-Triggered Immunity

RDR: RNA-polimerasa-RNA-dependiente



RISC: Complejo de silenciamiento inducido
por RNA

RMN: Resonancia magnética nuclear
RNAI: RNA de interferencia

ROS: Especies reactivas de oxigeno
RPL2: Proteina ribosomal L2

RT-PCR: Transcripccion reversa de RNA
seguida de PCR

SA: Acido salicilico

SAR: Resistencia sistémica adquirida
siRNAs: Short interfering RNAs

SRNAs: Small RNAs

ssRNAs: RNAs de simple cadena

THT: Tiramina hidroxicinamoil transferasa
TIC: Total lon Current

ToF: Time of Flight

ToMV: Virus del Mosaico del Tomate
Tris: Tris-(hidroximetil)-aminometano
Twil: Proteina de tomate inducida por
herida

TYDC: Tiramina descarboxilasa

UV: Ultravioleta

var: Variedad

vdsiRNAs: Viroid-small-interfering RNAs
VIGS: Virus Induced Gene Silencing

vsiRNAs: Virus-small-interfering RNAs
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Introduccion

1. La interaccion planta-patégeno

La supervivencia de los seres vivos en la naturaleza depende, en gran medida, de
su capacidad de adaptacién al entorno. Debido a su condicién sésil, las plantas se han
visto obligadas a desarrollar a lo largo de la evolucion estrategias muy diversas con el
fin de hacer frente al estrés, tanto de tipo abiético (causado por la sequia, la salinidad,
las temperaturas extremas o la contaminacién) como de tipo biético (provocado por
mamiferos herbivoros, insectos y gran cantidad de microorganismos). En su ambiente
natural, las plantas se enfrentan a un elevado nimero de microorganismos patdégenos
tales como hongos, bacterias, virus y viroides. Sin embargo, pocos son los que
consiguen atacar y hacer enfermar a las mismas. Las plantas son capaces de protegerse
frente a este tipo de ataques, consiguiendo asi que la enfermedad sea mas la

excepcion que la regla.

Los mecanismos de defensa de las plantas son muy variados y complejos, y se
componen de mudltiples barreras, muy eficaces frente a una amplia variedad de
organismos patdgenos. Estos mecanismos de defensa incluyen tanto barreras fisicas y
quimicas existentes en la planta sin necesidad de producirse la infeccion (resistencia
pasiva), como una serie de reacciones y mecanismos inducidos a causa de la invasion

patogénica (resistencia activa).

La resistencia pasiva se compone de una serie de elementos constitutivos, unos de
naturaleza estructural (topografia de la superficie foliar, composicién y estructura de la
cuticula, tricomas, estructura de los estomas, pared celular, etc.) y otros de naturaleza
quimica. Los compuestos quimicos pueden resultar directamente toxicos para el
patoégeno (compuestos fendlicos, proteinas de defensa, lactonas no saturadas, etc.) o
bien tratarse de precursores no toxicos a partir de los cuéles se libera la forma téxica
como consecuencia de la infeccion, como es la liberacion de acido cianhidrico a partir
de cian6genos. Como se indicara mas adelante, en las plantas pueden encontrarse
miles de compuestos quimicos, denominados “secundarios”, muchos de ellos de

funcion defensiva (Baker et al., 1997; Bednarek, 2012).
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Por otro lado, la resistencia activa suele ser inducida de forma especifica, gracias a
ciertos mecanismos que poseen las plantas mediante los cuales son capaces de
reconocer un inductor patogénico o elicitor. Los mecanismos de reconocimiento
planta-patdégeno han surgido y evolucionado con el paso del tiempo, debido a la
necesidad del patégeno de emplear los recursos de la planta, y la necesidad de las
plantas de defenderse. Historicamente, se ha considerado que las moléculas
susceptibles de ser reconocidas por las plantas y actuar como inductores patogénicos
deberian ser proteinas del patégeno, necesarias para Su supervivencia o0
patogenicidad. Este reconocimiento, generalmente proteina-proteina, activa en las
plantas lo que se conoce como la respuesta inmune, que actia como defensa frente a
diversos patdgenos, incluyendo hongos, bacterias y virus. Por otra parte, en las plantas
puede darse el reconocimiento no sélo de moléculas de naturaleza proteica, sino
también de moléculas de RNA de origen patogénico. El RNA foraneo es reconocido por
la planta como un elicitor, lo que activa el mecanismo de silenciamiento de RNA, que
es el mecanismo de defensa frente a virus mas eficaz que poseen las plantas (Nakahara
y Masuta, 2014).

Como consecuencia del reconocimiento, en la planta se despliega una compleja y
coordinada red de sefializacién interconectada, encargada de activar los mecanismos
de defensa inducibles (Conejero et al., 1990; Ebel y Cosio, 1994; Nirnberger, 1999).
Estos mecanismos pueden ser activados por sefiales endégenas o exdgenas, entre las
que se establecen interacciones sinérgicas o antagonicas. El balance resultante que se
obtiene como consecuencia de la activacion de las diferentes vias de sefializacion es el
que determina los cambios transcripcionales, proteicos y metabdlicos que se producen
en la planta, constituyendo una respuesta especifica a un estimulo inicial concreto

(Conejero et al., 1990; Robert-Seilaniantz et al., 2011).

1.1. Respuesta inmune de las plantas

La activacion de la respuesta inmune se produce en la planta como consecuencia

del reconocimiento de un inductor patogénico, generalmente de naturaleza proteica.
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Como se ha mencionado anteriormente, este tipo de respuesta defensiva de la planta
actlia frente a diferentes patdgenos, fundamentalmente hongos y bacterias, y también
algunos virus. La respuesta inmune integra tres procesos: la percepcion del patégeno,
la activacién y la sefializacion de la respuesta defensiva. En los siguientes apartados se

hara un estudio detallado de los mismos.

1.1.1. Percepcion del patégeno

Para llevar a cabo con éxito la fase de infeccion, el patdgeno debe en primer lugar
superar las barreras fisicas de defensa preexistentes en la planta y penetrar en su
interior. Los organismos fitopatdgenos son de naturaleza muy diversa, por lo cual
también lo son las formas de entrada. En el caso de las bacterias, éstas penetran en el
interior de la planta a través de estomas, poros o heridas y proliferan en los espacios
intercelulares (apoplasto). En cambio, los hongos pueden entrar directamente a traves
de las células epidérmicas, o bien extender sus hifas por la superficie celular. Sin
embargo y pese a sus diferencias, todos los patégenos poseen algo en comun, que es
la produccién y liberacion en el interior de las células vegetales de factores que ayudan
a la creacion de un ambiente favorable para la proliferacion del patégeno en la planta
(Jones y Dangl, 2006). Por su parte, la coevolucién con los patdgenos ha permitido que
las plantas hayan desarrollado la capacidad de reconocer estos factores, lo que
produce la activacion de la respuesta defensiva, con el fin de limitar el avance de la

infeccion patogénica.

El reconocimiento inespecifico: PAMPs

Los PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns) son moléculas asociadas a
un grupo de patdgenos, reconocidas por una amplia variedad de huéspedes y capaces
de inducir un primer nivel de respuesta defensiva conocido como PTI (PAMP Triggered
Immunity, Jones y Dangl, 2006; Zipfel, 2014). Suele tratarse de motivos conservados

entre un tipo de microorganismos, como por ejemplo la flagelina, una proteina
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presente en el flagelo de las bacterias. Los PAMPs son reconocidos en las células
vegetales por receptores transmembrana no especificos (PRRs, Pattern Recognition
Receptors), desencadenando la PTI (Figura 1). Los mecanismos de defensa de la planta
activados por elicitores o PAMPs incluyen: el refuerzo de la pared celular mediante
deposiciones de callosa y lignina (Hiickelhoven, 2007), la produccion de proteinas de
defensa PR (Pathogenesis-Related), la expresion de genes que codifican las proteinas
que participan en el establecimiento de barreras fisicas que frenan la expansion del
patogeno y la induccién de enzimas que participan en la biosintesis de metabolitos
secundarios antimicrobianos (Broekaert et al., 2006). Asi pues, se considera que la
induccion por PAMPs debe de preparar a la planta en la activacion de respuestas
defensivas adicionales, ya que acelera su respuesta ante posteriores elicitores

patogénicos (Zipfel et al., 2004).

PTI ETS ETI ETS ETI
Alta
A A A
Limite HR
8 ............................... -. ---------------
L
3 e o
[ Efectores
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8 patogénicos
e ®o\0° Awvr-R Awvr-R
T L [ J
z <00 =00
B Lcicsecinhescnsse e el ae s ciien el e s b seness
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Fasel Fase II efectiva
Baja ¢
0¢ ¢ Fase III
O PAMPs/DAMPs

Figura 1. Modelo en ‘zig-zag’ ilustrativo del sistema inmunoldgico de las plantas. En la Fase |, la
planta detecta los PAMPs/DAMPs (Pathogen-Associated Molecular patterns/Danger-Associated
Molecular Patterns) mediante receptores de membrana PRRs (Pattern Recognition Receptors)
inespecificos, lo que establece mecanismos de defensa mediados por PAMPs (PTI, PAMP
Triggered Immunity). En la Fase II, algunos efectores patogénicos pueden interferir con la PTI,
estableciéndose una susceptibilidad ligada a dichos efectores (ETS, Effector-triggered
susceptibility). En la Fase Ill, un determinado efector o factor de avirulencia (Avr) es reconocido
especificamente por una proteina NB-LRR, activando la inmunidad ligada al efector (ETI, Effector-
triggered immunity). Esto suele resultar en una respuesta hipersensible (HR), causando la muerte
celular en el lugar de la infeccién (Adaptado de Jones y Dangl, 2006).
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Las plantas también pueden detectar la presencia de un agente patogénico y
originar la respuesta defensiva a traves de los DAMPs (Danger-Associated Molecular
Patterns), que son moléculas producidas como consecuencia del ataque patogénico
durante el proceso de infeccién (Matzinger, 2007). Al igual que los PAMPs, el
reconocimiento de las DAMPs también establece la PTl en la planta. Este tipo de

respuesta se define como inmunidad mediada por toxina.

El reconocimiento especifico: la interaccién gen-a-gen

Un nivel superior de reconocimiento entre planta y patégeno implica la
interaccion especifica entre los denominados factores de avirulencia (Avr) del
patogeno y los productos de los genes de resistencia (R) de la planta, en lo que se
denomina interaccion gen-a-gen (Flor, 1971). Dicha interaccién resulta en el
establecimiento en la planta de un nuevo nivel defensivo, denominado ETI (Effector
Triggered Immunity). En otras ocasiones la ETI se activa debido al reconocimiento, por
parte de las proteinas R, de la modificacién de otra proteina de la planta, producida
por el patégeno. La proteina R actla en este caso detectando la alteracién de la
proteina diana del efector patogénico y promoviendo la respuesta defensiva de la
planta, lo que se conoce como guard hypothesis (Van der Biezen y Jones, 1998; Dangl y

Jones, 2001; Jones y Dangl, 2006; van der Hoorn y Kamoun, 2008) (Figura 1).

En los casos en los que se produce el reconocimiento especifico gen-a-gen entre la
planta (portadora del gen R) y el patdégeno (portador del gen Avr), tiene lugar una
interaccion de tipo incompatible. En este tipo de interaccion se produce la muerte
celular alrededor del punto de entrada, dando lugar a un rapido colapso del tejido
infectado e impidiendo la posterior expansion del patdgeno. Esta respuesta se conoce
como “reaccion hipersensible” (Hypersensitive Reaction, HR) y, en la mayoria de casos,
va acompafiada de la activacién posterior de una resistencia sistémica adquirida
(Systemic Acquired Resistance, SAR), no especifica, a lo largo de toda la planta. Este

mecanismo defensivo sitla la planta en un estado de resistencia de amplio espectro
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que la protege de posteriores infecciones (Ryals et al., 1996; Beckers y Spoel, 2006;
Kachoo y Robin, 2013).

Se han descrito interacciones de tipo incompatible en diferentes sistemas planta-
patogeno. Asi, por ejemplo, el ecotipo Col-0 de la especie modelo Arabidopsis thaliana
es capaz de reconocer a la bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato portadora del
gen de avirulencia AvrRpml, lo cual da lugar a una interaccion de tipo incompatible
(Debener et al., 1991). La infeccion de plantas de tomate ‘Rio Grande’, variedad que
posee el gen de resistencia Pto, con la bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato
portadora del gen de avirulencia AvrPto, también se produce un reconocimiento entre
genes y por tanto una interaccion incompatible (Ronald et al., 1992). Otro ejemplo de
interaccion incompatible viene mediado por los genes de resistencia Tm-1, Tm-2, y Tm-
2%, que controlan la infeccion de plantas de tomate con el Virus del Mosaico del
Tomate (ToMV) (Pelham, 1966; Hall, 1980).

Tanto la ausencia del gen de resistencia en la planta, como del gen de avirulencia
en el patdgeno, lleva consigo la falta de reconocimiento y da lugar al desarrollo de
interacciones de tipo compatible, extendiéndose el patdégeno por toda la planta. Por
esta razén, nos referiremos a este tipo de infeccion como sistémica y, al no producirse
HR, no necrotizante. Tal es el caso de cualquiera de las interacciones arriba
mencionadas en las que no tenga lugar el reconocimiento R-Avr, u otras como la
infeccion de plantas de tomate o de Gynura aurantiaca con el Viroide de la Exocortis

de los Citricos (Pallas y Flores, 1989).

1.1.2. Activacion de la respuesta defensiva de las plantas

Tras producirse el reconocimiento del patdégeno por parte de la planta, tiene lugar
la activacion de la respuesta defensiva. Esta respuesta sucede en dos niveles espacio-
temporales: local y sistémico. La respuesta defensiva local es la primera en activarse,
aparece en la zona de entrada del patégeno e impide que la infeccion se extienda a

toda la planta. La respuesta defensiva sistémica se pone en funcionamiento por



Introduccion

mediacién de moléculas sefial generadas en el lugar de entrada del patégeno, y su
activacion protege a la planta frente a ataques patogénicos posteriores de diversa
naturaleza. Como se ha mencionado anteriormente, las respuestas local y sistémica se
asocian con la “reaccion hipersensible” (Hypersensitive Reaction, HR) y la resistencia

sistémica adquirida (Systemic Acquired Resistance, SAR), respectivamente.

Uno de los acontecimientos mas rapidos que tiene lugar a nivel local tras la
percepcion del patdgeno es la despolarizacion de la membrana plasmatica de la célula
vegetal infectada. Esta despolarizacibn va acompafiada de variaciones en la
concentracién citosolica de calcio, lo que parece jugar un papel importante en el
establecimiento de las respuesta defensiva (Ma y Berkowitz, 2007). También se
produce la activacion del complejo NADPH oxidasa, responsable de la aparicion
transitoria de especies reactivas de oxigeno (Reactive Oxygen Species, ROS) como el
radical superéxido (O,-7) y el perdxido de hidrégeno (H,0,), fendmeno se conoce como
“explosién oxidativa” (Xiang et al., 1997). Las ROS resultan directamente toxicas para
el patégeno y contribuyen significativamente a los mecanismos de defensa de la planta
(Torres et al., 2006). Ademas, con la explosion oxidativa se activan algunos genes
protectores, y la accién conjunta y coordinada de las ROS, del oxido nitrico y del acido
salicilico producidos localmente, activa el proceso de muerte celular programada en la

respuesta hipersensible (Delledonne et al., 1994; Romero-Puertas et al., 2004).

Por otra parte, a nivel sistémico se observa la aparicién de lo que se denomina
resistencia sistémica adquirida (SAR), que se caracteriza por activarse después de la
infeccion de la planta con un patdgeno necrosante o tras la aparicion de una HR. Este
tipo de resistencia que adquiere la planta es duradera y actla contra un amplio
espectro de organismos patdgenos (Ryals et al., 1996; Sticher et al., 1997; Kachoo y
Robin, 2013). La SAR conlleva la activacion, tanto en tejidos locales como distales, de
numerosos genes de defensa, entre los que se encuentran los correspondientes a las
proteinas relacionadas con la patogénesis (PR, Pathogenesis-Related) (Ward et al.,
1991; Glazebrook, 1999, 2005; Maleck et al., 2000). La presencia de proteinas de
defensa PR ha sido ampliamente empleada como marcador de la activacion de la

respuesta defensiva de la planta (van Loon et al., 2006).
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La acumulacion de proteinas PR se ha descrito en, al menos, 13 familias vegetales
tras la infecciébn con oomicetos, virus, viroides, hongos y bacterias o el ataque de
nematodos o insectos, indicando que estas proteinas ejercen un papel general en la
adaptacion a condiciones de estrés bidtico (Conejero et al., 1990; van Loon y van
Strien, 1999; van Loon et al., 2006). Estas proteinas han sido clasificadas en 17 familias
(van Loon et al., 1994), todas ellas con funciones relacionadas con la limitacion del
avance del patdgeno (van Loon et al., 2006). Entre estas funciones se ha descrito su
actividad antibacteriana, antifingica e incluso como inhibidores de proteasas
digestivas de insectos. Sin embargo, su funcion como proteinas antivirales no parece
estar muy clara (Cutt et al., 1989, Linthorst et al., 1989). La acumulacién de proteinas
PR responde de diferente manera a distintas sefiales patogénicas o combinaciones de
ellas. Por su parte, distintos patégenos inducen la acumulacion de diferentes tipos de
PR, lo que confiere resistencia a microorganismos especificos. Esto explicaria el hecho
de que plantas transgénicas que sobreexpresan una Unica 0 unas pocas de estas
proteinas resulten sélo eficaces en generar resistencia frente a patégenos muy

concretos (van Loon et al., 2006).

La induccion de proteinas PR se ha descrito en interacciones de tipo tanto
incompatible como compatible. Tal es el caso de la interaccion compatible que se
establece entre plantas de tomate y el Viroide de la Exocortis de los Citricos (CEVd),
donde tiene lugar la acumulacién de proteinas PR de caracter basico, como el
marcador de senescencia PR-1b (p14), las proteinas antifingicas P23, P32, P34 o la
proteasa P69 (Vera y Conejero, 1988; Vera et al., 1988; Garcia-Breijo et al., 1990;
Rodrigo et al., 1991, 1993; Domingo et al., 1994).

1.1.3. Sefializacion de la respuesta defensiva de las plantas

Puesto que existe una respuesta sistémica, deben existir sefiales que se generen
en el punto de infeccion y que se transmitan al resto de la planta, con el fin de activar
la respuesta defensiva en tejidos distales. En este sentido, las fitohormonas juegan un

papel esencial en la sefializacion de la respuesta frente a diferentes tipos de estrés. El
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acido salicilico (SA), el &cido jasmodnico (JA) y el etileno (ET) son las principales
hormonas implicadas en la regulacion de la respuesta defensiva de las plantas frente a
estrés, tanto abidtico como bidtico. De hecho, se ha descrito que la infeccion de
plantas con agentes patdgenos de distinta naturaleza provoca importantes variaciones
en el nivel de estas hormonas. Por otra parte, mutaciones que conllevan la menor
produccion o percepcion de estas moléculas producen un aumento en la
susceptibilidad a diversos agentes patdgenos (Boatwright y Pajerowska-Mukhtar,
2013; Igbal et al., 2013; Wasternack et al., 2014).

Asimismo, se han descrito numerosas interacciones entre las diferentes rutas de
sefializacion hormonal implicadas en defensa (Robert-Seilaniantz et al., 2011).
Mientras las rutas de ET y JA parecen actuar conjuntamente, éstas se comportan como
antagonistas de la ruta dependiente de SA (Broekaert et al., 2006; Loake y Grant,
2007). Sin embargo, también se ha observado que bajos niveles de SA y JA actlan
sinérgicamente, sugiriendo que unos niveles minimos de ambas hormonas son
necesarios para la planta (Spoel y Dong, 2008). Debido a la existencia de interacciones,
una determinada molécula sefial puede activar no solo defensas especificas que
dependan de ella, sino también producir cambios en la respuesta de la planta mediada

por otras sefales.

Es evidente que las plantas regulan los niveles de SA, JA y ET, modifican la
expresion de genes de defensa y coordinan las complejas interacciones entre las
diferentes rutas de sefializacion implicadas en la respuesta defensiva, todo ello con el
fin de activar una respuesta eficaz frente al ataque de diversos organismos patdgenos.
No obstante, el modo mediante el cual la planta coordina este tipo de procesos, los
mecanismos moleculares que ello implica y como, en Ultima instancia, da prioridad a

una respuesta frente a las otras, no esta todavia esclarecido.
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El 4cido salicilico como molécula senal

El &cido salicilico (SA) es un compuesto de naturaleza fendlica que se acumula en
una gran variedad de especies vegetales. En plantas, el SA esta implicado en multitud
de procesos, como la regulacion del crecimiento celular, la apertura de estomas, la
respiracion, la germinacion y el desarrollo de la semilla, asi como la regulacion de la
expresion de genes de senescencia, entre otros. Sin embargo, su funcion fisiologica
mejor caracterizada es la de actuar como molécula sefial capaz de activar programas
de defensa inducibles, confiriendo a la planta resistencia frente a patdgenos
(Boatwright y Pajerowska-Mukhtar, 2013). Por otra parte, el SA parece desempenar
una funcién primordial en la activacion de HR y SAR, ademas de ser necesario para el
desarrollo de los sintomas de enfermedad (O"Donnell et al., 2003). El incremento en
los niveles end6genos de SA y de sus conjugados en plantas infectadas lleva consigo la
activacion de genes que codifican proteinas PRy el establecimiento de la resistencia de
la planta (Shah, 2003).

Numerosos estudios han puesto de manifiesto la importancia del SA en el
desarrollo de la resistencia local y sistémica. En este sentido, ha sido clave la obtencion
de plantas transgénicas incapaces de acumular acido salicilico. Se trata de plantas que
expresan constitutivamente el gen NahG de Pseudomonas putida, que codifica el
enzima salicilato hidroxilasa. Dicho enzima transforma el SA en catecol. Como
consecuencia de la falta de SA, estas plantas son incapaces de activar la SAR y, ademas,
son mas susceptibles al desarrollo de enfermedades que sus parentales (Gaffney et al.,
1993; Delaney et al., 1994; Lawton et al., 1995; Mur et al., 1997).

Por otra parte, la aplicacion exdégena de SA, o de algin andlogo funcional
sintético, promueve en la planta dos fases de expresion génica. En la primera fase, a
las 2-3 horas después del tratamiento, se expresan enzimas detoxificantes (glutation-S-
transferasas, glicosiltransferasas, etc.) que ayudan a proteger las células del estrés
oxidativo (Horvath y Chua, 1996). En la segunda fase, se produce la activacion de genes
codificantes de proteinas de defensa, entre las que destacan las proteinas PR, que

tiene lugar entre 12-16 horas después de la aplicacion del SA (Sticher et al., 1997;
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Uquillas et al., 2004). Esta aplicacion exdgena de SA hace mas resistente a la planta
frente a un ataque patogénico (Spletzer et al., 1999; Saikia et al., 2003; Meher et al.,
2011; Wang y Liu, 2012). Concretamente, la proteina de defensa PR1 se emplea como
marcador clasico de la respuesta a SA 'y de la activacion de la respuesta defensiva de la

planta (Metzler et al., 1991; Tornero et al., 1993, van Loon et al., 2006).

Otras moléculas sefial implicadas en defensa

El &cido jasmonico (JA), junto a sus precursores y derivados, conocidos como
jasmonatos (JAs), son moléculas de naturaleza lipidica (oxipilinas) ampliamente
distribuidas en el reino vegetal. El JA, producto final de la ruta de los octadecanoides
(Vick y Zimmerman, 1983), asi como el resto de JAs, participa en la respuesta de las
plantas frente a una gran variedad de factores abidticos e intervienen en diversos
procesos del desarrollo, siendo el (+)-7-iso-jasmonoil-L-isoleucina el jasmonato
enddgeno bioactivo en Arabidopsis (Fonseca et al., 2009). Numerosos estudios han
demostrado que la concentracion de JA aumenta significativamente en respuesta a
una infeccion patogénica o herida, y aplicaciones exdgenas inducen la expresion de
genes relacionados con la defensa de la planta (Wasternack, 2007; Wasternack y
Hause, 2013; Ghasemi Pirbalouti et al., 2014).

El etileno (ET) es también una hormona vegetal clave en la regulacion de gran
variedad de procesos fundamentales para el desarrollo de las plantas, tales como la
maduracion de los frutos, el desarrollo de las semillas, la respuesta a agentes
ambientales estresantes o el ataque de patdgenos (Abeles et al., 1992; Igbal et al.,
2013). En muchos casos, cuando un patégeno entra en contacto con una planta, se
produce un aumento importante en los niveles de acumulacion de ET (Penninckx et al.,
1998; Cohn y Martin, 2005). Dicho compuesto regula gran cantidad de genes
relacionados con la respuesta defensiva, incluyendo aquellos que codifican proteinas
PR (Deikman, 1997), enzimas encargadas de la sintesis de fitoalexinas (Ecker y Davis,
1987) y defensinas (Penninckx et al., 1996) entre otras. Sin embargo, el papel que

desempefia el ET en la defensa frente a patégenos es algo ambiguo: en algunos casos
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esta implicado en la resistencia, mientras en otros parece estar relacionado con el

desarrollo de los sintomas de la enfermedad.

Diversos estudios han demostrado la implicacién de otras fitohormonas como el
acido abscisico, las auxinas, el acido giberélico, las citoquininas, los brasinoesteroides y
las hormonas peptidicas en las rutas de sefializacion de la respuesta defensiva en
plantas, menos conocidas en este contexto (Bari y Jones, 2009; Leon-Reyes et al.,
2010a, 2010b). Los estudios mas recientes indican que la activacion de la SAR no
depende exclusivamente del SA, si bien esta molécula resulta esencial para dicho
proceso, sino que conlleva una accion coordinada de diversos compuestos que actian
como sefial, entre los cuales destacan el glicerol 3-fosfato y el acido acelaico (Kachroo
y Robin, 2013; Gao et al., 2014).

En nuestro laboratorio fue identificado el &cido gentisico, un compuesto de
naturaleza fenodlica y de estructura similar a la del acido salicilico, pero con un papel
diferencial en lo que a la activacién de la respuesta defensiva de las plantas frente a
ataques patogénicos se refiere (Bellés et al., 1999). En el siguiente apartado se
desarrolla con mas detalle el posible papel sefializador de este compuesto en la

interaccion planta-patogeno.

El 4cido gentisico

Estd ampliamente aceptado que el SA desempefia una funcion esencial en la
activacion de la respuesta defensiva de las plantas en las interacciones de tipo
incompatible (Conejero et al., 1990; Yang et al., 1997; Durrant y Dong, 2004). Sin
embargo, existen muchos menos estudios sobre la induccion de defensas en las
interacciones de tipo compatible. En este caso, las defensas también se activan pero, al
no ser reconocido el patégeno, la respuesta se produce tarde y no puede evitarse el
desarrollo de la enfermedad. Se ha demostrado en algunos casos la implicacion del SA

en la activacion de estas defensas (Grant y Loake, 2000; Loake y Grant, 2007), pero aun
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son muchas las incognitas que quedan por resolver en el mecanismo de sefializacion

de este tipo de interacciones.

Hace unos afios, se llevd a cabo en nuestro laboratorio un estudio de la
acumulacion de compuestos fendlicos presentes en plantas de tomate infectadas con
el Viroide de la Exocortis de los Citricos (CEVd), que da lugar a una interaccion
compatible. Como consecuencia de la infeccién se observo la acumulacion de acido
2,5-dihidroxibenzoico (&cido gentisico, GA), que alcanzaba niveles mucho mayores que
los del propio SA (Bellés et al., 1999). La acumulacién de SA y GA comenzaba con la
aparicion de los sintomas y aumentaba paralelamente al desarrollo de la enfermedad.
Los mismos resultados se obtuvieron en otra interaccion compatible, la resultante de
infectar plantas de tomate con el Virus del Mosaico del Tomate (ToMV). En cambio, no
se observd acumulacion de GA y si de SA en la interaccién de tipo incompatible entre
tomate y Pseudomonas syringae pv. syringae. Otros estudios también han detectado la
acumulacion de GA en plantas de tomate cuyas raices habian sido colonizadas por
rizobacterias no patdgenicas (Schuhegger et al., 2006), aunque a niveles inferiores a
los producidos durante una infeccion. Al parecer, dicha acumulacién promueve la
activacion de la respuesta sistémica en la planta, lo que la defiende frente al ataque
posterior del hongo Alternaria alternata. Ademas, nuestro grupo ha observado que el
GA también se acumula como consecuencia de infecciones no necrotizantes en otras
especies vegetales, como Gynura aurantiaca y Cucumis sativus (pepino) (Bellés et al.,
2006; Fayos et al., 2006). Recientemente se ha descrito que la infeccion de plantas de
Arabidopsis con la bacteria Pseudomonas syringae también resulta en la acumulacién
de GA (Bartsch et al., 2010).

Por otra parte, se ha visto que el tratamiento exégeno de plantas de tomate con
GA es capaz de inducir proteinas de defensa PR (P23, P32 y P34) diferentes a las
inducidas por SA (Bellés et al., 1999), y que aplicaciones exdgenas de GA o SA en
pepino dan lugar a la induccion de actividades defensivas distintas (Bellés et al., 2006).
En un estudio realizado recientemente en nuestro laboratorio se han analizado los
cambios metabdlicos globales implicados en la interaccion tomate-CEVd. Esto ha

permitido la identificacién de diferentes metabolitos implicados en esta respuesta
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sistémica, y ha puesto de manifiesto que el GA es el metabolito que mas fuertemente
se induce (LOpez-Gresa et al., 2010). Ademas, se ha descrito que el GA posee una

importante actividad antifingica per se (Lattanzio et al., 1994; Kim et al., 2007).

Todos los datos expuestos sugieren que el GA podria actuar en plantas como una
sefial adicional y complementaria al SA en la activacion de la respuesta defensiva en

infecciones compatibles.

1.2. El silenciamiento génico como mecanismo de defensa de las plantas

Se han descrito dos estrategias principales existentes en las plantas con el fin de
hacer frente a las diferentes infecciones patogénicas: la respuesta inmune, tratada en
detalle en el apartado anterior, y el silenciamiento de RNA. La activacion de este
segundo mecanismo se debe a la capacidad de reconocer moléculas de RNA extrafias
por parte de la planta y ha sido descrito como el sistema de defensa mas eficaz frente

a virus que poseen las plantas (Nakahara y Masuta, 2014).

En sentido amplio, se conoce como silenciamiento génico al complejo sistema que
poseen los organismos eucariotas superiores para regular la expresion génica, tanto a
nivel transcripcional, participando en procesos de metilacion del DNA (RdADM, RNA-
directed DNA methylation), como a nivel post-transcripcional (PTGS, post-
transcriptional gene silencing), a través de mecanismos de RNA de interferencia
mediados/a por pequefios RNAs. EI PTGS implica la deteccion y eliminacion selectiva
de secuencias de RNA foraneas, aberrantes o sobreacumuladas. A diferencia de los
animales, hay que destacar que en plantas el silenciamiento no esta confinado a
células individuales, sino que se propaga desde la célula inicialmente afectada a las

células vecinas e incluso a largas distancias, extendiéndose por toda la planta.
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1.2.1. El silenciamiento génico en plantas

El silenciamiento génico consiste en una serie de rutas interconectadas que limitan
la sintesis, estabilidad y traducibilidad del RNA. Todas las rutas tienen en comun tres
etapas: (1) presencia o formacién de RNA de doble cadena (dsRNA, double-stranded
RNA), (2) corte de los dsRNA en pequefios fragmentos de RNA llamados sRNA (small
RNA), y (3) incorporacion del sSRNA a un complejo que se asocia de manera especifica a
la molécula diana complementaria en secuencia. Como consecuencia se produce la
regulacion negativa del RNA diana, dando lugar al fendmeno de silenciamiento génico

(Figura 2) (Carr et al., 2010; Bologna y Voinnet, 2014).
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En la primera etapa (1), el RNA de doble cadena puede estar presente
directamente o puede producirse a partir de un RNA de simple cadena (sSRNA, single-
stranded RNA) por la accion de una RNA polimerasa-RNA dependiente (RNA
dependent-RNA polymerase, RDR). En la segunda etapa (2), el corte del dsRNA tiene
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lugar por la accion de endorribonucleasas tipo Dicer-like (DCL). Por altimo (3), los SRNA
generados por los enzimas fragmentadores (DCLs) se incorporan al complejo
denominado AGO-RISC, donde servirdn como molde para dirigir el corte especifico del
RNA diana (Figura 2A) (Bologna y Voinnet, 2014).

Existen diferentes rutas de silenciamiento génico. Para cada una de estas rutas, el
tamafio de los productos generados a partir del dsRNA es distinto, asi como los
enzimas que participan en cada una de las etapas. En los casos en los que se haya de
formar el dsRNA a partir de un ssRNA, tiene lugar la participacién de RNA polimerasas-
RNA dependientes (RDRs). Esta actividad fue descrita por primera vez en plantas de
tomate tras la infeccion con PSTVd (Schiebel et al., 1998). En Arabidopsis existen 6
RDRs, aunque Unicamente RDR1, RDR2 y RDR6 han sido implicadas en rutas de
silenciamiento (Figura 2B). En cuanto a las endorribonucleasas Dicer-like, se han
descrito cuatro tipos: DCL1 cataliza la formacion de microRNAs de 18-21 nucledtidos.
DCL2, DCL3 y DCL4 producen siRNAs de 22, 24 y 21 nucle6tidos, respectivamente,
todos ellos procedentes de distintos tipos de dsRNA precursores. La fragmentacion del
dsRNA es facilitada por proteinas de union a dsRNA (DRB, dsRNA-binding) que
interactuan de forma especifica con las DCLs. Se conocen cinco proteinas de este tipo:
HYL-1y DRB 2, 3, 4 y 5. Los siRNAs producidos se estabilizan por la metilacion de los
mismos en el extremo 3. Dicha metilacion es llevada a cabo por una metiltransferasa

denominada HEN1 (Ruiz-Ferrer y Voinnet, 2009; Bologna y Voinnet, 2014).

Una vez estabilizados los siRNAs, pueden permanecer en la zona nuclear actuando
sobre la cromatina, o ser transportados al citoplasma, donde intervendran en el
silenciamiento  génico  post-transcripcional  (PTGS).  Posteriormente a su
desplazamiento, una hebra del siRNA se une a uno o varios complejos enzimaticos de
silenciamiento inducido por RNA (RISC, RNA-Induced Silencing Complexes), que
rastrean el citosol para encontrar fragmentos de RNA complementarios y actuar sobre
ellos. En eucariotas, el complejo RISC consta de un dominio helicasa y una proteina
denominada Argonaute (AGO). Esta proteina contiene un dominio de unién a siRNA
denominado PAZ (Piwi/Argonaut/Zwille) y otro dominio llamado PIWI que confiere

actividad endonucleolitica, lo que permite al RISC cortar el RNA. Se han descrito diez
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tipos de AGO (AGO1l a 10), aunque Unicamente se ha demostrado la actividad
endonucleolitica de AGO1, AGO2, AGO4, AGO7 y AGO10 (Figura 2B). El complejo AGO-
RISC posee especificidad de secuencia, ya que solamente silencia fragmentos de RNA
complementarios a la hebra de de siRNA que contiene (Ruiz-Ferrer y Voinnet, 2009;

Bologna y Voinnet, 2014).

Debido a que gran parte de los virus de plantas conocidos, asi como los viroides,
poseen genomas de RNA que se replican a través de intermediarios de doble cadena,
el silenciamiento génico se ha considerado como parte del sistema defensivo de las
plantas frente a este tipo de microorganismos patégenos. No obstante, también se ha
descrito la participacion de diversas rutas de silenciamiento en respuesta a bacterias y
hongos (Katiyar-Agarwal y Jin, 2010). De igual manera a lo descrito con anterioridad
para la mayoria de los virus, recientemente se ha descubierto que varias clases de
microorganismos, incluyendo bacterias y oomicetos, producen también supresores de
silenciamiento como parte de su arsenal de efectores de virulencia (Navarro et al.,
2008; Pumplin y Voinnet, 2013). Ello sugiere que la disrupcion del silenciamiento
génico es una estrategia de virulencia general, empleada por un gran nimero de
microorganismos patogenos de naturaleza muy variada. Independientemente de estos
recientes hallazgos, en el presente trabajo nos centraremos en el estudio del
silenciamiento como mecanismo de defensa de las plantas frente a virus y viroides de

RNA.

1.2.2. El silenciamiento génico como defensa frente a virus

En 1990 se observo, por vez primera, que en plantas transgénicas en las que se
habia introducido un transgén homélogo a un gen enddgeno, se producia la
inactivacion de este ultimo (Napoli et al., 1990). Si el transgén poseia, ademas, un
fragmento de secuencia viral, se comprobé que algunas plantas transgénicas que lo
expresaban eran capaces de superar la enfermedad al poco tiempo de ser inoculadas
con ese virus (Lindbo et al., 1993). Casi una década mas tarde, se observo que los virus

también podian inducir el silenciamiento de genes enddgenos de la planta o de
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transgenes con similitud de secuencia, estableciéndose asi la idea del mecanismo de
silenciamiento génico como un sistema natural de defensa de las plantas frente a
infecciones viricas (Ratcliff et al., 1999). Esta hipétesis se reforzd con la observacion de
Hamilton y Baulcombe (1999), al detectar una acumulacion de siRNAs de secuencia
viral en plantas infectadas con virus. Ademas, este mecanismo podria explicar el
fendmeno de “proteccion cruzada”, por el que aquellas plantas capaces de resistir y
recuperarse de una infeccion virica muestran resistencia a otros virus con secuencia

similar (Ratcliff et al., 1997; Baulcombe, 2003).

No obstante, aunque el silenciamiento génico se perfila como un mecanismo de
defensa de las plantas frente a virus, éstos han coevolucionado hasta desarrollar sus
propios métodos para superar o esquivar dicho silenciamiento. Practicamente todos
los virus de plantas codifican proteinas supresoras que inhiben el silenciamiento de
RNA (Nakahara y Masuta, 2014). Entre las proteinas supresoras del silenciamiento
viral, el modo de accién mas comun es el de inhibir la biogénesis de los siRNAs o
secuestrar las moléculas de siRNAs para evitar su incorporacion al complejo AGO-RISC.
También pueden unirse a algunos componentes de la ruta de silenciamiento tales

como AGO1 (Nakahara y Masuta, 2014).

Poniendo en juego los componentes de la ruta del silenciamiento mencionados en
el apartado anterior, éstos actuarian contra virus de plantas segun se explica a
continuacion de manera esquematica. Las regiones de dsRNA del virus de RNA son
jerarquicamente procesadas por las ribonucleasas DCL4, DCL3 y DCL2 para dar lugar a
pequefios RNA de interferencia (SiRNAs) primarios. Los sSiRNAs generados se
incorporan a los complejos AGO-RISC. El siRNA dirige la actividad endorribonucleasa
del complejo AGO-RISC contra RNAs virales que contengan secuencias
complementarias al siRNA primario. La actividad de las RNA polimerasas-RNA
dependientes (RdRps o RDRs) del huésped, tales como RdRp1 6 RdRp6, podria generar
mas dsRNAs, que serian cortados por las DCLs 2 y 4 para producir siRNA secundarios,
que podrian incorporarse de nuevo a los complejos AGO-RISC. Este fendbmeno de
amplificacion del silenciamiento viral se conoce como transitividad (Carr et al., 2010;
Llave, 2010).
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Podriamos concluir que el silenciamiento de RNA es un potente mecanismo de
defensa frente a virus que presenta una notable especificidad y adaptabilidad. Los
virus, por su parte, han desarrollado factores de supresion que interfieren con este

silenciamiento de RNA (Ding y Voinnet, 2007).

1.2.3. El silenciamiento génico como defensa frente a viroides

Por sus peculiares caracteristicas, los viroides han sido propuestos como
“supervivientes” del denominado “mundo de RNA” (Flores et al., 2014). Se trata de
pequefias moléculas de RNA de 250-400 pb de simple cadena, circulares, desnudos,
con un elevado porcentaje de estructura secundaria y que se caracterizan por tener
una secuencia nucleotidica que no codifica proteinas. Los viroides emplean
caracteristicas de su propia secuencia de RNA para alterar y posiblemente utilizar los
mecanismos de silenciamiento de RNA (Gomez et al., 2009). Estos patégenos pueden
producir enfermedades en diferentes plantas y ser capaces de causar una gran
variedad de sintomas que, en ocasiones, se asemejan a los producidos por infecciones

virales (Conejero et al., 1990; Agrios, 2005; Di Serio y Flores, 2008; Ding, 2009).

Al igual que ocurre con los virus, cuando una planta es infectada por moléculas
viroidales, éstas pueden activar las rutas del silenciamiento génico, pudiéndose
detectar una acumulacion de sRNAs de secuencia viroidal en el tejido infectado. Este
fendmeno ha sido descrito en numerosos sistemas viroide/planta huésped (Itaya et al.,
2001; Martinez de Alba et al., 2002; Markarian et al., 2004; Vogt et al., 2004; Gobmez y
Pallas, 2007; Carbonell et al., 2008; St-Pierre et al., 2009; Martinez et al., 2010; lvanova
etal., 2014).

Si el papel del silenciamiento génico en la infeccion viroidal fuera estrictamente el
de defensa, seria de esperar que una mayor acumulacién de los siRNAs de secuencia
viroidal viniera acompafiada de un descenso en la intensidad de sintomas producidos,

0 en una disminucién de los niveles de RNA viroidal en la planta. Sin embargo, esta
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correlacion se ha encontrado sélo en algunos casos (Martinez de Alba et al., 2002),
mientras que en otros, o bien no se puede establecer relacién alguna entre estos
factores (Papaefthimiou et al., 2001), o incluso una mayor presencia de siRNAs en la
planta coincide con una mayor virulencia y acumulacién de RNA del viroide (Itaya et
al., 2001). Por otra parte, la demostracion de que las formas maduras del Viroide del
Tubérculo Fusiforme de la Patata (Potato Spindle Tuber Viroid, PSTVd) y del Viroide del
Enanismo del Lapulo (Hop Stunt Viroid, HSVd) pueden simultaneamente inducir y
resistir este mecanismo defensivo en tomate (Itaya et al., 2007) y en Nicotiana
benthamiana (Gémez y Pallds, 2007), indica que los viroides pueden ser al mismo
tiempo inductores, dianas potenciales y evasores del silenciamiento de RNA. El
elevado apareamiento entre sus bases les confiere una estructura de RNA de doble
cadena y hace que puedan ser considerados por una parte como inductores del
silenciamiento, puesto que sobre dicha estructura actuarian las DCLs, y por otra como
evasores del mismo, puesto que no pueden ser diana de corte de los AGOs (Pumplin'y
Voinnet, 2013).

Asi pues, aunque todavia no se dispone de datos suficientes para determinar si la
activacion de este mecanismo por parte del viroide corresponde a un intento de
defensa de la planta, o si este hecho pertenece al propio desarrollo de la enfermedad
viroidal (Conejero, 2003), la segunda hipétesis parece ser la mas probable segun varios
autores (Papaefthimiou et al.,, 2001; Wang et al., 2004; Markarian et al., 2004;
Matousek et al., 2007; Gémez et al., 2008, 2009; Martinez et al., 2010). No obstante, el
conjunto de procesos por los que los viroides producen sintomas en las plantas adn no

esté del todo esclarecido (Navarro et al., 2012).

1.2.4. Relacion entre silenciamiento de RNA y resistencia inducida por SA

Como se ha comentado anteriormente, el acido salicilico (SA) juega un papel
central en la sefializacion de SAR y es necesario para el desarrollo de HR en infecciones
virales, entre otras (Alvarez, 2000; Hammerschmidt, 2009). Por otra parte, el

silenciamiento génico es un potente y especifico mecanismo de defensa frente a
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patégenos de RNA (Ding y Voinnet, 2007). Numerosas pruebas apuntan a que existe
cierta conexion y solapamiento entre la sefializacion mediada por SA y el

silenciamiento de RNA (Carr et al., 2010).

La relacién entre la resistencia inducida por SA y RdRpl se observé por primera
vez en plantas de tabaco tratadas con SA, que mostraron tanto induccion del gen
NtRDR1 como un incremento en su actividad (Xie et al., 2001). Se han caracterizado
ortélogos del gen NtRDR1 en otras especies, tales como Nicotiana glutinosa (NgRDR1),
N. benthamiana (NbRDR1m), A. thaliana (AtRDR1), Medicago truncatula (MtRDR1) y
arroz (OsRDR1), induciéndose en todas ellas tanto por infeccion virica como por
tratamientos con SA (Yu et al., 2003; Yang et al., 2004; Quilis et al., 2008; Liu et al.,
2009). La induccion de la actividad RdRp1 no es el tnico mecanismo de resistencia viral
regulado por SA que existe en plantas (Singh et al., 2004). Recientemente, RDR6 ha
sido propuesto como un modulador de PTI y de ETI (Boccara et al., 2014), estando

ambas respuestas reguladas por SA.

Otra prueba que sugiere que el silenciamiento de RNA y la resistencia inducida por
SA estan relacionados proviene de experimentos que muestran cOmo ciertas proteinas
supresoras del silenciamiento viral también suprimen la defensa mediada por SA. En
este sentido, Ji y Ding (2001) observaron que la proteina supresora 2b del Virus del
Mosaico del Pepino permitia al virus eludir la resistencia inducida por SA,
permitiéndole replicarse y tener un movimiento local. Por su parte, la proteina
supresora del silenciamiento P1/HCPro del Virus del Grabado del Tabaco (Tobacco Etch
Virus, TEV) también altera la sefializacion mediada por SA (Alamillo et al., 2006).
Asimismo, el supresor P6 del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) reprime la
respuesta mediada por SA, provocando un aumento en la susceptibilidad a patégenos
de tipo biotrofo (Love et al., 2012).

Ademas de estas conexiones descritas entre la sefializacion mediada por SA y el
silenciamiento de RNA, diversos autores establecen similitudes entre el modelo de zig-
zag propuesto para la respuesta inmune (Figura 1) y el silenciamiento génico. Dichas

similitudes se basan principalmente en que los supresores de silenciamiento descritos
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no so6lo para virus, sino también para bacterias, actuarian del mismo modo que los
efectores producidos por las bacterias para limitar la PTI. Por su parte, las plantas
desarrollarian sistemas de defensa contra la supresion del silenciamiento génico
producido por los patégenos, aportando asi nuevos ejemplos de la interminable
carrera de armas moleculares entre el patdégeno y la planta (Pelaez y Sanchez, 2013;
Pumpliny Voinnet, 2013; Nakahara y Masuta, 2014).

Asi pues, la respuesta defensiva de las plantas integra un amplio abanico de
procesos de reconocimiento, sefializacion y activacion de las defensas protagonizados
por factores de naturaleza peptidica y nucleotidica. Un componente fundamental de
esta respuesta es la sintesis y acumulacion de una gran variedad de metabolitos de
muy diversa naturaleza quimica que, al igual que sucede con los factores antes
mencionados, pueden mostrar actividad antipatogénica directa y, a su vez, participar
en los procesos de sefializacién implicados en la interaccion planta-patégeno. Por su
extrema complejidad, el estudio de estos metabolitos y su relacion con la respuesta

defensiva de la plantas merece un capitulo aparte.

2. Los metabolitos secundarios en el sistema defensivo de las plantas

Las plantas producen gran cantidad de compuestos organicos, clasificados en
metabolitos primarios y secundarios segun sean o no esenciales para el organismo. Los
primarios, tales como lipidos, nucle6tidos, aminoacidos, fitoesteroles y acidos
organicos, se consideran indispensables para el mantenimiento de las funciones vitales
de la planta, estando presentes en todas ellas, sin excepcion. Los metabolitos
denominados “secundarios”, a diferencia, se han considerado tradicionalmente como
no esenciales y varian ampliamente segun la especie. No obstante, los metabolitos
secundarios presentan multiples propiedades bioldgicas de tipo antibidtico, insecticida
o herbicida, entre otras, resultando indispensables para la adaptacién al entorno y la

supervivencia de un elevado numero de especies vegetales. Muchos de estos
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compuestos son importantes en la planta a la hora de atraer insectos polinizadores,
animales que dispersen las semillas y, de forma destacada, protegerla frente a posibles

ataques e infecciones patogénicas (Buchanan et al., 2002).

Atendiendo a su estructura quimica, pueden establecerse tres grandes grupos de
compuestos que conforman el metabolismo secundario de las plantas: terpenos,
compuestos fendlicos y compuestos nitrogenados, entre los que destacan los
alcaloides (Korkina, 2007). El presente trabajo se centra en el estudio de compuestos
de naturaleza fendlica y su papel en la interaccién planta-patdgeno. Por ello, esta

familia de compuestos se trata en detalle en el siguiente apartado.

2.1. Metabolitos secundarios de naturaleza fendlica

Los compuestos fendlicos constituyen un grupo extraordinariamente numeroso de
metabolitos secundarios, muy variable en lo que a estructura y funcién bioldgica se
refiere (Beggs et al., 1987; Christie et al., 1994; Dixon y Pavia, 1995). Se caracterizan
por contener anillos aromaticos y presentar un origen biosintético comdn en la
llamada ruta del siqguimato-corismato. El acido siquimico, que se obtiene a partir del
fosfoenolpiruvato y la eritrosa 4-fosfato, da lugar al &cido corismico (Figura 3). El &cido
corismico es el precursor de diferentes metabolitos y, particularmente, de los
aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina y triptéfano (Weaver et al., 1997). A su
vez, la fenilalanina es el precursor central de la importante familia de los
fenilpropanoides, que se caracterizan por poseer un esqueleto carbonado del tipo Ce-
Cs (Iriti y Faoro, 2009; Cheynier et al., 2013).
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Figura 3. Biosintesis de aminoacidos aromaticos a partir del siquimato y derivados de la
fenilalanina a través de la ruta de los fenilpropanoides (Adaptado de Iriti y Faoro, 2009).

La desaminacion de la fenilalanina, paso que cataliza el enzima fenilalanina
amonio-liasa (PAL, Figura 3), da lugar al &cido cinamico que, a su vez, es el precursor de
los hidroxicinamatos, obtenidos tras una serie de hidroxilaciones del anillo bencénico
(Figura 4). Las Gramineas son capaces de sintetizar el &cido cumarico a partir de Tyr

mediante la tirosina amonio-liasa (TAL), mientras la inmensa mayoria de especies
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vegetales sélo pueden sintetizarlo partiendo del acido cindmico. A partir del &cido
cumarico tiene lugar la sintesis de los acidos cafeico, ferulico y sindpico, mediante
reacciones de hidroxilacion y metilacién. Todos estos acidos raramente se acumulan
en su forma libre en las células vegetales, sino que tienden a conjugarse con azucares,
glucidos de la pared celular, acidos organicos o aminoacidos, asi como sufrir otras
modificaciones para dar lugar a nuevos compuestos. Por ejemplo, a partir de los acidos
cumarico, ferulico y sindpico, que se reducen a los alcoholes correspondientes
mediante intermediarios aldehido, se obtienen los denominados monolignoles. La
dimerizacion o polimerizacion de los monolignoles da lugar a los lignanos y la lignina,
respectivamente (Figura 4). Por ello se considera a dichos acidos como precursores
biosintéticos de la gran mayoria de los compuestos derivados de la ruta de los

fenilpropanoides (Marco, 2006).

Los é&cidos derivados del benzoico e hidroxibenzoico (Ce-C;), tales como el acido
salicilico (SA), representan otro grupo de derivados del acido cindmico, formados por
el corte de un fragmento C;, de la estructura del fenilpropano (Figura 4) (Hahlbrock y
Scheel, 1989; Iriti y Faoro, 2004). Sin embargo, es importante destacar que,
dependiendo de la especie vegetal y de la situacion (ejemplo: durante el ataque de
patdgenos), el SA también puede ser sintetizado directamente a partir del corismato-
isocorismato (Figura 3), por accion del enzima isocorismato sintasa (ICS) (Wildermuth
etal., 2001).

Entre sus muchas funciones, los compuestos fenélicos desempefian un papel muy
importante en la resistencia frente al ataque de patdgenos (Dixon et al., 2002). Los
compuestos de defensa de las plantas pueden clasificarse en tres grupos principales: (i)
moléculas sefial, capaces de activar la respuesta defensiva, (ii) fitoanticipinas,
presentes en la planta de manera constitutiva o preformados, y (iii) fitoalexinas, que se
sintetizan de novo o ven aumentada su sintesis en respuesta a un ataque microbiano
(van Etten et al.,, 1994). Los compuestos de naturaleza fendlica se encuentran

presentes en estos tres grupos.
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Figura 4. Ruta de los fenilpropanoides. Etapas principales para dar lugar a los acidos benzoicos,
los hidroxicinamatos (acidos cumarico, ferdlico y sindpico) y la lignina. Abreviaturas de los
enzimas: CA4H, cinamato-4-hidroxilasa; C3H, cumarato-3-hidroxilasa; CAD, cinamil alcohol
deshidrogenasa; CCR, cinamil: CoA reductasa; CL, 4-cumarato: CoA ligasa; PAL, fenilalanina
amonio-liasa (Adaptado de Iriti y Faoro, 2009).

Polimeros como la lignina o la suberina, considerados como fitoanticipinas,
resultan de importancia fundamental para la planta, debido a que impermeabilizan y

dan rigidez a la pared celular, ademas de proporcionar resistencia mecanica (Buchanan
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et al., 2002). Otros fendlicos, como el &cido salicilico y su derivado metabdlico el acido
gentisico, considerados como moléculas sefial de la respuesta defensiva, asi como las
amidas derivadas del acido hidroxicindAmico, enmarcadas dentro del grupo de las
fitoalexinas, resultan de especial interés en el presente trabajo. Por ello, estos
compuestos seran tratados de forma independiente y en detalle en los siguientes

apartados.

2.1.1. Acidos salicilico y gentisico

El &cido 2-hidroxibenzoico o acido salicilico (SA), es un compuesto de naturaleza
fendlica presente en una gran variedad de plantas. Este compuesto resulta de especial
interés para la industria farmacéutica, debido a su efecto analgésico, antiinflamatorio y
antipirético. El SA juega un papel central en la sefializacion de la respuesta defensiva
de las plantas y la activacion de programas de defensa inducibles, confiriendo a la

planta resistencia frente a patégenos (apartado 1.1.3).

Como se ha mencionado en el apartado anterior, el SA se sintetiza en la planta a
partir de la fenilalanina a través de la ruta de los fenilpropanoides (Figura 4), que tiene
lugar en el cloroplasto (Sticher et al., 1997), si bien es la ruta biosintética del
isocorismato (Figura 3), que transcurre en el citosol, la fuente principal de SA durante
la infeccion patogénica y el establecimiento de la SAR (Willdermuth et al., 2001). La
hidroxilacion en C5 del SA da lugar al acido 2,5-dihidroxibenzoico o acido gentisico
(GA). Este proceso fue descrito por primera vez en tejido animal (Lutwak-Mann, 1943),
y posteriormente en microorganismos (Walker y Evans, 1952) y en plantas (Ibrahim y
Towers, 1959). El GA podria actuar en plantas como una molécula sefial adicional y
complementaria al SA en la activacion de la respuesta defensiva frente a diferentes
infecciones (Bellés et al., 1999, 2006; Schuhegger et al., 2006; Lopez-Gresa et al., 2010)
(apartado 1.1.3).

Varios estudios han puesto de manifiesto que ciertas modificaciones del SA

proporcionan respuestas defensivas especificas. Tal es el caso de la conjugacion del SA
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con aminoacidos, que tiene un importante papel en algunas respuestas defensivas
(Nobuta et al., 2007), o su metilacion para dar metil-salicilato (MeSA), que ha sido
descrito como la sefial mévil implicada en la activacion de la SAR en tabaco (Park et al.,
2007). Recientemente se han obtenido plantas transgénicas de tomate que silencian la
metiltransferasa de SA (SAMT) (Ament et al., 2010). Dichas plantas transgénicas
resultaron ser menos susceptibles a la infeccion con el hongo Fusarium oxysporum,
confirmando que la conversion del SA a MeSA influye en la respuesta defensiva de las
plantas. Otra modificacion muy comin de los hidroxibenzoatos es la glicosilacién o
conjugacion a una molécula de azlcar. De hecho, estos compuestos no suelen
encontrarse en forma libre en las plantas, sino que se acumulan en forma de
glicoconjugados. El SA aparece conjugado a una molécula de glucosa para formar SA-
O-B-glucosido (Enyedi et al.,, 1992; Malamy et al., 1992), mientras el GA aparece
conjugado tanto a glucosa en Arabidopsis (Dean y Delaney, 2008) como a xilosa en
tomate y Medicago truncatula (Fayos et al., 2006; Stochmal et al., 2009). Debido a las
implicaciones fisiologicas de la glicosilacion y su relevancia en la respuesta defensiva
de las plantas esta modificacion de los metabolitos secundarios sera tratada maés

adelante (apartado 2.2).

2.1.2. Amidas derivadas del &cido hidroxicinamico

Entre los compuestos de naturaleza fendlica caracterizados por la presencia de
nitrégeno en su molécula se encuentran las amidas derivadas del &cido
hidroxicinamico (HCAA), presentes en una gran variedad de especies vegetales
(Martin-Tanguy et al., 1978). Las HCAA estan formadas por la condensacion de los
acidos hidroxicindmicos, procedentes de la ruta de biosintesis de los fenilpropanoides,
tales como el cumarico y el ferdlico, con diferentes aminas (Figura 5). Entre éstas, se
han encontrado poliaminas alifaticas como la putrescina y la espermidina o aminas
aromaticas B-feniletilaminas como la tiramina y la fentermina, formando parte de

diferentes HCAA (Hahlbrock y Scheel, 1989; Strack, 1997).
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Atendiendo a sus propiedades quimicas, se distinguen dos grupos de HCAA. Por un
lado estan las amidas basicas, solubles en agua, que presentan aminas alifaticas en su
molécula (putrescina, cadaverina, espermidina) y por otro las amidas neutras,
insolubles en agua, que contienen aminas aromaticas, como la tiramina o la

octopamina entre otras (Facchini et al., 2002).
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Figura 5. Biosintesis de HCAA. Sintesis de feruloiltiramina a partir de tirosina. 4CL, 4-cumarato
ligasa; PAL, fenilalanina amonio liasa; THT, tiramina hidroxicinamoil transferasa; TYDC, tirosina
descarboxilasa.

La presencia de HCAA ha sido descrita en todo el reino vegetal, generalmente
como constituyentes fendlicos de flores, semillas y granos de polen (Bottcher et al.,
2008; Luo et al., 2009; Handrick et al., 2010). Estas amidas se han visto implicadas en

procesos de detoxificacion de ciertos herbicidas y xenobidticos (Suzuki et al., 1981), y
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también en procesos fisiol6gicos, como la tuberizacion en patata (Paynot et al., 1983).
Sin embargo, la funcién fisiolégica mejor caracterizada de las HCAA es la de participar
en programas de defensa inducibles como componentes finales de la respuesta

defensiva de la planta frente a diversos ataques patogénicos (Bassard et al., 2010).

Se ha descrito la induccion de la sintesis de HCAA en diferentes tejidos de la planta
en respuesta a varios tipos de estrés, incluyendo tratamiento con elicitores, herida o
infecciones patogénicas (Hahlbrock y Scheel, 1989; Keller et al., 1996; Pearce et al.,
1998; Schmidt et al., 1998; Newman et al., 2001). Diversos estudios han puesto de
manifiesto la acumulacion de amidas en plantas en respuesta a infecciones
patogénicas, normalmente en interacciones de tipo incompatible (von Roepenack et
al., 1998; McClusky et al., 1999). Por ejemplo, en el estudio de la interaccién entre
cebada (Hordeum vulgare) y el hongo Blumeria graminis f. sp. hordei, que da lugar a
una respuesta hipersensible (HR), se observé un aumento en los niveles de HCAA
derivadas de putrescina, espermidina y espermina durante los cuatro dias posteriores

a la infeccién (Cowley y Walters, 2002a).

La acumulacion de HCAA ha sido extensamente descrita en especies vegetales
pertenecientes a la familia de las Solanéceas (Clarke, 1982; Keller et al., 1996; Negrel y
Javelle, 1997). Tal es el caso de amidas derivadas de tiramina y octopamina, que son
sintetizadas e integradas en la pared celular de tubérculos de patata en respuesta a un
ataque fungico (Clarke, 1982), o la acumulacion de cumaroiltiramina (CT) vy
feruloiltiramina (FT) en plantas de pimiento infectadas con la bacteria Xanthomonas
campestris (Newman et al., 2001). También durante la respuesta hipersensible (HR) de
plantas de tabaco cultivar ‘Xanthi-nc’ frente a la infeccidn con el virus del mosaico del
tabaco (TMV), se observé la acumulacion de gran cantidad de HCAA, incluyendo
feruloilputrescina y feruloiltiramina. Se sugiri6 entonces que esos altos niveles de
amidas eran requeridos para el desarrollo de las lesiones necrdticas caracteristicas de
la HR, formadas con el fin de limitar el movimiento del virus y prevenir una infeccion
sistémica (Martin-Tanguy et al., 1973, 1976). También en el estudio de la interaccion

incompatible de plantas de tomate cultivar ‘Rio Grande’ infectadas con la bacteria

30



Introduccion

Pseudomonas syringae pv. tomato se detectdé la acumulacion de p-

cumaroiloctopaminay p-cumaroilnoradrenalina (von Roepenack-Lahaye et al., 2003).

En nuestro laboratorio se llevé a cabo la infeccién de plantas de tomate ‘Rutgers’
con la bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato, donde se detectd la acumulacién de
CT y FT, asi como las HCAA de dopamina cumaroildopamina y feruloildopamina.
Ademas de la acumulacion de amidas, las plantas de tomate infectadas presentaron
una rapida y fuerte acumulaciéon de &cido salicilico (Zacarés et al., 2007).
Recientemente hemos detectado en esta misma interaccion la acumulacion de otras
amidas, derivadas de la unién de octopamina y noradrenalina con los acidos cumarico

y ferdlico (Lopez-Gresa et al., 2011).

Se han propuesto dos funciones principales de las HCAA en la respuesta defensiva
de la planta. Por un lado, pueden ser incorporadas a la pared celular con el fin de
fortalecerla contra la degradacion microbiana. Varios estudios han puesto de
manifiesto que HCAA de tiramina son sintetizadas en el citosol y transportadas a la
pared celular, donde son entrecruzadas mediante peroxidasas, en respuesta a herida o
infeccion patogénica (Clarke, 1982; Negrel y Lherminier, 1987; Hagel y Facchini, 2005).
Dicha acumulacién, junto con otros compuestos fendlicos de la pared celular, crea una
barrera contra los agentes patégenos, reduciendo la digestibilidad de la pared celular
0, en el caso de los hongos, inhibiendo el crecimiento de las hifas (Grandmaison et al.,
1993). Por otro lado, las HCAA pueden actuar directamente como agentes
antimicrobianos per se. Entre las diferentes amidas, la CT posee actividad
antibacteriana in vitro, mientras la FT presenta actividad tanto antibacteriana como
antifungica (Fattorusso et al., 1999; Newman et al., 2001). Las HCAA de dopamina
también muestran una notable accién bactericida (Zacarés et al., 2007), y la
feruloilnoradrenalina presenta una elevada capacidad antioxidante (Lopez-Gresa et al.,
2011).

De entre los enzimas que participan en la ruta de biosintesis de las HCAA (Figura
5), el enzima tiramina hidroxicinamoil transferasa (THT; EC 2.3.1.110) se considera

clave en dicho proceso (Negrel y Martin, 1984; Negrel y Javelle, 1997; Schmidt et al.,
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1999; Facchini et al., 2002). Se ha descrito la induccion del gen THT en respuesta a
herida, tratamiento con elicitores e infeccion con patdgenos (Villegas y Brodelius,
1990; Negrel et al., 1993; Schmidt et al., 1998), lo cual sugiere un papel general para
THT en la respuesta defensiva de la planta. Este enzima fue aislado por primera vez en
tabaco (Negrel y Martin, 1984), y ha sido purificado de ésta y otras especies, como
patata y adormidera. Estudios de especificidad con enzimas purificados frente a
diferentes aceptores, indican que THT presenta mayor afinidad por la tiramina, seguida
de la octopamina y la dopamina (Hohlfeld et al., 1996; Negrel y Javelle, 1997; Yu y
Facchini, 1999). En tomate, THT estd codificado por una familia multigénica.
Concretamente, se han identificado cuatro genes que codifican THT, de entre los
cuales tomTHT1-3 es el que mas se induce en respuesta a la infeccion con

Pseudomonas syringae pv. tomato (von Roepenack-Lahaye et al., 2003).

Con el fin de estudiar la funcion de THT en la biosintesis de HCAA, se han obtenido
plantas transgénicas de sobreexpresion del gen THT en diferentes especies. Se
encontrd que plantas transgénicas de tabaco con un aumento en la actividad THT no
mostraron diferencias constitutivas en el contenido en HCAA respecto a plantas
control. Sin embargo, en respuesta a herida las plantas transgénicas mostraron
elevados niveles de CT y FT, muy superiores a los detectados en las plantas control
(Hagel y Facchini, 2005). Del mismo modo, la sobreexpresion del gen THT de pimiento
en plantas transgénicas de arroz, aunque no produjo un incremento en el contenido de
HCAA, aumentd notablemente la cantidad de amidas en plantas transgénicas
suplementadas con tiramina, respecto a plantas control (Lee et al., 2007). Estos
autores propusieron que la falta de acumulacion de HCAA en las plantas transgénicas
de arroz no suplementadas podia deberse a una limitacion de sustrato en esta especie,
es decir, a los bajos niveles basales de tiramina disponible para la formacién de HCAA.
La sobreexpresion de THT en especies vegetales que presenten mayores niveles
basales de aminas, como es el caso del tomate, que contiene elevados niveles de
tiramina y serotonina (Feldman y Lee, 1985; Kang et al., 2009), podria confirmar esta
hip6tesis. Sin la limitacion de sustrato, estas plantas transgénicas podrian acumular

HCAA de manera constitutiva. Ademas, permitirian llevar a cabo estudios sobre la
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funcién de THT en la biosintesis de HCAA y acerca del papel que juegan estos

compuestos en la respuesta defensiva de la planta.

2.2. Modificaciones de los metabolitos secundarios

A través del metabolismo secundario, las plantas producen una gran diversidad de
compuestos de bajo peso molecular. Ademas de por la enorme cantidad de rutas
metabolicas implicadas, la variedad de estos compuestos es aln mayor gracias a
reacciones adicionales de hidroxilacién, metilacion, acilacion o conjugacion (Gachon et
al., 2005). La glicosilaciéon o conjugacion a una molécula de azlcar es una de las
modificaciones mas comunes de los metabolitos secundarios relacionada con la

regulacion y la llevan a cabo unos enzimas denominados glicosiltransferasas (GTs).

2.2.1. La glicosilacion en plantas

Las plantas poseen méas genes codificantes de GTs que ningun otro organismo
secuenciado hasta la fecha. Ello se atribuye a la compleja red de polisacaridos que
forma la pared celular y que requiere multitud de GTs para su biosintesis, pero
también a la enorme cantidad de metabolitos secundarios glicosilados que existen en
las plantas (Lim y Bowles, 2004; Roychoudhury y Pohl, 2010). Segun su secuencia y
plegamiento, asi como por la estereoquimica de la reaccion que catalizan, las
glicosiltransferasas se clasifican en un total de 96 familias. La mayoria de las GTs son
codificadas por grandes familias multigénicas, que en algunos casos comprenden
cientos de genes. Por ejemplo, la familia 1, que engloba las GTs implicadas en la
glicosilacion de metabolitos secundarios, estd compuesta por 122 genes en
Arabidopsis thaliana, mientras que en Oryza sativa Japonica se han identificado hasta
la fecha 202 (Hansen et al., 2010; base de datos CAZy, www.cazy.org). En la actualidad
se conoce la secuencia de miles de GTs, pero en pocos casos se ha llevado a cabo su

caracterizacion bioldgica.
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La especificidad de sustrato de las GTs suele ser mayor hacia el donante del azGcar
que hacia la molécula aceptora. En general, el sustrato mas empleado por las GTs
como donante de azucar suele ser la glucosa uridinilada (UDPG), aunque existen GTs

gue emplean otros azUcares activados con UDP (Vogt y Jones, 2000).

Las GTs implicadas en la glicosilacion de metabolitos secundarios en plantas son
enzimas citosolicos (Hart et al., 2007). Estas glicosiltransferasas presentan un motivo,
de aproximadamente 40 aminoacidos, altamente conservado (entre un 60 y un 80% de
similitud), denominado PSPG (Plant Secondary Product Glycosyltransferase) (Hughes y
Hughes, 1994) (Figura 6). Este motivo incluye también una secuencia, de unos 25
aminoéacidos, que suele estar presente en todas las GTs. Dicha secuencia, localizada en
la region C-terminal de la proteina, parece ser el sitio de unién del UDP. Varios
estudios han demostrado que ciertas mutaciones en los aminoacidos de estas
secuencias conservadas afectan a la interaccion proteina-UDP (Kubo et al., 2004; Hans
et al., 2004). Exceptuando el motivo PSPG, la similitud de secuencia entre las GTs es,
por lo general, muy baja (en torno al 10%). En cuanto al extremo N-terminal, parece
que éste podria ser el encargado de interaccionar con el sustrato aceptor del azUcar
(Moehs et al., 1997; Lim y Bowles, 2004).

Motivo PSPG (“Plant Secondary Product Glycosyltransferase”)

[
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Secuencia consenso de todas las GTs

Figura 6. Secuencia consenso de las glicosiltransferasas (GTs). Los aminoacidos destacados en
rojo tienen un porcentaje de conservacion superior al 80%, los destacados en azul, >50% y los
sefialados en negro, <50% (Adaptado de Vogt y Jones, 2000; Gachon et al., 2005).

2.2.2. Implicaciones fisioldgicas de la glicosilacion de metabolitos

Desde un punto de vista quimico, la conjugacién a un azlicar puede aumentar la

estabilidad y solubilidad en agua de ciertos compuestos (Jones y Vogt, 2001). Tal es el
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caso de las antocianinas, cuya glicosilacion es crucial para la estabilidad del anillo
aromatico. Concretamente, el patron de glicosilacién de antocianinas o flavonoides
afecta al color de flores y frutos (Kroon et al., 1994; Brugliera et al., 1999; Fukuchi-
Mizutani et al.,, 2003). Las GTs también aumentan la estabilidad de compuestos
fendlicos y terpenos volatiles, asociados con el sabor de los frutos (Frydman et al.,
2004; Kita et al., 2000; Wang, 2009).

Por otra parte, las GTs intervienen en la compartimentacion y almacenamiento de
metabolitos (Bowles et al., 2005). Se han descrito numerosos compuestos que, al
glicosilarse, son acumulados en las vacuolas (Werner y Matile, 1985; Taguchi et al.,
2000a; Dean et al.,, 2005). Esta es una de las razones por las que las GTs son
responsables de la inactivacion y detoxificacion de ciertos compuestos xenobidticos.
Algunas sustancias cianogénicas, como la amigdalina, presente en semillas de
almendra, al estar glicosiladas, permanecen inactivas en la vacuola. Cuando el tejido es
atacado por algun herbivoro, comienza la degradacion celular y, como consecuencia, la
liberacién del glicosido de amigdalina al medio. A continuacion, las B-glicosidasas
actlian sobre el conjugado, dando lugar al compuesto cianogénico téxico (Poulton,
1988). También se ha visto que determinados compuestos xenobidticos, como ciertas
anilinas o triclorofenoles, pierden su toxicidad al ser conjugados a un aztcar (Messner

etal., 2003).

La glicosilacién juega también un papel importante en la regulacion de los niveles
activos de algunas hormonas, como auxinas, citoquininas o &cido abscisico.
Dependiendo de la posicion del aztcar en la molécula, los conjugados pueden actuar
como productos catabolicos finales inactivos, o bien como formas transitorias de
almacenamiento, que podrian movilizarse tras la accion de ciertas B-glicosidasas (Xu et
al., 2002; Hou et al., 2004). Sin embargo, la conjugacion no es sélo un mecanismo de
inactivacion. Se ha comprobado que, para algunos compuestos, es necesario unirse a
una molécula de azucar con el fin de ejercer su funcion. Por ejemplo, la glicosilacion de
los triterpenos que da lugar a las saponinas en avena es necesaria para adquirir su
propiedad antifingica (Armah et al., 1999). También se ha comprobado que el

glucosido del resveratrol tiene mayor actividad antimicrobiana que el propio aglicén
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(Schulze et al.,, 2005). Todas estas funciones enlazan con otro de los papeles

fisiolégicos relevantes de las GTs: su implicacion en la respuesta defensiva de la planta.

2.2.3. La glicosilacion en la respuesta defensiva

Como se ha indicado anteriormente, el SA juega un papel fundamental en la
sefializaciébn de la respuesta defensiva de las plantas. Diferentes estudios han
constatado que el SA acumulado en la planta tras su aplicacién exdgena o producido
como consecuencia de una infeccién incompatible, es rapidamente glicoconjugado.
Generalmente, el SA aparece unido a una molécula de glucosa para dar lugar a SA-O-B-
glucésido (Figura 7A). Este compuesto queda recluido en el interior de la vacuola,
evitando asi su posible efecto toxico (Métraux et al., 1990; Malamy et al., 1992; Enyedi
et al., 1992; Edwards, 1994; Lee y Raskin, 1998). Una de las cuestiones que cabia
resolver era si el conjugado del SA actuaba o no como molécula activa en el
establecimiento de la respuesta defensiva de la planta. En un inicio se pensé que si,
puesto que al infiltrar hojas de tabaco con 2-O-B-glucésido de SA, se observaba un
clara induccion de PR1 (Hennig et al., 1993). Sin embargo, pronto se tuvo
conocimiento de que el conjugado infiltrado era rapidamente hidrolizado al entrar en
la planta, por accion de una B-glucosidasa, y que en realidad era el SA en forma libre el
verdadero responsable de la induccion de los genes de proteinas PR (Chen et al.,
1995).

Estos datos conducen a la hip6tesis de que la glicosilacion del SA podria ser un
mecanismo de detoxificacion empleado por la planta cuando se ven aumentados sus
niveles tras una infeccion. Una vez conjugado en el citosol por accién de una
glicosiltransferasa, el glucésido del SA pasaria a ser acumulado, inactivo, en la vacuola.
Pero esta conjugacion no seria irreversible. Cuando la planta precisara el SA libre para
activar la repuesta defensiva, el glicoconjugado saldria de la vacuola para ser
hidrolizado por una B-glucosidasa. Por lo tanto, la GT responsable de la glicosilacion
del SA estaria regulando los niveles activos de esta molécula sefial de la respuesta

defensiva (Dean et al., 2005).
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Figura 7. Conjugacion del acido salicilico y acido gentisico en tomate. A) Estructura del SA 2-0-8
glucésido. B) Estructura del GA 5-O- xil6sido.

Del mismo modo, el acido gentisico (GA) que se acumula en plantas tras su
aplicacion exdgena o como consecuencia de una infeccion no lo hace en forma libre,
sino que aparece en gran medida unido a una molécula de azlcar. En la mayoria de
especies el SA se encuentra conjugado a glucosa, mientras que el GA se ha detectado
conjugado a glucosa en Arabidopsis (Dean y Delaney, 2008), pero en otras especies,
como tomate o Medicago truncatula, se ha observado la acumulacion de GA unido a

xilosa (Figura 7B) (Fayos et al., 2006; Stochmal et al., 2009).

Existe un gran nimero de GTs que presentan induccién por tratamientos exégenos
con SA, lo que sugiere un posible papel de las mismas en la respuesta defensiva de las
plantas. En 1998, O’Donnell y colaboradores identificaron un gen en tomate
denominado Twil (Tomato wound induced 1) que se inducia por herida, tratamientos
con SA y otros compuestos de naturaleza fendlica, asi como por interacciones
patogénicas de tipo incompatible. No respondia, sin embargo, a aplicaciones exdgenas
de JA o ET. Se consideré entonces que este gen debia codificar una GT, debido a la
homologia que presentaba con las proteinas de esta familia. Sin embargo, la
caracterizacion de esta GT, asi como el estudio de su posible papel en la respuesta
defensiva de la planta, no ha sido realizada hasta la fecha. Por otra parte, en tabaco se
habia clonado y caracterizado otra GT, homologa a Twil, denominada TOGT, inducida
por SA, infeccién con TMV y B-megaspermina (un compuesto que desencadena una HR

en la planta). Se observé que, a pesar de ser inductor, el SA no era el mejor sustrato
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para este enzima, sino los &cidos hidroxicinamicos. La finalidad de estos conjugados
podria ser el reforzamiento de la pared celular en el caso de infeccion (Whetten y
Sederoff, 1995; Fraissinet-Tachet et al., 1998). Finalmente se comprobd que TOGT
presentaba una elevada afinidad por el sustrato escopoletina (Chong et al., 1999). En
1999, Lee y Raskin clonaron y caracterizaron una GT en tabaco que si conjugaba SA. La
expresion de esta glicosiltransferasa era inducida tanto por la aplicacion exdgena de SA
como por infecciones de tipo incompatible, causadas por el Virus del Mosaico del

Tabaco (TMV) o la bacteria Pseudomonas.

Posteriormente se han clonado y caracterizado otras GTs inducibles por SA,
algunas de ellas conjugadoras de fitoalexinas, como la NTGT de tabaco (Taguchi et al.,
2001), o la flavonoide-GT de Scutellaria baicalensis (Hirotani et al., 2000). En
Arabidopsis, las glicosiltransferasas UGT73B3 y UGT73B5, implicadas en la respuesta
defensiva frente a la infeccién con P. syringae, también mostraron induccién por SA

(Langlois-Meurinne et al., 2005).

En nuestro laboratorio hemos aislado y caracterizado una glicosiltransferasa de
tomate que también se induce por SA. De nuevo, y a pesar de ser inductor, resultd que
esta GT no era activa frente a acido salicilico, sino que presentaba una elevada
actividad frente a &cido gentisico (GA), por lo que fue denominada GAGT (Gentisic Acid
Glycosyl-Transferase). En plantas de tomate, GAGT mostr6 induccién por tratamientos
con SA, GA, e interacciones de tipo compatible, como la infeccion con el Viroide de la
Exocortis de los Citricos (CEVd) o con el Virus del Mosaico del Tomate (ToMV). Los
ensayos de actividad a partir de la proteina producida en Pichia pastoris mostraron
que esta glicosiltransferasa empleaba UDP-xilosa como sustrato donante del azlcar, a
diferencia de la mayoria de GTs caracterizadas, que suelen emplear UDP-glucosa
(Tarraga et al., 2010).

Con el fin de caracterizar la actividad de las glicosiltransferasas y estudiar su papel
en la respuesta defensiva, se han obtenido diferentes plantas transgénicas de
sobreexpresion o silenciamiento. Hace unos afios, se generaron lineas anti-sentido de

TOGT en tabaco (Chong et al., 2002). Dichas plantas, tras ser inoculadas con TMV,
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mostraron bajos niveles del enzima, asi como de su producto esculetina (conjugado de
la escopoletina), y resultaron ser més sensibles frente a la infeccién con patégenos que
las plantas control. Del mismo modo, se obtuvieron plantas transgénicas de tabaco con
sobreexpresion de TOGT. Estas plantas resultaron ser mas resistentes a la infeccion del
virus Y de la patata que las plantas control ya que, a pesar de que las areas necroticas
eran de tamafio similar en ambos tipos de plantas, los ejemplares transgénicos
presentaban en dichas zonas una menor acumulacion de la proteina de la capside viral
(Matros y Mock, 2004). Mas tarde fue identificada en patata otra GT, conjugadora de
antocianinas (5-UGT). Su sobreexpresion en tubérculo aumento la resistencia frente a
la bacteria Erwinia carotovora, causante de una infeccion de tipo compatible, debido a
que la conjugacion de antocianinas aumenta su estabilidad y favorece su accion en la
planta (Lorenc-Kukula et al., 2005). También se identific6 una GT de Arabidopsis
thaliana (DOGT1) implicada en la resistencia a una micotoxina, el desoxinivalenol,
producida por Fusarium. La sobreexpresion de esta GT aumentaba la tolerancia al
hongo, puesto que se produce una mayor conjugacion de la micotoxina, que causa su
inactivacion (Poppenberger et al., 2003). Estudios realizados en Arabidopsis thaliana
mostraron que mutaciones en las glicosiltransferasas UGT73B3 y UGT73B5 provocan
en la planta una mayor susceptibilidad a Pseudomonas syringae (Langlois-Meurinne et
al., 2005). Asimismo, se ha visto que el silenciamiento inducido por virus (VIGS) de una
glicosiltransferasa de pimiento provoca un retraso en la aparicion de HR en respuesta a
TMV (Lee et al., 2009).

Segun estos estudios, podria considerarse que la sobreexpresion de una GT daria
lugar a un aumento de la resistencia frente a infecciones patogénicas, mientras su
silenciamiento iria asociado a un fenotipo de susceptibilidad. Sin embargo, esta
asociacion no es tan sencilla y no ocurre siempre asi. En 2008, Song y colaboradores
pusieron de manifiesto que la sobreexpresién en Arabidopsis de AtSGT1, una
glicosiltransferasa que conjuga SA, daba lugar a un aumento de la susceptibilidad
frente a la infeccién con Pseudomonas syringae. Estos autores defienden que es la
reduccion en la cantidad de SA en forma libre, que es la forma activa del compuesto, la

responsable de la menor resistencia de estas plantas transgénicas frente a la infeccion.
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Otro trabajo mostraba cémo la pérdida de funcién de UGT76B1 en Arabidopsis, que
actla sobre el acido isoleucinico, mejoraba la resistencia frente a la bacteria
Pseudomonas syringae, si bien ello también implicaba una mayor susceptibilidad
frente al hongo Alternaria brassicicola. El efecto contrario se observé en plantas
transgénicas de Arabidopsis con sobreexpresion de UGT76B1 (von Saint Paul et al.,
2011). Un estudio publicado recientemente demostro que la inhibicion de la accion de
dos glicosiltransferasas de SA en Arabidopsis daba lugar a una mayor resistencia frente
a la infeccién con Pseudomonas syringae, debido a un aumento en la cantidad de SA
en forma libre (Noutoshi et al., 2012). Asi pues, teniendo en cuenta el metabolito
sobre el que actlan, la sobreexpresion o el silenciamiento de glicosiltransferasas
puede dar lugar a la aparicion de resistencia o susceptibilidad frente a una infeccién
patogénica, dependiendo de la funcién del metabolito en cuestion y de cémo afecta la

conjugacion a dicha funcién.

Todas estas GTs que parecen estar implicadas en la respuesta defensiva de las
plantas tienen propiedades bioquimicas, estructurales y fisiolégicas comunes.
Presentan una masa molecular de unos 50 kDa, poseen un punto isoeléctrico
alrededor de 5 y un pH dptimo en torno a 7. La mayoria muestra una baja especificidad
de sustrato en cuanto a la molécula aceptora del azlcar y una alta especificidad
respecto al donante del azlcar, que suele ser UDPG, aunque GAGT es una excepcion al
mostrar una elevada selectividad hacia UDP-xilosa. Ademas, todas estas proteinas
contienen el motivo PSPG en su extremo C-terminal. En general, la expresion de este
tipo de GTs implicadas en defensa se induce rapidamente y de forma transitoria por
SA, HR y/o herida. De entre las glicosiltrasferasas que se han visto implicadas en
defensa, algunas regulan los niveles activos de SA, que es la molécula sefial implicada
en el establecimiento de HR y SAR, mientras otras regulan los niveles activos de ciertas
fitoalexinas y moléculas antioxidantes, compuestos que intervienen en la defensa de la
planta en el momento de la entrada del patdgeno y en la subsiguiente explosion
oxidativa. Todo esto parece indicar que las GTs juegan un papel relevante en la
respuesta defensiva de las plantas, modulando los niveles de ciertas moléculas que

intervienen en dicha respuesta.
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El llamado metabolismo secundario de las plantas es fuente de una vastisima
variedad de compuestos de extraordinario interés biotecnoldgico. Sin embargo, ha
sido tradicionalmente considerado como biolégicamente insignificante al englobar
moléculas en apariencia no esenciales para la planta, aunque con estructuras muy
complejas, producidas mediante sofisticados procesos biosintéticos que suponen un
importante consumo de recursos metabolicos. La visidn actual ha supuesto una
reevaluacion de su posible papel bioldgico, considerando que estos compuestos
desempefian, en efecto, un importante papel ecoldgico en la adaptacion de las plantas
a su entorno. En este contexto, muchos compuestos naturales de plantas son de
importancia capital en la interaccién planta-patégeno, tanto en los procesos de
sefializacion como de respuesta. Por su variedad e importancia, destacan dentro de

esta categoria los metabolitos de naturaleza fendlica.

Con el fin de estudiar la funcién que dichos metabolitos pueden desempefiar en la
respuesta defensiva de las plantas, es interesante llevar a cabo tratamientos exdgenos.
Por ejemplo, se ha observado que tratamientos exégenos con SA inducen en la planta
la sintesis de un grupo de proteinas de defensa (PR) con propiedades antimicrobianas,
y son muchos los estudios que han demostrado que tratamientos con SA inducen
resistencia frente a diferentes patdgenos en tomate (Spletzer et al., 1999; Meher et al.,

2011) y otras especies vegetales (Saikia et al., 2003; Wang y Liu, 2012).

Por otra parte, la obtencién de plantas transgénicas que presenten niveles
alterados del metabolito objeto de estudio también constituye una importante
herramienta a la hora de profundizar en el conocimiento del papel que juega dicho
compuesto en el sistema defensivo de las plantas (Chong et al., 2002; Poppenberger et
al., 2003; Niggeweg et al., 2004; Guillet y de Luca, 2005; Hagel y Facchini, 2005;
Lorenc-Kukula et al., 2005; Lee et al., 2009; Song et al., 2008; Pandey et al., 2014; Kimy
Hwang, 2014). Al mismo tiempo, dicha estrategia puede constituir un medio de
obtencién de plantas méas resistentes frente a ataques patogénicos de diversa

naturaleza. Todo ello pone de manifiesto la importancia de estos compuestos en el
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sistema defensivo de las plantas, y apoya el hecho de que su metabolismo sea un
importante foco de estudio en la actualidad y una posible diana de manipulacién

genética.
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Objetivos

Los metabolitos secundarios de naturaleza fendlica desempefian un papel muy

importante en la resistencia de las plantas frente al ataque patogénico. Algunos de

ellos, como los &cidos salicilico y gentisico (SA y GA), actian como moléculas sefial,

siendo capaces de activar la respuesta defensiva. Otros, por su parte, pueden actuar

directamente sobre el patdgeno, considerandose componentes finales de la respuesta,

como es el caso de las amidas derivadas del acido hidroxicinamico (HCAA). El objetivo

general de este trabajo es profundizar en el estudio del papel que juegan estos

compuestos fendlicos en la respuesta defensiva de las plantas, desde diferentes

aproximaciones. Por un lado, se llevaran a cabo tratamientos exégenos con dichos

compuestos y, por otro, se obtendran plantas transgénicas que presenten niveles

alterados de los metabolitos objeto de estudio.

Los objetivos concretos de este trabajo son los siguientes:

Estudiar el papel de SA y GA como activadores del mecanismo de silenciamiento

génico y de la resistencia de las plantas a patdgenos de RNA.

. Profundizar en el estudio del papel del GA en defensa y confirmar la actividad in

vivo de GAGT, mediante la obtencion de plantas transgénicas con sobreexpresion

de esta glicosiltransferasa de GA.

Caracterizar la posible funcion de la glicosiltransferasa Twil en la respuesta
defensiva, mediante el estudio de actividad de la proteina recombinante y la

obtencién de plantas transgénicas que silencien Twil.

Ampliar el conocimiento sobre la implicacién de las HCAA en la defensa de las
plantas frente a ataques patogénicos, por medio de la generacion de plantas
transgénicas de tomate que sobreexpresen el gen de la tiramina hidroxicinamoil

transferasa (THT).
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Materiales y Métodos

1. Material vegetal y condiciones de cultivo

En la realizaciébn del presente trabajo se han empleado plantas de tomate
(Solanum lycopersicum) de los cultivares ‘Moneymaker Tm2? y tm2? (cedidas
amablemente por el Dr. Jonathan Jones, The Sainsbury Laboratory, Norwich, Reino
Unido), resistentes y susceptibles al virus TOMV, respectivamente, y de los cultivares
‘Rutgers’ y ‘Rio Grande’. A su vez, se han empleado plantas de Gynura aurantiaca y
Nicotiana benthamiana mantenidas y propagadas en las instalaciones del IBMCP.
Todas estas plantas fueron cultivadas en invernadero a una temperatura que oscilaba
entre los 25 y los 30 °C, con una humedad relativa entre el 50 y el 70% y con un
fotoperiodo de 16 h luz/8 h oscuridad. Para el cultivo de las plantas de tomate y N.
benthamiana, se prepararon semilleros en vermiculita y, aproximadamente una
semana después de la siembra, las plantas se trasplantaron a macetas (12 cm de
profundidad x 13 cm de didmetro interior) que contenian turba y vermiculita al 50 %.
Se trasplant6 una planta por maceta. Las plantas se sometieron a riego a manta
automatizado dos veces al dia en solucion de Hoagland, tal y como se describe en
Naranjo et al. (2003). En cuanto a las plantas de Gynura, éstas se propagaron mediante

esquejes procedentes de plantas madre.

Por otra parte, se emplearon plantas de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia-0
(Col-0), que fueron cultivadas en cdmara bajo condiciones de alta intensidad luminica

(22.000 lux), con un fotoperiodo de 16 h luz/8 h de oscuridad y 22 °C de temperatura.

2. Tratamientos
2.1. Tratamientos de plantas de tomate

Los tratamientos de las plantas de tomate ‘Rutgers’ con &cido salicilico (SA) y

acido gentisico (GA) se llevaron a cabo mediante imbibicion de explantes o “stem
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feeding”, segln Gu et al. (2000). Para ello, se emplearon plantas de 4 6 5 semanas,
cortadas en bisel a la altura de los cotiledones. Los explantes se sumergieron por el
tallo en tubos de plastico de 50 mL que contenian tampén fosfato sédico 50 mM, pH
7.4 (plantas control), SA 1 mM en tampdn fosfato o GA 2 mM preparado en el mismo
tampon. La tercera y cuarta hojas de los explantes fueron recogidas en nitrégeno
liquido a los tiempos indicados (0, 4, 8, 12 y 48 horas después de iniciar el tratamiento)

y almacenadas a -80 °C hasta su uso.

Los tratamientos con &cido salicilico (SA), é&cido gentisico (GA), &cido 2,4-
dihidroxibenzoico (2,4-DHBA) o 4&cido 2,4,6-trihidroxibenzoico (2,4,6-THBA),
especificados para cada caso, de plantas de tomate ‘Moneymaker’, plantas
transgénicas GAGT y plantas transgénicas RNAi Twil se realizaron también mediante
stem-feeding (Gu et al., 2000). Plantas de 4 6 5 semanas, cortadas en bisel a la altura
de los cotiledones, se sumergieron por el tallo en tubos de plastico de 50 mL que
contenian: H,O (plantas control) o disoluciones 1 mM de SA, GA, 2,4-DHBA o 2,4,6-
THBA, segun fuera el caso. La tercera y cuarta hojas de los explantes fueron tomadas

como muestra a los tiempos indicados.

Por otra parte, para estudiar la induccién del gen Twil en plantas de tomate
‘Moneymaker’ se realizaron tratamientos con SA, 2,4-DHBA y 2,4,6-THBA como se
describe en O’Donell et al. (1998). Al igual que en los casos anteriores, se emplearon
plantas de 4 6 5 semanas cortadas en bisel a la altura de los cotiledones. A
continuacion, los tallos de los explantes se sumergieron en disoluciones 2 mM de SA,
2,4-DHBA y 2,4,6-THBA y H,0. Transcurridos 30 min, los explantes se transfirieron a
agua destilada, momento en el que se inici6 el estudio de la cinética de induccién. La
tercera y cuarta hojas de los explantes fueron tomadas como muestra a los tiempos

indicados (0, 30 min, 1, 4, 8 y 24 horas después de transferir los explantes a agua).
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2.2. Tratamientos de plantas de Gynura aurantiaca

Los tratamientos de plantas de Gynura aurantiaca se realizaron mediante
pulverizacion con tampoén fosfato sddico 50 mM, pH 7.4 (plantas control), una
disolucion de SA 1 mM en tampon fosfato o una disolucion de GA 2 mM preparado en
el mismo tampon. Se afiadi6 como humectante un 0.05% (v/v) de Tween 20 para
mejorar la absorcién foliar de los compuestos aplicados. El lote de plantas de Gynura a
tratar se dividié en tres grupos equivalentes que se rociaron con soluciones de SA, GA

o tampodn. Los tratamientos se repitieron cada dos dias hasta el final del experimento.

2.3. Tratamientos de plantas de Arabidopsis thaliana

Los tratamientos con SA y GA de las plantas de Arabidopsis thaliana Col-0 control y
transgénicas GAGT se llevaron a cabo rociando y regando plantas de un mes de edad,
en estado de roseta, con disoluciones 1 mM de SA 'y GA. Transcurridas 24 horas desde
el inicio del tratamiento tuvo lugar la recogida de muestras, que se realiz6 tomando

plantas enteras, a excepcion de la raiz.

2.4. Tratamientos de herida en plantas de tomate

Los tratamientos de herida en plantas de tomate ‘Moneymaker’ fueron realizados
con plantas de 3 a 4 semanas de edad, hiriendo los foliolos de la tercera y cuarta hoja
de cada planta con ayuda de unas pinzas, segun se describe en Lison et al. (2006). Las
muestras se recogieron a los tiempos indicados (0, 4, 12 y 24 horas) después de

producirse la herida.
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3. Inoculacion del material vegetal
3.1. Inoculacion de plantas de tomate con el virus del Mosaico del Tomate (ToMV)

Las inoculaciones de plantas de tomate ‘Rutgers’ con ToMV se llevaron a cabo
como se describe en Bellés et al. (1999). Para la preparacion del inéculo, se
homogeneizo 0.5 g de tejido foliar de tomate infectado y liofilizado, en 10 mL de
tampon de inoculacion (tampoén fosfato 10 mM pH 7.2, &cido dietilditiocarbamico al
0.2% (p/v), 2-mercaptoetanol 2 mM). EI homogeneizado se filtré a través de Miracloth
y se empled directamente como solucién de inoculacion. La mitad de las plantas
fueron inoculadas con ToMV mientras la otra mitad se utilizaron como plantas control
de la infeccion. Después de espolvorear con carborundum el haz de la primera hoja
verdadera de cada una de las plantas que iban a ser infectadas, se aplicé la solucion de
inoculacion con la ayuda de un pincel suave, realizando asi pequefias abrasiones que
permiten la entrada del virus. Las plantas control se trataron de igual modo,
empleando Unicamente tampdn de inoculacion. Tras la infeccion con ToMV, las plantas
se mantuvieron en camara de cultivo en condiciones controladas, a una temperatura
de 24 °C, con una humedad relativa del 50-70% y un fotoperiodo de 12 horas de luz
(550-750 luxes) y 12 horas de oscuridad.

Las muestras, tanto de las plantas infectadas como de las plantas control, fueron
tomadas a los tiempos indicados en cada caso, recogiendo por separado las hojas
inoculadas (muestras locales) y las hojas inmediatamente superiores a éstas (muestras

distales).

3.2. Inoculacién de plantas de tomate con el Viroide de la Exocortis de los Citricos
(CEVd)

Para la inoculacion de plantas de tomate ‘Rutgers’ con CEVd se emplearon
plantulas de 10 dias de edad, a las que se inyectd 50 ng de viroide en el punto de
insercion de los cotiledones, previamente obtenido a partir de material infectado, tal y

como se describe en Granell et al. (1987).
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3.3. Inoculacién de plantas de Gynura con CEVd

Para el estudio del efecto de la aplicacion exdgena de SA y GA sobre la infeccion
con CEVd, se partié de plantas de Gynura previamente tratadas, como se detalla en el
apartado 2.2. A los dos dias de tratamiento, se efectu6 la inoculacion de las plantas
con CEVd, dejando una planta de cada tratamiento como control sin infectar. La
inoculacion se realiz6 en esquejes enraizados de 4 semanas de edad, mediante dos
pequefios cortes en la parte superior del tallo con una cuchilla conteniendo
aproximadamente 50 ng de viroide, tal y como se describe en Conejero y Granell
(1986). Las plantas control de la infeccion se trataron de igual modo, exceptuando la

adicion de in6culo de CEVd a la cuchilla.

Se realizé un seguimiento de la aparicion de sintomas de infeccion viroidal, como

son la epinastia y la reduccion del crecimiento (Conejero y Granell, 1986).

3.4. Inoculacién de plantas de tomate con la bacteria Pseudomonas syringae pv.

tomato y determinacion del crecimiento bacteriano

Se emplearon dos cepas bacterianas: Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000
(Pst DC3000) AvrPto, portadora del gen de avirulencia Pto, y Pst DC3000 AAvrPto, que
carece de dicho gen, para inocular plantas de tomate variedad ‘Rio Grande’ Pto, de
aproximadamente un mes de edad, en estado de 4-5 hojas verdaderas. Para la
preparacion del indculo, las bacterias crecieron durante la noche a 28 °C en placas
Petri de 20 mL que contenian medio King B (Pseudomonas F agar) (Pronadisa)
preparado segun las recomendaciones del fabricante, suplementado con 100 ulL de
rifampicina (50 mg/mL). A continuacién, una colonia aislada fue transferida a 15 mL de
medio King B liquido (por cada 1000 mL de medio KB: 40 g de proteosa de peptona, 20
g de glicerol, 980 mL de agua, 10 mL de K;HPO4 al 10 % y 10 mL de MgSO, al 10 %) y
crecida durante la noche en agitacion a 28 °C. El cultivo bacteriano resultante fue
sedimentado por centrifugacion y resuspendido en MgCl, 10 mM hasta alcanzar una

densidad éptica de 0.1 a 600 nm. Se realiz6 un contaje de la suspension mediante

49



Materiales y Métodos

diluciones seriadas en placa con el fin de determinar la concentracion del indculo final,
correspondiente a una densidad de aproximadamente 1 x 10" unidades formadoras de
colonia por mL (CFU/mL). Se prepard 1 L de suspension bacteriana para llevar a cabo la
infeccion de las plantas de tomate mediante inmersion (adaptado de Scalschi et al.,
2013). Para ello las plantas se sumergian individualmente en la suspension bacteriana
hasta la base del tallo y durante 30 segundos. Las plantas empleadas como control se
sumergieron en una solucion estéril de MgCl, 10 mM. La tercera y cuarta hojas de cada
planta fueron tomadas como muestra a las 0, 10, 18, 24, 36 y 48 horas desde el

momento de la inoculacion.

Plantas de tomate variedad ‘Moneymaker’ asi como plantas transgénicas THT de
un mes de edad se inocularon con la bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato
DC3000 AAvrPto de forma similar a como se indica en el parrafo anterior, salvo que en
este caso la infeccion se llevé a cabo con una concentracién bacteriana de 1 x 10°
CFU/mL. Se infiltr6 100 uL de la suspensién bacteriana en el lado abaxial de los foliolos
de la tercera y cuarta hoja de cada planta empleando una jeringa de plastico estéril de
1 mL sin la aguja, como se describe en Collinge et al. (1987). Los foliolos equivalentes
de las plantas empleadas como control fueron infiltrados con una solucion estéril de
MgCl; 10 mM. La toma de muestras tuvo lugar a las 0, 24 y 48 horas desde el momento

de la inoculacion.

Para la determinacién del crecimiento bacteriano in planta, se tomaron 3 discos (1
cm? cada uno) de hoja infectada de cada planta, de un total de cinco plantas por linea
y por tiempo, a las 24 y 48 horas después de la infeccion (adaptado de Coego et al.,
2005). Los tres discos se maceraron en MgCl, 10 mM y a continuacién se realizaron
diluciones seriadas, que fueron sembradas en placa de cultivo con medio King B
suplementado con rifampicina (50 mg/mL) y se mantuvieron a 28 °C durante 2 dias. La
densidad de las poblaciones bacterianas para cada planta se determiné por conteo de

las unidades formadoras de colonias (CFU) en placa.
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3.5. Inoculacién de plantas de Arabidopsis con Pseudomonas syringae pv. tomato y

determinacion del crecimiento bacteriano

Las plantas de Arabidopsis thaliana Col-0 control y plantas transgénicas NahG y
GAGT, de aproximadamente un mes de edad, fueron infectadas con la bacteria
fitopatdgena Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 portadora del gen de
avirulencia AvrRpml, reconocido por la planta. La preparacion del inéculo se realizo de
igual modo a como se detalla en el apartado anterior, si bien esta vez la infeccion se
llevé a cabo con una concentracion bacteriana de 5 x 10" CFU/mL. Alicuotas de la
suspension bacteriana fueron inyectadas en el lado abaxial de las hojas con una jeringa
de plastico estéril de 1 mL. Se infiltraron un total de 4 hojas/planta, con 4-6 plantas por
linea y por tiempo. La recogida de muestras tuvo lugar a las 0, 4 y 24 horas post-

inoculacion (hpi).

Para la determinacién del crecimiento bacteriano in planta, se infiltraron 4
hojas/planta de un total de 5 plantas/linea, esta vez con una concentracion bacteriana
de 5 x 10° CFU/mL. La recogida de muestras se realizd tomando de cada planta 4 discos
(0.5 cm? cada uno) de las hojas infectadas, a los 3 dias post-inoculacién. Transcurridos
2-3 dias se cuantificé el crecimiento bacteriano que se habia producido en cada planta,
mediante conteo de unidades formadoras de colonias en placa con medio KB

suplementado con rifampicina (50 mg/mL) a 28 °C.

4. Toma de muestras

En general, la toma de muestras del material vegetal se realiz6 recogiendo entre
0.3y 0.5 g de tejido por planta, a los tiempos indicados en cada caso. El material se
recogio sobre nitrogeno liquido, fue inmediatamente pulverizado en nitrégeno liquido
con ayuda de un mortero y almacenado a -80 °C hasta el momento de realizar los

distintos ensayos.
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En el caso de plantas de tomate, se han analizado tres tipos de material vegetal:
hojas, flores y frutos. Para tejidos de hoja, se tomaron como muestra la tercera y
cuarta hoja de plantas de 3 a 4 semanas de edad, en el estadio de cinco a seis hojas. En
cuanto a las flores, éstas fueron recogidas en el estadio de antesis, desde el pedunculo
de la flor. La toma de muestras de frutos se realizé cuando el tomate estaba maduro
(rojo). Cada fruto fue lavado y cortado para extraer las semillas y las placentas,
consistiendo la muestra de la parte carnosa del fruto (mesocarpio y endocarpio)

exclusivamente.

Para llevar a cabo los experimentos de expresion transitoria se emplearon plantas
de Nicotiana benthamiana, de aproximadamente un mes de edad. La recogida de

muestras se realiz6 tomando las 4 hojas que habian sido agroinfiltradas en cada planta.

En este trabajo también se emplearon plantas de Arabidopsis thaliana, de un mes
de edad, en estadio de roseta. Se recogieron un total de 4 hojas por planta, salvo en el
caso de tratamientos de Arabidopsis con GA y SA, en el que se tomaron plantas

enteras, exceptuando la raiz.

5. Plasmidos y cepas bacterianas utilizados

En la realizacién del presente trabajo se ha empleado el vector de entrada
pCR8/GW/TOPO (Invitrogen), que presenta como factor de seleccion la resistencia a
espectinomicina, junto al plasmido destino pGWB8 (Nakagawa et al., 2007). El
plasmido pGWBS, que tiene como factor de seleccion la resistencia a kanamicina
posee, por un lado, el promotor constitutivo 35S del virus CaMV (CaMV 35S) para la
sobreexpresion del gen y, por otro, un tag o “cola” de histidinas (Hisg). Su traduccion
da lugar a una proteina recombinante con una extension de seis residuos de histidina
en su extremo C-terminal, lo que permite su inmunodeteccion con un anticuerpo anti-

His, asi como su purificacion por cromatografia de afinidad en columna de niquel.
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Por otra parte, se ha empleado el vector pGEM-T Easy, que confiere resistencia a
ampicilina, junto con los plasmidos pHANNIBAL (Wesley et al., 2001) y pART27 (Gleave,
1992). El plasmido pHANNIBAL (pHAN), que también otorga resistencia a ampicilina y
contiene el promotor constitutivo CaMV 35S, fue disefiado para que un fragmento de
cDNA de un determinado gen a silenciar pudiera ser insertado en orientacién sentido y
antisentido en los sitios de clonaje maltiple Xhol.EcoRI.Kpnl y Clal.Hindlll.BamHI.Xbal,
respectivamente. La construccion resultante da lugar a una horquilla o hairpin
(hpRNA), con un lazo de entre 30-50 pares de bases (pb), dependiendo de los sitios de
restriccion seleccionados para insertar los fragmentos. Empleando construcciones
hpRNA que contienen fragmentos en sentido/antisentido de 100 a 800 pb, separadas
por un intrén, se ha obtenido un silenciamiento génico muy eficaz en gran variedad de
especies, como se describe en Wesley et al. (2001). Por ultimo, las construcciones
obtenidas en pHAN se subclonaron en el vector binario pART27, con el fin de llevar a
cabo la transformacion de la especie vegetal sobre la que se pretende estudiar el
fendmeno de silenciamiento. El plasmido pART27 presenta como factor de seleccion la
resistencia a espectinomicina y como marcador selectivo el gen de la neomicina

fosfotransferasa (NPT II), que confiere resistencia a kanamicina.

Asimismo, en este trabajo se ha empleado el vector pBI121 portador del isogen
THT1-3 de tomate, pBI_THT, generado con anterioridad en nuestro laboratorio
(Zacarés, 2008).

Por ultimo, para llevar a cabo los experimentos de expresion transitoria se utilizé
el plasmido p19 (cedido amablemente por el Dr. Diego Orzéez, IBMCP), que codifica la

proteina supresora del silenciamiento p19 (Lakatos et al., 2004).

Las cepas bacterianas empleadas fueron: quimiocompetentes de Escherichia coli
One Shot TOP10 (Invitrogen) asi como E. coli DH5a, para manipulaciones rutinarias de
DNA; E. coli DB3.1 (Invitrogen), para la propagacion de los vectores destino que
contienen el gen ccdB, resistente a los efectos de la proteina CcdB; Agrobacterium

tumefaciens ElectroMAX LBA4404 (Invitrogen), para la transformacion de tomate, vy,
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por ultimo, A. tumefaciens C58, para los experimentos de expresion transitoria en N.

benthamianay la transformacién genética de A. thaliana.

6. Aislamiento y manipulacién de acidos nucleicos
6.1. Purificacion de plasmidos bacterianos

Para la extraccion de DNA plasmidico a pequefia escala (mini-preps) se siguio el
procedimiento de lisis alcalina descrito por Sambrook et al. (1989). Alternativamente,
se empled el High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche), en el caso de que las muestras

fueran destinadas a secuenciacion.

6.2. Digestion de plasmidos con enzimas de restriccion

Las digestiones de plasmidos con enzimas de restriccion se realizaron atendiendo
a las recomendaciones de los respectivos proveedores. Se digiri6 1 pug de DNA en
presencia de 10 U de enzima, empleando el tampon especifico para cada

endonucleasa, en un volumen final de 30 pL, incubando durante 2-3 horas a 37 °C.

6.3. Aislamiento y manipulacion de DNA de plantas

El DNA total de plantas fue extraido empleando el método Rogers y Bendrich
(1998), siendo cuantificado por la medida de la absorbancia a 260 nm y posterior

confirmacion en gel de agarosa.

6.4. Electroforesis de DNA en geles de agarosa

La separacion de fragmentos de DNA se realiz6 mediante electroforesis en geles
de agarosa al 1%. Como patrén de la longitud en pares de bases de las secuencias de

DNA se utilizé el marcador Lambda DNA/EcoR I+Hind Il (Fermentas). La electroforesis
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se desarroll6 a 80-100 V, dependiendo del tamafio del gel, durante el tiempo necesario
para el avance de las muestras. Una vez finalizada la separacion, tras haber recorrido el
colorante unas 3/4 partes del gel, se visualizé el DNA por exposicién a luz UV y se

fotografio.

La elucion del DNA de estos geles de agarosa para su clonaje en los distintos

vectores se realizé utilizando el kit “QIAquick Gel Extraction” (QIAGEN).

6.5. Extraccion de RNA total de plantas

La extraccion de RNA de diferentes tejidos de la planta se llevé a cabo empleando
el reactivo TRIzol (Gibco BRL Life Technologies) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Para evitar la degradacion del RNA, las muestras se mantuvieron en hielo
durante todo el proceso y las centrifugaciones se realizaron a 4 °C. En los andlisis de
transcripcién reversa se utilizaron 5 pg de RNA total, cuantificado por Azso. Se emple6

para ello un espectrofotometro ultravioleta-visible Nanodrop ND-1000.

6.6. Reacciones de amplificacion semicuantitativa (RT-PCR)

Para llevar a cabo la transcripcion reversa acoplada a amplificacion especifica de
secuencias (RT-PCR), se partio de 5 ny de RNA total en un volumen final de reaccion de
50 . Se afiadi6 2 ny del oligonucledtido dTis, 10 . de tampon de reaccion 5X y agua
tratada con DEPC hasta un volumen de 44 ni. La solucién se mantuvo durante 10 min a
65 °C para desnaturalizar los acidos nucleicos, pasando inmediatamente después los
tubos a hielo otros 10 min. A continuacion, se afiadi6 una mezcla equimolar de
desoxirribonucleétidos (dNTPs) a una concentracion de 2.5 mM cada uno y 200
unidades (1 m) del enzima Transcriptasa Reversa M-MLV (Promega). Después de
agitar, se incubo la solucién a 42 °C durante 1 h'y posteriormente se inactivo el enzima

calentando a 70 °C durante 10 min. La reaccién se almacend a -20 °C hasta su uso.
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Las amplificaciones por PCR se realizaron en un volumen final de 50 m,
empleando en cada reaccion 5 pL de la reaccion de RT, 1 uL de cada cebador, 5 pL de
dNTPs 2.5 mM, 5 pL de tampdn de reaccion 10X y 2 unidades de DNA polimerasa
(Netzyme, NEED). Las condiciones de reaccion fueron las siguientes: 1 min de
desnaturalizacion a 94 °C, seguido de 25 ciclos de 1 min de desnaturalizacion a 94 °C, 1
min de apareamiento a 55 °C y 1 min de extension a 72 °C, terminando con un paso de
extension final de 5 min a 72 °C. Se utiliz6 para ello un termociclador GeneAmp PCR

System 2400 (Perkin Elmer). Los cebadores empleados se muestran en la Tabla 1.

Nombre del gen | Cebador directo Cebador reverso

GAGT-His ATGACTACTCACAAAGCTCATTGC | ATGATGATGATGATGATG

RPL2 GGTGACCGTGGTGTCTTTGC ACCAACGTTTTGTCCAGGAGGT
GAGT TGCCATATCCAGTCCAAGGT CGAATTTGGAAATCCAGGAA
Twi1-His ATGGGTCAGCTACATTTTTTC ATGATGATGATGATGATG

Tabla 1. Secuencias de los oligonucledtidos empleados para la medida de la expresion génica
mediante RT-PCR semicuantitativa.

6.7. Reacciones de amplificacion cuantitativa (QRT-PCR)

Posteriormente a su extraccién, el RNA se precipitdé mediante la adicion de un
volumen de LiCl 6 M. Transcurridas 2-3 horas, el sedimento fue lavado con LiCI 3 My
disuelto en agua libre de RNasa. Finalmente, para eliminar posibles contaminantes de
DNA genomico, se afiadieron 2 unidades de TURBO DNasa (Ambion) por cada ulL de
preparacion de RNA. El analisis de RT-PCR cuantitativa se realiz6 como se describe en
Campos et al. (2014a). Se empled 1 pg de RNA total para obtener el correspondiente
cDNA, haciendo uso de oligo dT18 y el kit de reactivos PrimeScript RT (Perfect Real

Time, Takara), segun el protocolo del fabricante. El ensayo de PCR cuantitativa se llevd
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a cabo en presencia de SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) y la
amplificacion fue monitorizada en tiempo real con el sistema de PCR en tiempo real
7500 Fast (Life Technologies). En el caso de muestras procedentes de tomate, el gen
Factor de elongacién 1 alfa (eEF1a) se utilizd como referencia interna del experimento.
Cuando las muestras analizadas eran de Arabidopsis, se empled como control interno
un gen de la familia SAND (At2g28390). Los cebadores empleados para PCR

cuantitativa se muestran en la Tabla 2.

Nombre del gen | Cebador directo Cebador reverso

ToDCL1 CAGCACATGCAAAGAGGTTT CGGAATCCTTGGCTTTCTTT

ToDCL2 CAAGGCACTTTCCCATGAAT TTAGCGCTTCAACAAGCAGA

ToDCL4 TCATTTGAACCCGACCACTT CTGTTCCGCTACCACACAGA

ToRDR1 CCATGAGTGATCCATGCAAA ATTCTTTAGGGCGCAACTGA

ToRDR2 TTCATTCAATGGCTGTGGAC TCCCACCTCTCCATGAAATC

ToRDR6 AGGGAGTGACCTTGATGGTG ACTGTTTGGCTTCTGCAGGT

ToPR-1 ACTCAAGTAGTCTGGCGCAACTCA AGTAAGGACGTTGTCCGATCCAGT
ToP23 TTCGAGGTACGCAACAACTG TGCATTGATGACCCATGTTT

Toactina CTAGGCTGGGTTCGCAGGAGATGATGC | GTCTTTTTGACCCATACCCACCATCACAC
ToTHT CCCCTTTTGACGAACCTAAA TTTGGATCGGAATTCCTCAA
ToeEF1a CCACCTCGAGATCCTAATGG ACCCTCACGTATGCTTCCAG

AtPR1 GGAGCTACGCAGAACAACTAAGA CCCACGAGGATCATAGTTGCAACTGA
At2928390 AACTCTATGCAGCATTTGATCCACT TGATTGCATATCTTTATCGCCATC
ToGAGT TACGATCCAAACGCGTTAAA AGCCATCAGATATGGCCTCA

ToTwit GGATGCGAAGAGCTATGGAG CGGACCAATAGCCCAATTTT

Tabla 2. Secuencias de los oligonucledtidos empleados para la medida de la expresion génica

mediante RT-PCR cuantitativa. To: genes de tomate; At: genes de Arabidopsis.

6.8. Secuenciacion de DNA

La secuenciacion de los diferentes clones se llevé a cabo en el Servicio de
Secuenciacion del IBMCP, utilizando didesoxinucledtidos (terminadores) marcados con
compuestos fluorescentes (Prober et al., 1987). Los productos marcados se resolvieron
en un secuenciador ABI 377 (Applied Biosystems). Los datos proporcionados por el
refinaron mediante el CHROMAS

secuenciador se programa

(http://www.technelysium.com.au) para la resolucién de posibles indeterminaciones.
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7. Disefio de las construcciones y técnicas de clonaje
7.1. Construcciones para la sobreexpresion de los genes GAGT y Twil

Para la obtencion de las construcciones correspondientes a la sobreexpresion de
distintas proteinas de fusion se empled el sistema Gateway de Invitrogen.
Concretamente, se utilizo la reaccién LR catalizada por el enzima LR Clonase, que
facilita la recombinacion de un sustrato attL (clon de entrada) con un sustrato attR

(vector de destino), para crear un clon de expresion conteniendo sitios attB.

En primer lugar, se realizé una amplificacion mediante PCR, en un volumen final
de 50 pL, de las secuencias a insertar. La mezcla de reaccion estaba compuesta por 5
pL de Ex Taq Buffer, 4 uL de dNTPs (2.5 mM), 2 pL de cada uno de los cebadores
directo y reverso (1 pg/pL), 2 pL de TaKaRa Ex Taq DNA Polymerase (Takara) y, como
molde, 5 uL de cDNA obtenido por retrotranscripcién (apartado 6.6) de mRNA de hojas
de tomate embebidas en SA o infectadas con CEVd. En cuanto al enzima empleado, se
trata de una DNA polimerasa de alta fidelidad que presenta la particularidad de afadir
un nucleétido extra de adenina en ambos extremos, 5’ y 3’, del cDNA que se esta
copiando y que resulta imprescindible para el siguiente paso del clonaje. Los cebadores
especificos empleados para amplificar el cDNA correspondiente a la glicosiltransferasa
de é&cido gentisico (GAGT) fueron: directo (5’-ATGACTACTCACAAAGCTCATTGC-3") y
reverso (5’-GGAAATAGTAACCAACTTGG-3’) (Tarraga et al., 2010). Los utilizados para
amplificar el cDNA de la proteina de tomate inducida por herida (Twil) fueron: directo
(5’-ATGGGTCAGCTACATTTTTTC-3’) y reverso (5’-TTAACGATATGAAGTTATGTC-3’). Por lo
que respecta a las condiciones de PCR, ésta consistio en una etapa inicial de
desnaturalizacion de 10 min a 94 °C, seguida de 33 ciclos de amplificacion compuestos
por una primera etapa de desnaturalizacion de 30 s a 94 °C, una segunda etapa de
hibridacion de 45 s a 55 °C, y una tercera etapa de elongacién de 1.5 min a 72 °C. Tras

el tltimo ciclo se finalizd la reaccion con una etapa de extensién de 5 mina 72 °C.

A continuacion, los fragmentos amplificados fueron clonados en el vector de
entrada pCR8/GW/TOPO (Invitrogen), generandose asi lo que se denomina un clon de

entrada. La reaccion se llevé a cabo incubando 4 pL del producto de PCR con 1 pL del
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vector TOPO y 1 plL de solucion salina (NaCl 1.2 M y MgCl, 0.06 M), debido a que las
células a transformar son E. coli quimicamente competentes. La mezcla se incubd
durante 30 min a temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo, la reacciéon se
mantuvo en hielo hasta el momento de la transformacion bacteriana.
Alternativamente, ésta puede almacenarse a -20 °C. La comprobacion de que el cDNA
de interés se habia insertado en el plasmido se realizd mediante digestion con el

enzima EcoRl, que libera el inserto completo.

Una vez obtenido el clon de entrada (pCR8/GW/TOPO_GAGT vy
pCR8/GW/TOPO_Twil) se procedio a la reaccion de recombinacion LR para transferir
el inserto del vector de entrada al vector destino. Para producir la reaccion LR entre los
vectores TOPO recombinantes, portadores de los diferentes cDNAs, y los vectores
destino, se realizaron las siguientes mezclas de reaccion: 3 pL de vector TOPO (GAGT o
Twil) en TE (50 ng/pL), 3 pL del vector destino pGWB8 en tampon TE (50 ng/pL)
previamente linearizado con el enzima de restriccion Xhol para mejorar la eficiencia en
el clonaje, 2 pL de 5X LR Clonase Reaction Buffer y 2 pL del enzima LR Clonase. Las
distintas mezclas de reaccién se incubaron toda la noche a 25 °C, y posteriormente se
afadio 1 pL de Proteinasa K (2 pg/pL) para terminar la reaccion. Finalmente, las
muestras se incubaron 10 min a 37 °C y se procedi6 a la transformacion de E. coli. De
esta forma se obtuvieron las construcciones pGWB8_GAGT y pGWB8_Twil, que se

esquematizan en la Figura 8.

A
LB Hind 111 Xba | Sac | RB
—_pcwes I & 35S ) GAGT [6xHis® nosinpt ii/nos L prGWB8 -
R e ——
1368 pb
B
LB Hind 11l Xba | Sac | RB
—{ pGWBS_ | § 3BS W Twil [6xHis§ nos/npt ii/nos | pGWBS |-
&>
1412 pb

Figura 8. Obtencion de los clones de expresion para GAGT y Twil. A) Construccion de
pGWB8_GAGT y pGWB8_Twil. El promotor 35S dirige la expresion del cDNA de los genes GAGT y
Twil. Se sefiala la longitud de los distintos cDNAs clonados. LB: borde izquierdo del plasmido
binario; RB: borde derecho del plasmido binario.
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7.2. Construccion para el silenciamiento del gen Twil

Para llevar a cabo el silenciamiento de Twil en planta, se emplearon los plamidos
PGEM-T easy, pHANNIBAL (pHAN) y pART27. El clonaje se realiz6 mediante el método

clasico, basado en el corte con enzimas de restriccion y posterior ligacion.

Partiendo de la secuencia completa de cDNA de Twil, se selecciond un fragmento
de aproximadamente 300 pares de bases. Se eligié una secuencia incluida en la region

consenso PSPG, y a continuacion se llevo a cabo el disefio de cebadores.

Los cebadores fueron disefiados de forma que en una sola reaccién de PCR se
introdujeran 2 sitios de restriccion por cada oligonucleétido empleado. Dichos sitios de
restriccion no deben estar presentes en la secuencia del gen seleccionada para
amplificar. Los cebadores disefiados para la amplificacion de Twil fueron: oligo
directo: 5° GGCTCGAGTCTAGAGAAATCAAGTTCCATTGTTTAT 3’ y oligo reverso: 5’
CCGAATTCGGATCCACTTCTCATTGAAAAAC 3. A continuacién se realizd6 una
amplificacion por PCR con este par de oligonucledtidos, como se describe en el
apartado 6.6. Como molde se empleé 1 pL del producto de PCR obtenido en el
apartado anterior. Los nuevos productos de PCR fueron clonados en el plasmido
pGEM-T Easy (pGEM_Twil).

En la primera etapa del clonaje, el plasmido pGEM_Twil y el plasmido pHAN
fueron digeridos con los enzimas de restriccion Xbal y BamHI. A continuacion, los
productos de ambas digestiones fueron separados en geles de agarosa al 1%. Una vez
purificados, se clond el fragmento de Twil flanqueado por los extremos Xbal y BamHI
en el vector pHAN digerido con estos mismos enzimas, obteniéndose el vector al que
denominamos pHAN_Twil A. En una segunda etapa, el pldsmido pGEM_Twil fue
digerido con los enzimas de restriccién Xhol y EcoRl. A su vez, el vector pHAN_Twil A
fue linearizado con los enzimas Xhol y EcoRI. Del mismo modo a como se produjo en la
primera etapa, el fragmento Xhol-EcoRI de Twil fue clonado en el vector pHAN_Twil
A, dando lugar al vector pHAN_ Twil B. La construccion obtenida en el vector

pHAN_Twil B daréa lugar a una horquilla o hairpin (hpRNA) que contiene fragmentos en
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sentido/antisentido de aproximadamente 300 pb separadas por un intrén, y que

desencadenard el silenciamiento de Twil in planta.

En la tercera y Ultima etapa del clonaje, la construccién obtenida en pHAN,
pHAN_Twil B, se subclon6 como un fragmento Sacl-Spel (Spel=Bcul) en el vector
binario pART27 linearizado con estos mismos enzimas, dando lugar al vector binario

PART27_Twil.

N \ & N \ \
Q < (s @

RB & < & P £+ KRLB
—{pART27[ ¢ 355 & Twii @ intron @ TMI § OCS ¢ JMpART27 -
— —

341 pb 341 pb

Figura 9. Obtencion del clon para el silenciamiento de Twil. Construccion de pART27_Twil. El
promotor 35S dirige la expresion de los fragmentos del cDNA del gen Twil, clonados en sentido y
antisentido. Se sefiala la longitud de los distintos fragmentos de c¢cDNA clonados. LB: borde
izquierdo del plasmido binario; RB: borde derecho del plasmido binario.

7.3. Transformacioén de Escherichia coli

La transformacién de las células competentes E. coli One Shot TOP10 (Invitrogen)
se llevo a cabo segun el protocolo del fabricante. Se mezclaron 10 pL de cada una de
las recombinaciones Gateway con 50 L de una suspension concentrada de células
TOP10. Las mezclas se incubaron durante 30 min en hielo. A continuaciéon se
sometieron a un chogue térmico de 30 s a 42 °C y se pasaron a hielo durante 2 min.
Seguidamente se afiadié 1 mL de medio LB (1% de bacto-triptona, 0.5% de extracto de
levadura bacteriolégico y 1% de NaCl) para su incubacion durante 1 h a 37 °C.
Transcurrido ese tiempo, las mezclas de transformacion se centrifugaron durante 5
min a 8000 rpm. Los precipitados celulares fueron resuspendidos en 100 pL y se
sembraron en medio LB-agar conteniendo el antibiético de seleccion adecuado
(espectinomicina a 50 pg/uL o kanamicina a 50 pg/uL). Las distintas placas de cultivo

se incubaron toda la noche a 37 °C.

Por otra parte, la obtencion de células competentes de Escherichia coli (DH5a) se

realiz6 mediante tratamiento con metales divalentes y su transformacion se llevo a
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cabo mediante un choque térmico a 42 °C, segun el método descrito por Hanahan
(1986) y modificado por Ausubel et al. (1995).

8. Manipulacion de proteinas
8.1. Electroforesis desnaturalizante de proteinas en gel de poliacrilamida (SDS/PAGE)

La separacion electroforética de proteinas se realiz6 segun el sistema discontinuo
descrito por Conejero y Semancik (1977) empleando geles de poliacrilamida al 14%.
Tipicamente, el material de partida era medio tubo Eppendorf de tejido foliar
congelado a - 80°C y pulverizado. El tejido se homogeneizd con ayuda de una varilla de
punta conica en 500 pL de tampoén Tris-HCI 50 mM, pH 7.5, conteniendo 2-
mercaptoetanol 15 mM. Tras centrifugar durante 10 min a 12.000 rpm y 4 °C, se
tomaron 300 pL del sobrenadante a los que se afiadieron 150 pL de tampén de carga
de electroforesis 3X y 20 pL de mercaptoetanol. La mezcla se calent6 a 95 °C durante 5
min para provocar la desnaturalizacion de las proteinas, y se aplicaron 50 pL de
muestra por carrera. Se cargd, ademas, un marcador de peso molecular (PageRuler,
Fermentas) para la posterior identificacion de las bandas proteicas. La electroforesis se
desarroll6 a 30 mA durante 2-3 horas en tampon TrisHCI 25 mM, glicina 250 mM y SDS
al 0.1%.

Finalizado el proceso, los geles se tifieron con una solucion colorante (Azul
Coomasie 0.05%, en &cido acético 10% e isopropanol 20%) durante varias horas y se
destifié con solucion decolorante (&cido acético 10%, isopropanol 10%), manteniendo

en agitacion durante varias horas hasta eliminar la tincién de fondo.

8.2. Western blot

Para llevar a cabo la transferencia de las proteinas separadas por SDS-PAGE a
membranas de nitrocelulosa (OPTITRAN, Schleicher & Schuell), se siguié una variante

“semi-seca” del método de Towbin et al. (1979). Para ello, tanto el papel Whatman
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como los geles de poliacrilamida y las membranas de nitrocelulosa se humedecieron
previamente en tampoén de transferencia (Tris-HCI 25 mM, glicina 186 mM, SDS 0.02%
y metanol al 20%). El montaje se realiz6 de forma sumergida, procurando evitar la
formacion de burbujas. La transferencia se llevo a cabo en el seno del mismo tampon,
a temperatura ambiente, haciendo uso de una célula de electrotransferencia (Hoefer
Semiphor) y aplicando el miliamperaje especificado en las instrucciones del fabricante
(I (mA) = 0.8 x area del gel en cm? durante 1.5 h. Para comprobar la correcta
transferencia de las proteinas, se tifieron éstas de manera reversible con una solucién
de Ponceau S (Sigma) al 0.1% en 5% de &cido acético durante 1-2 min a temperatura
ambiente. Para destefiir las proteinas se realizaron 2 lavados con tampon de

transferencia.

Los centros de union libres de las membranas de nitrocelulosa se saturaron
mediante incubacion con una solucion bloqueante (TBS 1X, Tween 20 al 0.05% y 2% de

leche en polvo desnatada) durante toda la noche a 4 °C en agitacion suave.

8.3. Deteccion inmunoldgica de proteinas transferidas a membrana

Para llevar a cabo la deteccion inmunolégica de la proteina recombinante GAGT,
se incub6 en primer lugar la membrana durante 1 h en agitacion suave con una
dilucion 1:1000 del anticuerpo monoclonal de raton Anti-His (Novagen) en TBS-L (TBS
1X y 5% de leche en polvo desnatada). Dicho anticuerpo es capaz de reconocer
aquellas proteinas recombinantes que presenten una extension de 6 residuos de
histidina. A continuacion se realizaron 4 lavados de 10 min con TBS y se procedi6 a la
incubacién de la membrana con una dilucion 1:7500 del anticuerpo secundario Anti-
IgG de raton (Promega) conjugado a fosfatasa alcalina, en TBS-L durante 1 hy agitacién
suave. Tras 4 lavados de 10 min con TBS, la membrana se equilibr6 durante unos
minutos en tampdn de fosfatasa alcalina (Tris-HCI 60 mM, pH 8.0, NaCl 100 mM y
MgCl, 5 mM, a un pH final de 9.0) y, seguidamente se procedi6 a la visualizacion del
anticuerpo empleando NBT (nitroblue tetrazolium) y BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil

fosfato) como sustratos de la fosfatasa alcalina.
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Para llevar a cabo la deteccién inmunoldgica de la proteina de defensa PR1 de
tomate, se procedio del mismo modo que en el parrafo anterior, empleando en este
caso un antisuero preparado en nuestro laboratorio contra la proteina PR1 de tomate,
y como anticuerpo secundario el antisuero Anti-IgG de conejo de Promega conjugado a

fosfatasa alcalina.

8.4. Purificacion de la proteina Twil recombinante

Para llevar a cabo la purificacion de Twil partimos de aproximadamente 4 g de
tejido foliar de N. benthamiana, inoculado con el Agrobacterium portador de la
construccion pGWB8_Twil para la sobreexpresion de este gen en plantas, asi como
plantas control agroinoculadas con el plasmido pGWB8J. El material vegetal,
congelado a -80 °C, se homogeneizé con mortero a 4 °C en presencia de tampén de
extraccion (fosfato de sodio 20 mM, 0.5 M de NaCl y 40 mM de imidazol, a pH 7.4, al
que se afiadieron 10 pL/mL de PMSF 1 mM y B-mercaptoetanol 0.2% (v/v)), a una
relacion de 2 mL de tampon por gramo de material. El homogeneizado se filtré a través
de Miracloth (Calbiochem) y se clarifico por centrifugacién a 10000 x g, a 4 °C durante
15 min. A continuacion el sobrenadante se ultracentrifugé durante 5 min a 20000 x g.
Por altimo, la muestra se paso a través de un filtro de nylon de 4 mm y 0.45 um de

poro (Waters), obteniéndose asi el extracto enzimatico crudo.

El sobrenadante recuperado se sometio a purificacion mediante FPLC (Fast Protein
Liquid Cromatography) en el Servicio de Protedmica del IBMCP. La muestra se aplico a
una columna HisTrap HP de 1 mL (GE Healthcare Life Sciences) y posteriormente se
lavé con 2 mL de tampdn de unién (fosfato de sodio 20 mM, 0.5 M de NaCl y 40 mM
de imidazol, a pH 7.4) a un flujo de 1 mL/min. Las proteinas retenidas en la columna se
eluyeron con un gradiente lineal de imidazol (40-500 mM en 30 mL del mismo
tampdn), midiendo la Azg a la salida de la columna y recogiéndose fracciones de 500

uL en un colector automatico RediFrac-1 (Amersham Pharmacia Biotech).
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Se realiz6 un analisis electroforético (apartado 8.1) de todas las fracciones. Para
ello, fracciones consecutivas fueron reunidas de tres en tres, se les afiadié un volumen
de acido tricloroacético al 20% y se dej6 precipitar las proteinas en hielo durante 1
hora. Tras recuperar el sedimento por centrifugacion y lavar dos veces con acetona, las
proteinas se resuspendieron en el volumen apropiado de tampdn de muestras para

SDS/PAGE.

Por otra parte, se llevaron a cabo ensayos de actividad de aquellas fracciones en
las que la absorbancia era significativa y diferencial frente a la muestra control. Previo
a la realizacion del ensayo, estas fracciones fueron reunidas y filtradas por columnas
PD-10 (Amersham Biosciences) equilibradas en el tampdn de ensayo, con el fin de

eliminar las sales y el imidazol presentes en la muestra.

8.5. Ensayo de actividad de la proteina Twil recombinante

Para llevar a cabo la reaccién de conjugacién se partié de 200 uL del extracto
proteico purificado, al que se afiadi6 2.5 pL de una disolucion 10 mM del
hidroxibenzoato correspondiente y 4 uL de una disolucién 100 mM de uridin difosfato
glucosa (UDP-Glc, Fluka) o uridin difosfato xilosa (UDP-Xyl, adquirida de CarboSource
Services, Complex Carbohydrate Research Centre, University of Georgia, U.S.A.), segun
el sustrato donante de azUcar que se empleara. Los hidroxibenzoatos utilizados en el
ensayo de actividad fueron: acido benzoico, acido 2 hidroxibenzoico (&cido salicilico),
acido 2,5 dihidroxibenzoico (acido gentisico), acido 2,4 dihidroxibenzoico, acido 2,6
dihidroxibenzoico, &cido 2,4,6 trihidroxibenzoico, acido 3,4 dihidroxibenzoico, acido

3,5 dihidroxibenzoico y &cido 3,4,5 trihidroxibenzoico (Sigma-Aldrich).

La reaccion se incub6 a 37 °C durante la noche, y se detuvo afiadiendo un
volumen de metanol al 100%. Posteriormente la muestra se paso por un filtro de nylon
de 4 mmy 0.45 um de poro (Waters). Se aplicaron 40 uL para el analisis por HPLC 05

uL para el anélisis por qToF.
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9. Extraccion y cuantificacion de compuestos fendlicos
9.1. Extraccién de acido salicilico (SA) y acido gentisico (GA)

Cada muestra de tejido (0.3 - 0.5 g) se triturd en un mortero con nitrégeno liquido
para facilitar su homogeneizacion, macerando después en 1.5 mL de metanol. A
continuacion, la muestra se trasvasé a tubos Eppendorf de 2 mL y se sometié a
ultrasonidos durante 10 min para terminar de romper el tejido vegetal, facilitando asi
la extraccion. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 12.000 rpm durante 15
min a una temperatura de 4 °C. El sobrenadante se transfirié a viales de vidrio de 4 mL.
El sedimento que quedo en el tubo Eppendorf fue resuspendido en 500 uL de metanol
con ayuda de un vortex, para proceder a una segunda extraccion y centrifugacion en
las mismas condiciones que la anterior. Se recuper6 de nuevo el sobrenadante
recogido de la segunda extraccion juntandolo con el de la extraccion anterior. El
volumen total recuperado de ambas extracciones fue dividido en dos partes iguales en
viales de vidrio de 4 mL, y secado en corriente de nitrégeno a una temperatura de
37°C. Una vez secas, las muestras se resuspendieron en 900 uL del tampdn enzimatico
acetato sodico 0.1 M, pH 4.5. A continuacion, se afiadio a la mitad de las muestras 100
uL de una disolucion del enzima B-glucosidasa (Fluka) preparada a 10 mg/mL en este
mismo tampon, con el fin de liberar el SA'y GA que se encontrasen conjugados en
forma de B-glucoésidos. A la otra mitad de las muestras, destinadas a la extraccion de
SA'y GA en forma libre, se afiadié Unicamente 100 ulL de acetato sodico, sin el enzima.
Todas las muestras se incubaron a 37 °C durante la noche. Posteriormente, se
adicionaron 77 uL de &cido perclorico (70% v/v) para alcanzar una concentracion final
del 5%, y a continuacién se afiadié 2.5 mL de una mezcla de acetato de etilo y
ciclopentano  (1:1, v/v), formandose dos fases inmiscibles.  Los
compuestos fendlicos de interés se concentraron en la fase organica superior, que se
recogioé y se secO con corriente de N, seco en las mismas condiciones descritas
anteriormente. Las muestras secas se resuspendieron en 300 pyL de metanol y se
filtraron con ayuda de una jeringa de 1 mL a la que se le acoplé un filtro de nylon de 13
mm y 0.45 um de poro (Waters). De este modo, las muestras quedaron preparadas

para el analisis por HPLC de fluorescencia.
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9.2. Cuantificacion de compuestos fendlicos totales por HPLC

Los analisis por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) de los extractos
metanolicos se hicieron siguiendo los protocolos descritos en Yalpani et al. (1993) y
Bellés et al. (1999). De los 300 pL de metanol en los que se resuspendio el extracto
metanolico final, se inyectaron 30 pL en una columna de fase reversa Sunfire C18 (5
um, 4.6 x 150 mm; Waters, Mildford, MA) equilibrada con acido acético al 1% (J. T.
Baker). Se aplic6 un gradiente de metanol (0 a 100%) durante 20 min, con un flujo
constante de 1 mL/min. Los compuestos fendlicos se detectaron con un detector de
fluorescencia Waters 2475, empleando una | de excitacion de 313 nm y un | de
emision de 405 nm. Para su cuantificacién se elaboraron curvas patrén con distintas
muestras de concentracion conocida. De forma sistematica se empleaba el &cido
ortoanisico como patrén interno, afiadiendo una cantidad conocida a ciertas muestras
(100 pL de una disolucion 0.0625 mM) al inicio de la extraccion, con el fin de

determinar el porcentaje de pérdida de muestra durante todo el proceso.

9.3. Extraccion de HCAA

Cada muestra de tejido (0.5 g) se trituré en un mortero con nitrégeno liquido, para
facilitar su homogeneizacién, macerando después en 1.5 mL de metanol. A
continuacion, la muestra se trasvasé a tubos Eppendorf de 2 mL y se sometié a
ultrasonidos durante 10 min para terminar de romper el tejido, facilitando asi la
extraccion. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 12.000 rpm durante 15
min y a una temperatura de 4 °C. El sobrenadante se transfiri6 a viales de vidrio de 4
mL. El sedimento que quedd en el tubo Eppendorf fue resuspendido en 500 ul de
metanol con ayuda de un vortex, para proceder a una segunda extraccion vy
centrifugacion en las mismas condiciones que la anterior. Se recuperd de nuevo el
sobrenadante recogido de la segunda extraccion juntandolo con el de la extraccion
anterior. Las muestras se secaron en corriente de nitrégeno a una temperatura de
37°C. Las muestras secas se resuspendieron en 300 puL de metanol y se filtraron con

ayuda de una jeringa de 1 mL a la que se le acoplé un filtro de nylon de 13 mmy 0.45
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um de poro (Waters). Se procedi6 a otro secado y se resuspendié la muestra en un
volumen final de 200 pL de metanol. De este modo, las muestras quedaron preparadas

para el analisis por UPLC-PDA-QToF.

9.4. Cuantificacion de HCAA por UPLC-PDA-QToF

De los 200 pL de muestra final, se inyectd una alicuota de 5 pL en una columna
analitica de fase inversa Acquity BEH C18 Waters (2.1 mm x 150 mm, Waters)
equilibrada en &cido férmico al 0.1% a 40 °C. Los eluyentes fueron &cido férmico al
0.1% (eluyente A) y acetonitrilo (eluyente B). Se aplico el siguiente gradiente: de 95% a
90% de A en 14 min, de 90% a 80% de A en 15 min, de 80% a 65% de A en 10 min, de
65% a 57% de A en 1 min, de 57% hasta 0% de A en 1 min. La columna se limpia con
100% de B durante 3 min, se vuelve a las condiciones iniciales de 95% de Aen 1 miny
se equilibra la columna 4 min antes de la siguiente inyeccion. La velocidad de flujo fue
de 0.4 mL/min, aplicado con un sistema Acquity UPLC-PDA acoplado a Micromass Q-
Tof mediante una interfaz de transferencia de datos ESI. Los parametros de la fuente
del espectrometro de masas para ESI en modo negativo fueron los siguientes: fuente
de tension capilar 3000 V, tensién de cono 45 eV, temperatura de blogue 120 °C y 300
°C de temperatura del gas de desolvatacion. El gas de desolvatacion y cono utilizado
fue nitrégeno, con un caudal de 50 L y 500 L/h, respectivamente. La energia de colision
fue fijada en 5 eV. La adquisicion de datos se realiz6 en modo centroide en una gama
de escaneo completo de masa para cargar un cociente m/z de 50 a 1500 con 0.52 s por
escaneo. El espectrometro de masas se calibr6 usando una mezcla de formiato de
sodio (10 ng/uL in 90:10 isopropanol:agua) para un intervalo de masas de 100 a 1500
Da. Todos los datos fueron adquiridos utilizando el software de Masslynx NT 4.1
(Waters Corp Mildford Corp., MA, USA).
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10. Experimentos de expresion transitoria

Para llevar a cabo el analisis funcional in planta de las construcciones obtenidas, se
realizaron experimentos de expresion transitoria por agroinfiltracion en Nicotiana
benthamiana, siguiendo el método descrito en Yang et al. (2000). Para ello, dichas
construcciones se introdujeron en la cepa C58 de A. tumefaciens, como se detalla en el
siguiente apartado (11.1). Se crecid un inéculo de 50 mL a 28 °C durante toda una
noche. Se centrifugaron las células y se resuspendieron en el medio de induccién (MES
10 mM a pH 5.6; MgCl, 10 mM y 150 nmM de acetosiringona) llevandolas a una
densidad Optica Aspo de 0.5. Finalmente, la suspension de células se incubd a
temperatura ambiente y oscuridad durante 2 horas y se infiltr6 con una jeringa sin
aguja en las 4 primeras hojas de plantas de Nicotiana benthamiana de
aproximadamente un mes de edad. Transcurridos tres dias desde la inoculacion se
procedié a la recogida de muestras del material agroinfiltrado de cada planta para

llevar a cabo los ensayos correspondientes.

11. Preparacion y manipulacion de plantas transgénicas
11.1. Transformacion de Agrobacterium tumefaciens

La transformacién de células competentes de A. tumefaciens (renombrado
Rhizobium radiobacter) de la cepa C58 se llevd a cabo mediante choque térmico,
siguiendo el método descrito por Bevan (1984). Las construcciones introducidas en C58
fueron: pGWB8_GAGT, pGWB8_Twil, y pART27_Twil asi como los plasmidos pGWBS,
PART27 y p109.

Las células de A. tumefaciens ElectroMAX LBA4404 de Invitrogen se
transformaron segun las instrucciones del fabricante, mediante un electroporador

Eppendorf 2510, aplicando 2.0 kV, 25 iF y 200 Ohm. Este procedimiento se emple6
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para las construcciones pBI_THT, pGWB8 GAGT y pART27 Twil asi como los
plasmidos pBl, pPGWB8 y pART27.

11.2. Transformacién genética de plantas de Arabidopsis thaliana

La transformacion estable de Arabidopsis thaliana con la construccion
pGWB8_GAGT se llevd a cabo siguiendo el método descrito por Clough y Bent (1998),
mediante el cual se sumergen las flores y botones florales en una suspension de
Agrobacterium tumefaciens C58 portador de la construccion de interés. A
continuacion, se cubren las plantas con bolsas de plastico para mantener la humedad y
aumentar la eficiencia de la transformacion. Después de 2 dias de cocultivo, se realizan
cortes en la bolsa para disminuir la humedad. Al dia siguiente se retiran las bolsas y se
mantienen las macetas en el invernadero hasta recoger la poblacion de semillas

transgénicas.

11.3. Obtencidn de lineas puras transgénicas de Arabidopsis thaliana

La seleccion de los transformantes se realizé6 mediante el protocolo propuesto por
Harrison et al. (2006). Las plantas empleadas en la transformacién se denominan
plantas To. Una vez obtenida la poblacion de semillas transgénicas T, se esterilizan y se
siembran en medio MS con 50 pug/mL de kanamicina. Tras un periodo de estratificacion
las placas se transfieren a una camara de crecimiento durante unas 2 semanas. Las
plantas que no poseen el gen de resistencia, es decir, que no han sido transformadas,
sufren un retraso en el crecimiento (debido a la presencia de antibiéticos en el medio).
Los transformantes (T1) resistentes se desarrollan normalmente y se trasplantan, y
entre 40 y 45 dias después se recogen las semillas de cada linea (T>), y se siembran del
mismo modo que la generacion T;. La seleccion de las lineas con una sola integracion
del transgén se fundamenta en la eleccion de la descendencia (poblacién T,) que se
ajuste a una segregacion con ratio 3:1 (3 resistentes: 1 sensible, que segun las leyes

mendelianas seria indicativo de tener una insercién). Una vez elegidas las lineas con
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una insercion, se trasplantan para cada linea entre 5 y 15 plantulas resistentes a tierra,
para obtener la siguiente generacion (T3), y asi aislar de la misma forma individuos
homocigotos para el transgén, que serian aquellos cuyas semillas fueran 100%
resistentes al antibiético de seleccion. Una vez seleccionadas las lineas Ts se realizan

los estudios fenotipicos y moleculares correspondientes.

11.4. Esterilizacion de semillas de Arabidopsis, germinacién y aclimatacion

Para esterilizar semillas de Arabidopsis se pesaron muestras de 40 mg de semillas
(aproximadamente 2000 semillas) en tubos Eppendorf de 1.5 mL, que se introdujeron
abiertos en un desecador. En el interior del desecador se colocé también un vaso de
precipitado con 100 mL de lejia comercial al que se afiadieron 3 mL de HCI 12 N. Se

producen asi vapores de cloro dentro del desecador que esterilizan las semillas.

Tras 4 horas de esterilizado, las semillas se sembraron en placas que contenian
medio de germinacién (Para 1 L: 2.2 g MS + vitaminas, 0.9 g de MES a pH 5.7 y 10 g de
sacarosa, mas 8 g de agar como gelificante) y en su caso el antibiético de seleccion,
kanamicina, a una concentracion de 50 ug/mL. Seguidamente las placas se dejaron en
oscuridad a 4 °C durante 2 dias, y a continuacion se trasladaron a la cdmara de cultivo,

donde permanecieron de 7 a 10 dias.

Transcurrido este tiempo, las plantas resistentes a kanamicina se trasplantaron a
tabletas de turba prensada Jiffy-7 dispuestas en bandejas. En estas bandejas se afiadio
agua hasta formar una ldmina de aproximadamente 1 cm de altura, y se cubri6é con
film transparente, con el fin de mantener una elevada humedad relativa. Este film se
va retirando progresivamente, hasta que transcurridos 4-5 dias se retira totalmente,

cuando las plantas ya estan aclimatadas.
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11.5. Transformacién de plantas de tomate

La transformacién genética de tomate cultivar ‘Moneymaker’ (Tm22 6 tm2?,
resistente o susceptible a ToMV, respectivamente) con las diferentes construcciones
utilizadas en este trabajo se llevd a cabo mediante cocultivo de explantes de cotileddn
con A. tumefaciens LBA4404, segun el método desarrollado por Ellul et al. (2003).
Brevemente, el cultivo de explantes en medio con presion de seleccion dio lugar a la
aparicion de yemas. Tras subcultivos sucesivos, las yemas dieron lugar a callos. El
subcultivo de los mismos se realizd mensualmente en el medio 1KZ404010. El
enraizamiento de los apices obtenidos a partir de los callos se llevé a cabo en el medio
de enraizamiento. Estos apices fueron subcultivados y clonados en el mismo medio

una vez al mes.

11.6. Obtencion de semillas de tomate

Una vez se dispuso de varios clones enraizados de cada linea transgénica de
tomate, se llevo a cabo el trasplante y aclimatacion de los mismos al invernadero (To).
Para ello, se pasaron éstos a maceta con una mezcla de vermiculita y turba, se les
aplicé un riego abundante con solucion nutritiva y se les colocé un vaso de plastico
transparente invertido sobre cada uno de ellos. Transcurridos 2 dias, se incliné el vaso
dejando un hueco que permitiera la disminucion progresiva de la humedad relativa. A

los cuatro dias desde su trasplante se retir6 el vaso, quedando la planta aclimatada.

Aproximadamente 4 meses después de pasarlas al invernadero, las plantas
comienzan a fructificar, permitiendo la recogida de las semillas de la primera
generacion de cada una de las lineas (T;). Los tomates se recolectan una vez estan bien
formados, dejando el céliz en la mata. Las semillas se extraen y se dejan en agitacion 1
dia con agua y lejia al 10%. Una vez transcurrido este periodo, se pasan las semillas a
una placa Petri y se dejan secar en estufa a 50 °C durante dos dias. Una vez secas, las
semillas se guardan en oscuridad, almacenadas en tubos Falcon con cristales de

silicagel en una cdmara refrigerada a 10 °C.
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11.7. Esterilizacion de semillas de tomate y germinacién

La esterilizacion de semillas de tomate se lleva a cabo mediante lavados en serie.
Las semillas se envuelven en una tela de muselina o Miracloth. Se realizan un total de
cuatro lavados en botes de vidrio autoclavados. El primero de ellos contiene una
mezcla 1:1 de lejia y agua, a la que se le afiade un 0.05% (v/v) de Tween-20 para
romper la tension superficial del liquido. Las semillas, dentro de su envoltorio, se
mantienen 30 min en este medio, agitando suavemente cada 5 min. Los tres lavados
siguientes son con agua, manteniendo sumergidas las semillas 5, 10 y 15 min,

respectivamente, para eliminar gradualmente los restos de lejia del primer lavado.

Una vez esterilizadas, las semillas se siembran en botes de vidrio que contienen
medio de germinacion (Para 1 L: 4.3 g de sales minerales y 10 g de sacarosa en H,0 a
pH 5.7, al que se afladen 8 g de agar). En el caso de tener que seleccionar plantas
transgénicas que expresen el gen de resistencia a kanamicina en planta (NPT 1l), a este
medio de germinacion previamente autoclavado se le afiade kanamicina estéril en una

proporcién de 50 mg/L.

Transcurridos entre 10-15 dias desde la siembra, momento en el que ya se
diferencian claramente las plantulas resistentes a kanamicina, éstas fueron
trasplantadas y aclimatadas en el invernadero, de igual modo a como se ha descrito en

el apartado 11.6.

12. Medida de la actividad b-glucuronidasa

El estudio in situ de la actividad b-glucuronidasa en plantas transgénicas de
tomate se realiz6 segun se describe en Jefferson (1987). Para ello, los tejidos frescos
fueron infiltrados a vacio durante 25 minutos en una solucién conteniendo 0.5 mg/ml

de X-Gluc (&cido 5-bromo-4-cloro-3-indolil glucurénico) y 0.1% de Triton X-100 en
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tampon fosfato 50 mM a pH 7.2, e incubados a 37 °C de 10 a 16 horas. A continuacion,

las muestras se destifieron con sucesivos lavados de etanol al 70%.

13. Aplicaciones bioinforméticas

Se empled el algoritmo BLAST para rastrear las bases de datos EMBL/GenBank, a
través de los formularios en linea que se encuentran en la URL del National Centre for
Biotechnology Information (Bethesda, MD, USA, www.ncbi.nlm.nih.gov). Para el disefio
de los cebadores especificos de las diferentes secuencias estudiadas utilizados para la
RT-PCR semicuantitativa se utilizo el servicio Primer3
(biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi). En cuanto al disefio de
cebadores para PCR cuantitativa, se empleé el software pcrEfficiency

(srvgen.upct.es/efficiency.html) (Mallona et al., 2011).

Los rastreos de secuencia se efectuaron empleando las herramientas disponibles
en las bases de datos del TAIR (The Arabidopsis Information Resource,
www.arabidopsis.org) y del Proyecto Internacional de Secuenciacién del Genoma de
Tomate (solgenomics.net/tomato). Los analisis de secuencia se realizaron empleando
la aplicacion MegAlign de la suite informéatica DNAstar Lasergene. El mismo programa
se empled también para la elaboracién de los arboles filogenéticos. Para destacar las
zonas homologas de los alineamientos producidos por MegAlign se utiliz6 el programa

GENEDOC (www.nrbsc.org/gfx/genedoc).

14. Tratamiento estadistico de datos

El andlisis estadistico utilizado para comparar dos tipos de muestras se llevo a
cabo mediante una prueba t de Student para diferencia de medias de muestras

independientes, utilizando las herramientas estadisticas incluidas en el programa MS-
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Excel de la suite Microsoft Office. Los analisis estadisticos en los que se efectlan
comparaciones entre multiples grupos se realizaron mediante un analisis de la varianza
(ANOVA), utilizando el programa SPSS v.19 (IBM). En ambos tipos de analisis, un valor

p <0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

En cuanto al andlisis estadistico del Capitulo 1 de Resultados y Discusion, apartado
1, el parametro empleado es el “indice de infectividad” por planta. Este indice consiste
en el numero total de dias en los que cada planta presenta sintomas, lo que da una
medida del retraso en la aparicion de los mismos. Los datos correspondientes a un
total de 122 plantas, procedentes de 3 experimentos independientes, fueron
empleados para realizar el test de Kruskal-Wallis (test no paramétrico equivalente a

ANOVA) con el programa SPSS v.19 (IBM).
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Capitulo 1

Antecedentes

En nuestro laboratorio se ha descrito la acumulacién de acido salicilico (SA) y acido
gentisico (GA) en plantas de tomate infectadas con el Virus del Mosaico del Tomate
(ToMV) (Bellés et al., 1999), asi como en plantas de Gynura aurantiaca infectadas con
el Viroide de la Exocortis de los Citricos (CEVd) (Bellés et al., 2006). Numerosos
estudios han demostrado que tratamientos exdgenos con SA inducen resistencia a
diferentes patdgenos en tomate (Spletzer y Enyedi, 1999; Mandal et al., 2009; Meher
et al., 2011; Shang et al., 2011) y otras especies vegetales (Saikia et al., 2003; Edgar et
al., 2006; Wang y Liu, 2012), confirmando el papel sefializador del SA en la respuesta
defensiva de las plantas. Sin embargo, se sabe muy poco acerca del papel que el GA
podria jugar en la resistencia de las plantas frente a patdgenos. Nuestro grupo
propone que, siendo el SA crucial para el establecimiento de la HR y la SAR en
interacciones planta-patégeno de tipo incompatible, el GA podria estar implicado en
interacciones de tipo compatible, en donde el patégeno se disemina de forma
sistémica por la planta (Bellés et al., 2006). De esta forma, el GA seria una molécula
sefializadora adicional y complementaria al SA en la activacion de defensas y el

establecimiento de la resistencia a patdgenos.

Con el fin de realizar un estudio comparativo de la posible resistencia mediada por
GA en relacién con lo que estaba descrito para SA, se llevaron a cabo tratamientos con
ambos compuestos y se estudio su posible efecto sobre la resistencia a ToMV y CEVd,

en plantas de tomate y Gynura, respectivamente (Granell, 2011).

Para estudiar el efecto de los tratamientos con GA o SA sobre la resistencia frente
al virus, se emplearon apices de plantas de tomate de un mes de edad cortados por
encima de los cotiledones, que se dejaron embeber en disoluciones de GA, SA o
tampon durante 48 horas para ser luego transferidos a agua e infectados con ToMV. A
continuacion, se realizé un seguimiento de la acumulacién de la proteina de la capside

viral en los tejidos infectados a lo largo del tiempo. Todas las hojas locales (Figura 10A),
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es decir, las inoculadas con el virus, presentaron acumulacion de dicha proteina, sin
embargo, las plantas tratadas con SA acumularon una menor cantidad que plantas
control o plantas tratadas con GA. En el caso de las hojas distales (Figura 10B),
transcurridos 9 dias desde la infeccion, la acumulacién de la proteina de la capside fue
muy notable en plantas control, mientras los niveles observados en plantas tratadas
con GA y SA fueron inferiores, siendo la menor acumulacion la presentada por las
plantas tratadas con SA. Estos resultados indicaban que los tratamientos con SA 'y GA
inducian resistencia sistémica en plantas de tomate infectadas con ToMV (publicado

en Campos et al., 2014a; Anexo I).
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Figura 10. Andlisis por SDS-PAGE de las proteinas solubles de hojas de tomate infectadas con el
Virus del Mosaico del Tomate (ToMV). Previamente a la inoculacién, las plantas fueron pre-
tratadas con tampon (T), acido gentisico (GA) o acido salicilico (SA). A la izquierda de cada panel
se muestra el marcador de masa molecular de proteinas (kDa). La flecha indica la proteina de la
capside (CP) del ToMV. A) Perfil proteico de hojas infectadas (locales). B) Perfil proteico de hojas
sistémicas (distales).

Por otra parte, se llevd a cabo un primer ensayo con plantas de Gynura tratadas
con GA, SA'y tampdn e infectadas con CEVd. Tras un seguimiento de la evolucion de los
sintomas viroidales, como son la epinastia foliar y la reduccién en el crecimiento, se

observo que los tratamientos con SA 'y GA parecian producir un retraso en la aparicion

78

- CP



Capitulo 1

de dichos sintomas. Como se habia observado para tomate-ToMV, la resistencia
inducida por SA parecia méas efectiva que la producida por GA. Por lo tanto, nuestros
primeros resultados parecian indicar que tratamientos con SA o GA inducian cierta

resistencia a las dos infecciones estudiadas (Granell, 2011).

1. Estudio de la resistencia mediada por GA en plantas de Gynura aurantiaca

infectadas con viroide

A la vista de los resultados obtenidos en plantas de tomate infectadas con ToMV 'y
los resultados preliminares observados en el caso de Gynura, decidimos profundizar en
el estudio del fenébmeno de resistencia mediada por SA o GA en esta especie vegetal.
Para ello, se amplio el trabajo previo realizando tratamientos con SA, GA o tampén a
plantas de Gynura aurantiaca antes de ser infectadas con el Viroide de la Exocortis de
los Citricos (CEVd). Los tratamientos se repitieron a lo largo de todo el ensayo, segin
se describe en Materiales y Métodos. Como ya se ha mencionado anteriormente, en
esta interaccion Gynura-CEVd también tiene lugar la acumulacion de SA'y GA (Bellés et
al., 2006).

La Figura 11A muestra tres plantas representativas de los tratamientos con SA, GA
o tampon a los 20 dias después de la inoculacion con CEVd, observandose el retraso en
la infeccién y la atenuacién de sintomas que presentan las plantas tratadas con GA o

SA con respecto a las plantas tratadas con tampén.

Se llevo a cabo un seguimiento de la aparicion de sintomas (epinastia de las hojas
y reduccion del crecimiento) a lo largo del desarrollo de la infeccion. En la Figura 11B
se muestra la evolucion de la infeccion a lo largo del experimento. Como se puede
observar, las plantas tratadas con GA y SA presentan un retraso en la aparicién de los
sintomas con respecto a las plantas control tratadas con tampdn. Al igual que se
observé en la infeccidn virica, la resistencia inducida por el SA resulta mas eficaz que la

promovida por el GA.
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Figura 11. Desarrollo de la enfermedad en plantas de Gynura aurantiaca infectadas con CEVd. Las
plantas fueron tratadas con Tampén, acido gentisico (GA) y acido salicilico (SA). A) Comparacién
de los sintomas de la infeccion con CEVd (enanismo, epinastia foliar y rugosidad) en plantas de
Gynura aurantiaca tratadas con Tampon, SA o GA. B) Evolucién del nimero de plantas de Gynura
aurantiaca que muestran sintomas de infeccion con CEVd a los dias post-inoculacién indicados.

Para comprobar si las diferencias mostradas en la Figura 11B resultaban ser
estadisticamente significativas, se empleo el “indice de infectividad” como medida del
retraso en la aparicion de los sintomas. Este parametro consiste en el niUmero total de
dias que cada planta presenta sintomas, de tal manera que, cuanto menor sea este
nimero, mayor ser el retraso en la aparicion de los sintomas. Se utilizaron los indices
de infectividad de las plantas correspondientes a 3 experimentos independientes para

llevar a cabo un analisis estadistico (ver Materiales y Métodos).

En primer lugar, observamos que existian diferencias estadisticamente
significativas (valor p = 0.018) entre los indices de infectividad de los tres grupos:
plantas Control tratadas con tampdn, plantas tratadas con GA y plantas tratadas con
SA (Tabla 3A). Al comparar los grupos por parejas, (Control-GA y Control-SA), las
diferencias resultaron estadisticamente significativas (valor p = 0.046 y valor p = 0.008,
respectivamente), indicando asi que ambos tratamientos provocan un retraso
significativo en la aparicién de los sintomas con respecto a las plantas Control tratadas
con tampadn. Por otra parte, resulté no haber diferencia significativa entre el indice de

infectividad de plantas tratadas con GA y plantas tratadas con SA (valor p = 0.403)
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(Tabla 3B). Por lo tanto, estos resultados indican que los tratamientos con GA inducen

resistencia a CEVd en plantas de Gynura aurantiaca de manera similar a los

tratamientos con SA.

A
Grupo N Rangos medios | Chi-cuadrado | Grados de libertad Valor p
Control 42 73.12
GA 42 58.36 7.847 2 0.018
SA 38 52.13
B
Grupos por parejas | Valor p
Control - GA 0.046
Control - SA 0.008
GA-SA 0.403

Tabla 3. Test de Kruskal-Wallis para los indices de infectividad de plantas de Gynura aurantiaca
infectadas con CEVd tratadas con tampon (Control), acido gentisico (GA) y acido salicilico (SA). A)
Parametros estadisticos del test de Kruskal-Wallis para los indices de infectividad de plantas de
Gynura aurantiaca infectadas con CEVd tratadas con tampon (Control), GA o SA. N = nimero de
plantas. B) Valor p del test de Kruskal-Wallis para los indices de infectividad cuando los grupos
son comparados por parejas.

Los resultados obtenidos anteriormente en nuestro laboratorio con la interaccion

tomate-ToMV, asi como los ahora obtenidos con la interaccion Gynura-CEVd, parecen

indicar que, de manera similar a lo descrito para el SA, que induce resistencia a

patégenos en plantas y participa en el establecimiento de SAR (Vlot et al., 2009;

Boatwright y Pajerowska-Mukhtar, 2013), el GA podria estar también implicado en la

respuesta de las plantas a patégenos en interacciones de tipo compatible.

Concretamente, en este tipo de infecciones se ha descrito que también tiene lugar la

activaciéon de mecanismos de defensa que reducen el dafio que sufre la planta a

posteriores ataques patogénicos. Tal es el caso de plantas de tomate infectadas con

una cepa virulenta de Xanthomonas campestris, en las que se observa una reduccion

del dafio producido en el tejido cuando se someten a una segunda infeccién (Block et
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al., 2005), constituyendo lo que los autores denominan una Tolerancia Sistémica
Adquirida (SAT; Systemic Acquired Tolerance). Nuestros resultados complementan
estos estudios y sugieren que el papel de la acumulaciéon de GA en las interacciones
compatibles podria ser el de activar defensas que pudieran limitar de alguna manera el
avance de la infeccién primaria, lo que podria contribuir, ademas, a reducir el dafio en

posteriores infecciones.

A la vista de nuestros resultados, decidimos estudiar las bases moleculares que
subyacen a la resistencia mediada por la aplicacion exdgena de SA y GA. Para ello se
emplearon plantas de tomate, por las ventajas que supone trabajar con esta especie
con respecto a Gynura. La técnica del stem-feeding permite realizar tratamientos
efectivos previos a la inoculacién con el patégeno, asi como analizar por separado las
hojas inoculadas y las distales. Por otra parte, el tomate es una planta modelo dentro
de las especies de interés agronémico y la secuencia de su genoma esta

progresivamente mejor anotada, lo que posibilita la busqueda de factores de interés.

2. Estudio de la expresion de genes implicados en el silenciamiento viral y viroidal en

tomate

Una vez observado que el tratamiento con GA inducia resistencia en plantas frente
a patogenos basados en RNA para dos interacciones compatibles diferentes, decidimos

estudiar las bases moleculares de dicho fendmeno.

Esta bien admitido que la resistencia que las plantas muestran tras el tratamiento
con SA se debe en parte a la induccibn de proteinas PR (Bowles, 1990;
Hammerschmidt, 1999a; van Loon y van Strien, 1999). Muchas PRs presentan
actividades antifungicas o antibacterianas (van Loon y van Strien, 1999). Si bien las
proteinas PR descritas hasta la fecha no parecen tener actividad antiviral (Cutt et al.,
1989; Linthorst et al., 1989), algunas como la PR-10 muestran actividad RNasa

(Agarwal y Agarwal, 2014; Xu et al., 2014) pero no parece dirigida hacia resistencia a
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virus. Por otra parte, se ha descrito recientemente que tratamientos exégenos con
acido jasménico (JA) y SA en tomate mejoran la resistencia de las plantas a diferentes
virus de RNA, no pareciendo estar relacionadas las proteinas PR con dicho efecto
(Shang et al., 2011). Resulta interesante, por tanto, explorar las bases moleculares de
la resistencia a virus mediada por SA o GA considerando la induccién de otros genes no
relacionados con defensa frente a herbivoros, hongos o bacterias, sino

especificamente orientados a patdgenos basados en RNA.

El silenciamiento de RNA es un potente mecanismo de defensa frente a virus, con
una gran especificidad y adaptabilidad (Pumplin y Voinnet, 2013). Asimismo, varios
estudios indican que existe algun tipo de “didlogo” entre las defensas mediadas por SA
y el silenciamiento de RNA en distintas especies, tales como tabaco, Arabidopsis
thaliana o Nicotiana benthamiana, entre otras (Xie et al., 2001; Yu et al., 2003; Yang et
al., 2004; revisado en Carr et al., 2010). El fendbmeno de resistencia que se muestra en
este trabajo, dada la naturaleza de los patdgenos empleados (virus y viroides, cuyo
genoma esta formado por RNA), es una buena oportunidad para estudiar la posible
relacion entre SA y GA con las rutas de silenciamiento de RNA en infecciones de tipo
sistémico. Por ello, decidimos estudiar la expresién de distintos genes de tomate
implicados en la ruta de silenciamiento de RNA y su relacion con la resistencia mediada
por SA o GA.

Para llevar a cabo este estudio, se realizé una prospeccion en la base de datos Sol
Genomics (http://solgenomics.net/) en busca de genes de tomate que fueran posibles
ortélogos a los implicados en el silenciamiento génico viral en Arabidopsis,
fundamentalmente actividades tipo RNA-polimerasa-RNA-dependiente (RdRp o RDR) y
RNasas tipo Dicer (DCL). El resultado de la busqueda dio lugar a un conjunto de
secuencias de tomate (unigenes) que se muestra en la Tabla 4. Dichas secuencias

resultaron coincidentes con otras recientemente publicadas (Bai et al., 2012).

Diferentes autores han mostrado que la expresion de las RdRps se activa como
consecuencia de infecciones virales y viroidales (Schiebel et al., 1998; Yu et al., 2003;

revisado en Carr et al., 2010). Por otra parte, como se ha mencionado anteriormente,
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las DCLs también han sido implicadas en el silenciamiento viral y viroidal (Tsagris et al.,
2008; Carr et al., 2010).

Solanum lycopersicon
Gen Arabidopsis thaliana “Sol Genomics database”
Unigen Bai et al. (2012)

DCL1 At1G01040 SGN-U603587 Solyc10g005130
DCL2 At3g03300 SGN-U577527 Solyc11g008540
DCL4 At5920320 SGN-U582677 Solyc07g005030
RDR1 At1g14790 SGN-U577143 (*) Solyc05g007510
RDR2 At4g11130 SGN-U583558 Solyc03g114140
RDR6 At3g49500 SGN-U567398 Solyc04g014870

Tabla 4. Correspondencias entre genes implicados en el silenciamiento génico en Arabidopsis y
sus posibles ortélogos en tomate. Se muestran los nimeros de acceso para los diferentes
factores de Arabidopsis (Arabidopsis thaliana), sus posibles analogos funcionales de tomate
segun su similitud de secuencia (Solanum lycopersicon “Sol Genomics database”), asi como los
publicados en Bai et al. (2012). (*) La secuencia SGN-U577143 se corresponde con RdRP,
previamente publicada en Schiebel et al. (1998).

Asi pues, decidimos estudiar si la expresion de aquellos genes de tomate
obtenidos por rastreo de secuencias se veia alterada como consecuencia de una
infeccion viral o viroidal. De esta forma, podriamos confirmar su posible implicacion en
el silenciamiento de RNA. Para ello, utilizamos dos sistemas planta-patdgeno
diferentes: plantas de tomate infectadas con TOMV y plantas de tomate infectadas con
CEVd. En ambos casos, llevamos a cabo el estudio de la expresion de dichos genes

tomando muestras a diferentes tiempos y analizandolas mediante RT-PCR cuantitativa.

2.1. Expresion de genes implicados en el silenciamiento de RNA en plantas de tomate

infectadas con ToMV

Con el fin de estudiar la variacion del patron de transcripcion de los genes

posiblemente implicados en la via de silenciamiento génico en tomate a lo largo de la
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infeccion con ToMV, se realiz6 un experimento de infeccion de plantas de tomate con
este virus, tomandose muestras de las plantas infectadas 7 dias después de la
inoculacion, asi como de sus correspondientes plantas control (ver Materiales y
Métodos). Este tiempo se eligié en base a los resultados obtenidos en el estudio del
retraso que generan los tratamientos con SA 'y GA en la aparicion de la proteina de la
capside del ToMV, ya que a los 7 dias post-inoculacion es cuando se observa el retraso.
Una vez comprobado mediante SDS-PAGE que la infeccion por ToMV habia tenido
lugar, el siguiente paso fue analizar la acumulacion de mRNA de los posibles genes de
la via de silenciamiento génico en tomate como consecuencia de dicha infeccién. Para
ello, se realiz6 una extraccion de RNA y posterior RT-PCR cuantitativa para las

secuencias RDR y DCL de tomate, a partir de las muestras obtenidas.

Como se observa en la Figura 12, la infeccion por ToMV produce una induccion
estadisticamente significativa de todas las endorribonucleasas Dicer-like (DCL).
Concretamente, ToDCL2 presenta la induccion mas fuerte, alcanzando un nivel hasta
40 veces superior al que se encuentra en las plantas control. A partir de las mismas
muestras, se llevaron a cabo estudios de induccién de las RNA polimerasas RNA-
dependientes (RDR). De nuevo, se produce una induccién estadisticamente
significativa de todos estos genes como consecuencia de la infeccion con el virus
asintomatico, a excepcion de ToRDR2, la cual presenta un aumento menor en su

expresion que resulta estadisticamente no significativo.

Por lo que respecta a las DCLs, estudios genéticos realizados en Arabidopsis
thaliana han puesto de manifiesto el acceso jerarquico de DCL4 y DCL2 al RNA de
doble cadena (dsRNA) viral. Se ha descrito que la endonucleasa DCL4 es responsable
de la fragmentacion en siRNAs de 21 nucleétidos a partir de virus de RNA y DNA. En
ausencia de DCL4, DCL2 acttia como sustituto de DCL4 para generar vsiRNAs de 22 nt
(Deleris et al., 2006; Llave, 2010). Sin embargo, hemos observado en tomate que la
induccion de ToDCL2 por ToMV es mayor que la de ToDCL4. En consonancia con
nuestros resultados, se ha descrito que la infeccion de plantas de tomate con el Virus
del Mosaico del Pepino (PepMV) produce una induccién significativa del gen DCL2,

siendo la induccion de DCL4 por PepMV mucho menor (Hanssen et al., 2011). Ademas,
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estos autores afirman que la notable induccién de DCL2 podria ser indicativa de la
presencia de un supresor de silenciamiento codificado en el virus que podria interferir
con la actividad de DCL4. Por altimo, aunque se ha descrito que DCL1 contribuye en
menor medida a la formacién de vsiRNA en plantas infectadas con virus de RNA (Llave,
2010), parece que DCL1 actuaria suprimiendo las estructuras tipo hairpin (horquilla) de
los transcritos primarios en plantas infectadas con el Virus del Mosaico de la Coliflor,
un virus de DNA de doble cadena, facilitando asi el acceso a las otras DCLs (Moissiard y
Voinnet, 2006). De acuerdo con esta idea, también hemos observado una leve

inducciéon de ToDCL1 en tomate infectado con ToMV.
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Figura 12. Niveles de expresion de los genes DCL1, DCL2, DCL4, RDR1, RDR2 y RDR6 de tomate en
plantas infectadas con el virus del mosaico del tomate (ToMV), determinados por RT-PCR
cuantitativa. Los valores obtenidos fueron normalizados respecto al nivel de expresion de la
actina, tomando como valor de referencia 1 la cantidad de mRNA de las plantas no infectadas
(Contral). Se realizaron tres réplicas biol6gicas. Los niveles de expresion se expresan como la
media + el error estandar. Se llevéd a cabo un andlisis estadistico de t de Student. El asterisco (*)
indica que existe significacion estadistica con un valor p < 0.05. El asterisco doble (**) indica que
existe significacion estadistica con valor p < 0.01.
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Numerosos estudios indican que las RDRs estan también implicadas en el
silenciamiento antiviral, pues plantas que presentan alteraciones en la actividad de
estas proteinas muestran una mayor susceptibilidad a virus de RNA y DNA (Bologna y
Voinnet, 2014). Aunque pueden actuar de manera complementaria y coordinada,
parece que las distintas RDRs presentan diferentes sensibilidades hacia los distintos
virus (Llave, 2010). Ello podria explicar el hecho de que los genes TORDR1 y ToRDRG6 de
tomate se induzcan de manera significativa como consecuencia de la infeccion con
ToMV, mientras que ToRDR2 apenas varie sus niveles de acumulacion de transcrito.
Por otra parte, la induccion del gen RDR1 ya ha sido descrita en otros sistemas planta-
virus, tales como Arabidopsis thaliana infectada con el Virus del Mosaico del Tabaco,
cepa crucifera (TMV-cg) (Yu et al., 2003), plantas de maiz infectadas con el Virus del
Mosaico de la Cafia de Azucar (SCMV) (He et al., 2010) o plantas de tabaco infectadas
con el Virus del Mosaico del Tabaco (TMV) (Xie et al., 2001), con el Virus de la Sharka
(PPV) (Alamillo et al., 2006) o con el Virus del Manchado Anular (ToRSV) (Jovel et al.,
2011). De acuerdo con lo que se habia descrito en plantas de tomate infectadas con
PepMV (Hanssen et al., 2011), también hemos observado induccion del gen TORDR6 en

plantas de tomate infectadas por ToMV.

2.2. Induccion de genes implicados en el silenciamiento de RNA en plantas de tomate

infectadas con CEVd

Con el objeto de determinar la posible implicacién de los genes de tomate
mencionados previamente en el silenciamiento viroidal, realizamos un estudio de la
induccion de los mismos a lo largo del desarrollo de la enfermedad ocasionada por el
viroide. Para ello, se inocularon plantulas de tomate con CEVd y se recogieron
muestras a los 20 dias post-inoculacion (dpi), momento en el que las plantas
presentaban claros sintomas de epinastia foliar y reduccién del crecimiento como
consecuencia de la infeccién. Se comprobd la presencia del viroide mediante RT-PCR
convencional con cebadores especificos para CEVd. Dichas muestras, asi como las

muestras correspondientes a plantas control, fueron analizadas por PCR cuantitativa
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con oligonucledtidos especificos para los diferentes genes relacionados con el

silenciamiento de RNA (ver Materiales y Métodos).

La Figura 13 muestra que la infeccién con CEVd induce significativamente todos los
genes analizados, a excepcion de la polimerasa TORDR6, que apenas varia sus niveles
de expresion con la infeccion y cuya diferencia entre plantas infectadas y plantas
control resultd estadisticamente no significativa. Nuestros resultados indican, tal y
como ha sido descrito (Schiebel et al., 1998), que ToRDR1 se induce en tomate como
consecuencia de la infeccién viroidal y que, a diferencia de lo ocurrido en la infeccion
viral, la induccién de ToDCL4 es la mas destacada en plantas infectadas con viroide. Al
igual que hemos razonado para la infeccion con ToMV, estos resultados permiten

considerar que dichos genes podrian estar implicados en el silenciamiento génico

viroidal.
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Figura 13. Niveles de expresion de los genes DCL1, DCL2, DCL4, RDR1, RDR2 y RDR6 de tomate en
plantas infectadas con CEVd, determinados por RT-PCR cuantitativa. Los valores obtenidos fueron
normalizados respecto al nivel de expresion de la actina, tomando como valor de referencia 1 la
cantidad de mRNA de las plantas no infectadas (Control). Se realizaron tres réplicas bioldgicas.
Los niveles de expresion se expresan como la media + el error estandar. Se llevé a cabo un
analisis estadistico de t de Student. El asterisco (*) indica que existe significacién estadistica con
un valor p < 0.05. El asterisco doble (**) indica que existe significacion estadistica con valor p <
0.01.
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Se ha descrito que la endonucleasa DCL1 esta implicada en el corte de las
moléculas de RNA derivadas de virus de DNA y también en la formacion de microRNAs
(Brodersen y Voinnet, 2006). Puesto que los viroides son moléculas de RNA, la
induccion de DCL1 estaria mas relacionada con la posible formacién de microRNAs que
pudieran actuar sobre mRNAs vegetales. Asi pues, la induccion que observamos de
DCL1 podria apoyar la hipotesis, defendida por muchos autores, de que la activacion
de los mecanismos de silenciamiento por parte del viroide formaria parte del propio
desarrollo de la enfermedad viroidal, y no de un mecanismo de defensa de las plantas
(Papaefthimiou et al., 2001; Markarian et al., 2004; Wang et al., 2004; Matousek et al.,
2007; Gémez et al., 2008; Martinez et al., 2010; Navarro et al., 2012). Por lo que
respecta a DCL2 y DCL4, el estudio de su induccién por infeccién viroidal no se habia
realizado hasta el momento, si bien se asumia la actividad de ambas endonucleasas
frente a particulas de RNA viroidal, puesto que la acumulacion de VdsRNAs si ha sido

descrita en varias ocasiones (Navarro et al., 2009).

En cuanto a las RDRs, la induccion de ToRDR1 también se ha descrito en plantas de
tomate infectadas por el Viroide del Tubérculo Fusiforme de la Patata (PSTVd)
(Schiebel et al., 1998). Por su parte, se ha relacionado la induccion de RDR6 con la
aparicion de sintomas en plantas de Nicotiana benthamiana infectadas con el Viroide
del Enanismo del Lupulo (HSVd) (Gémez et al., 2008). También se ha descrito una
correlacion entre RDR6 y la acumulacion de PSTVd en N. benthamiana, puesto que
plantas transgénicas de esta especie con RDR6 silenciada presentan una mayor
acumulacion de viroide (Di Serio et al., 2010). En nuestro caso, plantas de tomate
infectadas con CEVd mostraron una cierta induccién de ToRDR6, cuyos niveles de
expresion fueron superiores a los de las plantas control. Por ultimo, algunos autores
han propuesto que RDR2, cuya induccion hemos detectado en plantas de tomate
infectadas con CEVd, podria estar implicado en el reconocimiento de RNAs viroidales
de polaridad positiva (Navarro et al., 2009). Al igual que ocurre con las infecciones
virales, parece que la participacion de las RDRs podria ser distinta segun la interaccion
de la que se trate. De hecho, el patrén de expresion observado para la infeccion con
ToMV (Figura 12) difiere del obtenido con CEVd (Figura 13). La obtencion de plantas de
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tomate que silencien estas RDRs, por separado y de manera conjunta, podria

esclarecer el papel que éstas tienen en las distintas infecciones patogénicas.

Nuestros resultados del estudio de la induccién de genes de tomate implicados en
el silenciamiento génico en infecciones virales y viroidales confirman su posible
implicacion en mecanismos de silenciamiento de RNA. Asi pues, nos planteamos
analizar la relacion que puede existir entre las moléculas sefial GA y SA 'y la expresion
de dichos genes en tomate, con objeto de estudiar las bases moleculares de la

resistencia inducida que hemos observado.

3. Estudio de las bases moleculares de la resistencia mediada por GA 'y SA en tomate

Habiamos observado previamente que, al tratar plantas de tomate con SA o GA, se
inducia en éstas resistencia a ToMV y que, del mismo modo, tratando plantas de
Gynura aurantiaca con SA o GA se inducia resistencia a CEVd. Asi pues, decidimos
estudiar las bases moleculares de dicha resistencia mediada por SA y GA, utilizando el
sistema tomate-ToMV, por las ventajas que supone trabajar con esta especie con

respecto a Gynura.

Como se ha comentado previamente, la induccién de PRs mediada por SA parece
no estar implicada en la resistencia a virus (Cutt et al., 1989; Linthorst et al., 1989;
Shang et al., 2011) y ademas, existen datos que relacionan la resistencia inducida por
SA 'y los mecanismos de silenciamiento de RNA (revisado en Carr et al., 2010). Asi pues,
decidimos estudiar las bases moleculares de la resistencia mediada por SA o GA en
tomate, en relacion con la posible implicacion de genes que participan en el
silenciamiento de RNA en dicha resistencia. Para ello empleamos las secuencias de
RDRs y DCLs de tomate indicadas anteriormente, realizando un seguimiento de su
expresion a lo largo de tratamientos exdgenos con SA o GA, en ausencia de infeccion

viral o viroidal.
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Asi pues, se llevé a cabo un experimento equivalente al que se realiz6 para
estudiar la resistencia mediada por SA o GA de plantas de tomate a ToMV,
centrdndonos esta vez en el tratamiento de los explantes previo a la inoculacion. Para
ello se tomaron muestras a 0, 4, 8, 12 y 48 horas de incubacién con SA, GA o tampén
(ver Materiales y Métodos). A partir de estas muestras (SA, GA o Tp) se realizé
extraccion de RNA y posterior analisis por PCR cuantitativa para estudiar la expresion
de los genes de tomate implicados en el silenciamiento previamente estudiados. Para
confirmar la efectividad del tratamiento, se llevd a cabo un estudio de la expresién de
PR1, que responde a tratamientos con SA, y de P23, como control del tratamiento con
GA, y que responde peor a SA (Bellés et al., 1999). En la Figura 14 se observa que el
transcrito de PR1 se acumulé de manera significativa en las plantas tratadas con SA,
siendo mucho menor en las plantas tratadas con GA. En el caso de P23, su induccion es
mas fuerte como consecuencia del tratamiento con GA, aunque también se alcanzan
niveles elevados tras el tratamiento con SA. Por tanto, los tratamientos fueron
efectivos y estdbamos en disposicion de estudiar qué genes relacionados con el

silenciamiento respondian a SA, GA o Tampan.
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Figura 14. Niveles de expresién de los genes que codifican las proteinas pathogenesis-related PR1
y P23 en plantas de tomate tratadas con Tampon, acido gentisico (GA) y acido salicilico (SA). Los
niveles de mRNA se determinaron por RT-PCR cuantitativa. Los valores obtenidos fueron
normalizados respecto al nivel de expresion de la actina, tomando como valor de referencia 1 la
cantidad de mRNA de plantas control no tratadas. Se realizaron tres réplicas bioldgicas. Los
niveles de expresion se expresan como la media + el error estandar. Las comparaciones entre
grupos multiples (plantas tratadas con SA, GA y Tampdn) se realizaron mediante un test de
analisis de la varianza (ANOVA) para cada tiempo. Las mismas letras indican que no existe
diferencia significativa, letras distintas valor p < 0.05.
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Como se observa en la Figura 15, los tratamientos con SA indujeron de manera
significativa la expresion de las endonucleasas ToDCL1 y ToDCL2, mostrando un
méximo a 12 h y 8 h, respectivamente. En cuanto al tratamiento con GA, se observo
una induccion estadisticamente significativa de ToDCL2, con un valor maximo a las 4
horas. Por tanto, la induccién de ToDCL2 por GA parecia ser mas rapida que el efecto

causado por SA, aunque menos intensa.
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Figura 15. Niveles de expresion de los genes DCL1, DCL2 y DCL4 en plantas de tomate tratadas
con Tampon, acido gentisico (GA) y acido salicilico (SA). Los niveles de mRNA se determinaron
por RT-PCR cuantitativa. Los valores obtenidos fueron normalizados respecto al nivel de
expresion de la actina, tomando como valor de referencia 1 la cantidad de mRNA de plantas
control no tratadas. Se realizaron tres réplicas biologicas. Los niveles de expresion se expresan
como la media + el error estandar. Las comparaciones entre grupos multiples (plantas tratadas
con SA, GA y Tampo6n) se realizaron mediante un test de analisis de la varianza (ANOVA) para
cada tiempo. Las mismas letras indican que no existe diferencia significativa, letras distintas valor
p <0.05.
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También se observo una leve induccion de las tres DCLs de tomate en las plantas
tratadas con tampon, que podria deberse a la herida producida en el tallo a causa de la
técnica empleada, el stem-feeding (ver Materiales y Métodos). Por otro lado, se

detecto una fuerte y significativa represion de ToDCL4 en tratamientos con SA o GA.

En cuanto a las polimerasas RDR de tomate (Figura 16), ToRDR1 y ToRDR2
presentaron una fuerte induccion por SA, mostrando un maximo a las 8 y 12 horas de
tratamiento, respectivamente. Curiosamente, el tratamiento con SA produjo un
aumento de 100 veces en la expresién de ToRDR1. Por otro lado, pudimos detectar
una induccion significativa de ToRDR1 y ToRDR2 por GA después de 4 horas de
tratamiento. De igual modo a lo observado para ToDCL4, no se detectd ninguna
induccion de ToRDR6 por tratamientos con SA o GA. De nuevo se observé una leve
induccion de la tres RDRs de tomate en las plantas control, que podria deberse a la
herida causada por el tratamiento. De manera similar al resultado obtenido para

ToDCL4, se observo una represion de TORDRG en las plantas tratadas con SA o GA.

Estos resultados indican que la aparicion de resistencia observada con
tratamientos con GA o SA podria estar relacionada con la induccién de los genes
implicados en el silenciamiento génico como parte de la respuesta defensiva en
tomate. La mayor eficiencia de la resistencia inducida por SA se correlaciona con una

activacion mas intensa de la DCLs y RDRs, en relacién con el efecto producido por GA.

Como se ha comentado anteriormente, existen distintas pruebas que relacionan la
respuesta inducida por SA 'y la ruta de silenciamiento de RNA (revisado en Carr et al.,
2010). Entre éstas, se ha descrito que RDR1 se induce como consecuencia de
tratamientos con SA en distintas especies vegetales (Xie et al., 2001; Yu et al., 2003;
Yang et al., 2004; Quilis et al., 2008; Liu et al., 2009). Los resultados que mostramos en
este trabajo se suman a los ya descritos, pues indican que, efectivamente, TORDR1 se
induce en tomate como consecuencia de tratamientos exégenos con SA. Del mismo
modo ocurre con ToDCL1, ToDCL2 y TORDR2, confirmando la relacion existente entre el

SAy el silenciamiento de RNA.
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Figura 16. Niveles de expresion de los genes RDR1, RDR2 y RDR6 en plantas de tomate tratadas
con Tampon, acido gentisico (GA) y acido salicilico (SA). Los niveles de mRNA se determinaron
por RT-PCR cuantitativa. Los valores obtenidos fueron normalizados respecto al nivel de
expresion de la actina, tomando como valor de referencia 1 la cantidad de mRNA de plantas
control no tratadas. Se realizaron tres réplicas bioldgicas. Los niveles de expresion se expresan
como la media + el error estandar. Las comparaciones entre grupos multiples (plantas tratadas
con SA, GA y Tampon) se realizaron mediante un test de analisis de la varianza (ANOVA) para
cada tiempo. Las mismas letras indican que no existe diferencia significativa, letras distintas valor
p <0.05.

Asimismo, hemos observado que tratamientos exdgenos con GA también inducen
genes de la ruta de silenciamiento de RNA en tomate, tales como ToRDR1 y ToDCL2,
aunque dicha induccién parece menos notable. Estos resultados podrian explicar el
hecho de que tenga lugar un aumento de la expresion génica y de la actividad RdRp en

infecciones sistémicas producidas por una cepa compatible de TMV (Xie et al., 2001), a
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pesar de que la acumulacion de SA no tenga lugar en las plantas infectadas (Malamy et
al., 1990). En este tipo de infeccién de naturaleza sistémica podria tener lugar la
acumulacion de GA, a través de la cual se produciria la induccién observada de RdRp.
La medida de los niveles de GA en este tipo de interaccion podria ayudar a confirmar

dicha hipétesis.

Por otra parte, nuestros resultados parecen indicar que la herida podria de alguna
manera ser un activador de DCLs y RDRs en tomate. Existen diversas pruebas que
correlacionan la respuesta a herida y el silenciamiento génico. Por ejemplo, se ha
descrito que RDR1 media en la resistencia de Nicotiana attenuata frente al ataque de
herbivoros en la naturaleza (Pandey y Baldwin, 2007) y se ha propuesto que DCL2 y
DCL4 participan también en las defensas frente a herbivoros (Bozorov et al., 2012). Por
nuestra parte, mostramos en este trabajo una represion de ToDCL4 y ToRDR6 en el
tratamiento con SA y GA, en comparacion con las plantas tratadas con tampén. Esto
podria deberse a un efecto antagdnico entre los tratamientos con SA o GA y la
respuesta a herida. El antagonismo entre el acido salicilico y el &cido jasmonico, la
molécula sefial implicada en la respuesta a herida, esta bien establecido en la literatura

(revisado en Thaler et al., 2012; Derksen et al., 2013).

En resumen, hemos observado que tanto los tratamientos con SA como con GA
son capaces, por un lado, de inducir resistencia a distintos patégenos de RNA vy, por
otro, de inducir los genes de la ruta de silenciamiento de RNA en tomate. Los
tratamientos que implican una induccién mas intensa de estos genes se correlacionan
con una mayor resistencia. Por tanto, nuestros resultados sugieren que la resistencia
observada podria deberse a la induccion de mecanismos de silenciamiento de RNA,
reforzando asi las conexiones entre el silenciamiento génico y la defensa de las plantas

frente a patogenos.
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Antecedentes

Con el objetivo de contribuir a esclarecer el papel sefializador del acido gentisico
(GA) en la respuesta defensiva de las plantas, se pretende obtener plantas
transgénicas que presenten alteraciones en los niveles de dicho metabolito, tanto en
su forma libre como conjugada. Para ello, se llevard a cabo la sobreexpresion de la
glicosiltransferasa de tomate GAGT, previamente caracterizada en nuestro grupo, la
cual presenta una elevada especificidad tanto hacia la molécula donante del azlcar, la
UDP-xilosa, como por el sustrato aceptor, el GA (Tarraga et al., 2010). Estas plantas
podrian mostrar un desequilibrio en los niveles de GA libre y conjugado y, como
consecuencia de ello, exhibir diferencias de susceptibilidad y/o resistencia ante
infecciones donde la acumulacion de GA ha sido previamente descrita (Bellés et al.,
1999; Bellés et al., 2006).

Por otra parte, se pretende abordar en este capitulo la caracterizacion de la
actividad de la proteina de tomate inducida por herida Twil. Dicha proteina fue
identificada como posible glicosiltransferasa debido a su homologia con proteinas
pertenecientes a esta clase (O’Donnell et al., 1998), aunque no se han llevado a cabo
estudios de actividad enzimética hasta la fecha. Su secuencia completa fue obtenida
en nuestro grupo junto con la de GAGT, mediante el rastreo de una genoteca de
expresion en tomate (Tarraga, 2006). El gen que codifica Twil se induce en tomate en
respuesta a herida, interacciones de tipo incompatible y tratamientos con compuestos
de naturaleza fendlica, tales como el acido salicilico (SA) y el é&cido 2,6-
dihidroxibenzoico entre otros (O’Donnell et al., 1998). Las funciones de ambas
glicosiltransferasas podrian estar relacionadas y, por tanto, la caracterizacion de Twil
puede resultar de gran interés en el estudio de la respuesta defensiva de las plantas

de tomate frente a ataques patogénicos.
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1. Obtencion y caracterizacion de plantas transgénicas GAGT

Con el fin de estudiar la actividad de GAGT in vivo, asi como su funcién en la
respuesta defensiva de las plantas, decidimos preparar una construccion génica para
llevar a cabo su sobreexpresién en plantas. Nos propusimos comprobar la
construccion obtenida mediante expresion transitoria en Nicotiana benthamiana,
para posteriormente utilizarla en la generacion y caracterizacion de plantas

transgénicas de Arabidopsis thaliana y de tomate que sobreexpresen GAGT.

1.1. Expresion transitoria de GAGT en plantas de Nicotiana benthamiana

Previamente, en nuestro laboratorio se habia caracterizado la actividad
bioquimica de GAGT mediante su expresion en Pichia pastoris. La proteina
recombinante expresada en levadura mostro actividad glicosiltransferasa, catalizando
la conjugacién de acido gentisico (GA) a una molécula de azlcar, en este caso la xilosa,

pasando el GA de forma libre a forma conjugada (Tarraga et al., 2010).

A continuacién nos propusimos obtener una construccion que permitiera llevar a
cabo la sobreexpresion y el estudio de GAGT en plantas. Para ello, el cDNA completo
de GAGT fue clonado en el plasmido binario pGWB8, obteniéndose la construccién
pGWB8_GAGT, tal y como se describe en Materiales y Métodos (apartado 7.1). Dicha
construccion permite la sobreexpresion de GAGT fusionada a una cola de 6 residuos
de histidina en el extremo C-terminal, lo que posibilita la deteccién inmunoldgica de la
proteina recombinante con un anticuerpo monoclonal Anti-His, asi como su

purificacion por afinidad.

Previamente a la obtencion de plantas transgénicas estables, se llevo a cabo un
experimento de expresion transitoria en Nicotiana benthamiana, con el fin de

comprobar si la construccién obtenida permite la sobreexpresion de la proteina activa
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en plantas. Para llevar a cabo el experimento se partié de bacterias de la cepa C58 de
Agrobacterium tumefaciens transformadas con las siguientes construcciones: el
plasmido binario pGWB8 utilizado como control, la construccién pGWB8_GAGT objeto
de estudio, y el plasmido p19, que codifica el supresor viral de silenciamiento del
mismo nombre. Esta construccion fue amablemente cedida por el Dr. Diego Orzaez

(IBMCP, UPV-CSIC, Valencia, Espafia).

El experimento se realizd6 con plantas de 4 semanas de edad. Las plantas
consideradas como control fueron infiltradas con una mezcla 1:1 de cultivos de
Agrobacterium que contenian los plasmidos pGWB8 y p19. Las plantas restantes, a las
que denominamos plantas GAGT, se infiltraron con una mezcla 1:1 de cultivos de
Agrobacterium que contenian la construccion pGWB8_GAGT y el plasmido p19. El
empleo del plasmido p19 mejora la eficiencia de la sobreexpresion, ya que evita el
silenciamiento génico posttranscripcional (Voinnet et al., 2003). Las muestras fueron

recogidas a los 3 dias de haber realizado la agroinoculacion.

A partir de las hojas de Nicotiana benthamiana agroinoculadas con las diferentes
construcciones, se procedio al estudio de la expresién del cDNA recombinante de
GAGT mediante RT-PCR, utilizando cebadores especificos de GAGT y de cola de
histidinas (Hisg), segun se detalla en Materiales y Métodos. Como control se realizaron
amplificaciones empleando oligonucle6tidos del gen constitutivo RPL2 (Fleming et al.,
1993). Como se muestra en la Figura 17A, el cDNA recombinante de GAGT se

transcribe en todas las plantas agroinfiltradas con la construccion pGWB8_GAGT.

Tras comprobar la presencia del mRNA recombinante GAGT, se procedi6 a la
deteccion de la proteina en los tejidos agroinoculados. Para ello se realiz6 una
electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida (SDS/PAGE) y posterior Western
blot, a partir de extractos proteicos de hojas de plantas de N. benthamiana
agroinoculadas. Se emple6 el anticuerpo primario monoclonal Anti-His, que reconoce
especificamente la extension de histidinas. Como se muestra en la Figura 17B, el
anticuerpo revel6 la presencia de la proteina recombinante GAGT en los tejidos

agroinfiltrados con la construccién pGWB8_GAGT.
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Estos resultados indican que la construccién binaria pGWB8_GAGT obtenida
permite la expresion de la proteina GAGT en plantas y por tanto es apta para llevar a

cabo la generacion de plantas transgénicas GAGT.

A B
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Figura 17. Expresion de GAGT en plantas de N. benthamiana. A) Acumulacion del transcrito de
GAGT-His en las plantas agroinoculadas. Se muestra el analisis electroforético del resultado de la
amplificacion del transcrito de GAGT-His mediante RT-PCR a partir de RNAs de plantas control
pGWB8 y plantas transgénicas pGWB8_GAGT. Carrera pGWBS: plantas de tabaco control;
carreras GAGT 1, 2y 3: lineas de expresion transitoria pGWB8_GAGT. El panel superior muestra
los resultados de la amplificacion empleando cebadores especificos de GAGT y cola de histidinas
(Hisg). El siguiente panel corresponde a la amplificacion del transcrito del gen RPL2, utilizado
como control. El panel inferior presenta la integridad del RNA empleado (RNA total). B) Deteccion
mediante Western blot de la proteina recombinante GAGT en plantas agroinfiltradas de N.
benthamiana. GAGT 1, 2 y 3: lineas de expresion transitoria pGWB8_GAGT. La deteccion de la
proteina sobreexpresada se realizd con el anticuerpo primario Anti-Hiss y el anticuerpo
secundario Anti-lgG conjugado a fosfatasa alcalina.

1.2. Obtencion y caracterizacion de plantas transgénicas de Arabidopsis GAGT

Una vez comprobado que la construccion pGWB8_GAGT obtenida resultaba en la
acumulacion de proteina en plantas de N. benthamiana agroinoculadas, decidimos
llevar a cabo la obtencion de plantas transgénicas estables, con el fin de estudiar la
actividad de GAGT in vivo, asi como su funcion en la respuesta defensiva. En una

primera aproximacion, se utilizé la especie modelo Arabidopsis thaliana, en la que se
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ha descrito la acumulacion de GA como consecuencia de una infeccion patogénica

(Bartsch et al., 2010) y por las ventajas que presenta respecto a tomate.

1.2.1. Transformacion genética de Arabidopsis thaliana

La transformacion de plantas de A. thaliana ecotipo Columbia con la construccion
pGWB8_GAGT se llevé a cabo como se describe en Materiales y Métodos. Como
resultado de la transformacion, se obtuvo finalmente cinco lineas de Arabidopsis
resistentes a kanamicina. Para comprobar la sobreexpresion del transgén, se realizé
una amplificacion del transcrito de GAGT mediante RT-PCR para cada una de las
lineas. Como puede verse en la Figura 18, todas las lineas analizadas mostraron
expresion constitutiva del gen GAGT. De entre ellas, se seleccionaron las lineas AtG 37
y AtG 43, debido a la buena expresion de GAGT. Ademas, se comprobd que ambas
lineas presentaban una segregacion correspondiente a la integracién de una Unica
copia. Partiendo de la generacién Ty se llevaron a cabo los estudios de segregacion del
transgén para obtener plantas transgénicas homocigotas (ver Materiales y Métodos),

con las que se realizaron los ensayos posteriores.

Col-0 6 21 37 41 43

GAGT

Tubulina

RNA total

Figura 18. Acumulacion del mRNA de GAGT en las lineas transgénicas de Arabidopsis. Se muestra
el analisis mediante RT-PCR de la expresion del transcrito de GAGT en hojas de las cinco lineas
transgénicas (6, 21, 37, 41 y 43) comparadas con el control (Col-0). La expresion del transcrito de
Tubulina en hojas se ha empleado como control interno. El panel inferior representa la integridad
del RNA extraido de las muestras analizadas (RNA total).
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1.2.2. Tratamiento exdgeno con GA de plantas transgénicas de Arabidopsis GAGT

Para llevar a cabo el estudio de la actividad de GAGT en plantas transgénicas de
Arabidopsis thaliana, se realiz6 un tratamiento exdgeno con GA, con el fin de
proporcionar el sustrato necesario para analizar la actividad del enzima. Las plantas se
rociaron y regaron con una disolucion 1 mM de GA (ver Materiales y Métodos). La
recogida de muestras tuvo lugar a las 24 horas desde el inicio del tratamiento. A
continuacion se realiz6 una extraccion metandlica del material vegetal y se analizd
mediante HPLC. Los resultados correspondientes a los niveles de GA libre y GA total

(GA libre + GA conjugado) para Col-0, AtG 37 y AtG 43 se muestran en la Figura 19.

GA

4004- [] GA libre H GA total

300

200+

nmol /g PF

100

Col-0 AtG 37 AtG 43

24 horas post-tratamiento

Figura 19. Acumulacion de GA libre y GA total en plantas transgénicas de A. thaliana GAGT tras el
tratamiento con acido gentisico. Se extrajeron compuestos fenélicos de hojas de las lineas
transgénicas GAGT (AtG 37 y AtG 43) y plantas control Col-0, tratadas con una disolucion de GA 1
mM, a las 24 horas post-tratamiento. Los extractos fueron analizados mediante HPLC de
fluorescencia. La media y el error estandar mostrados corresponden a tres plantas
independientes de un experimento representativo. Se realizaron tres experimentos
independientes.

Se observa que, como consecuencia del tratamiento, todas las plantas
acumularon niveles similares de GA total (en torno a los 300 nmol/g peso fresco). Los
niveles de GA previos al tratamiento han resultado indetectables o despreciables.
Puesto que se produce una considerable conjugacion de GA en las plantas control Col-

0, se deduce que Arabidopsis posee actividad glicosiltransferasa capaz de actuar
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frente a GA. De hecho, se ha detectado la acumulacién de GA en plantas de
Arabidopsis en forma conjugada (Dean y Delaney, 2008; Bartsch et al., 2010), pero la
proteina o proteinas que llevan a cabo dicha conjugacion en esta especie no han sido
identificadas hasta la fecha. Puede verse en la Figura 19 que la conjugacién de GA es
mayor en el caso de ambas lineas transgénicas GAGT respecto a Col-0, ya que para
unos niveles de acumulacion de GA total muy similares en todas ellas, los niveles de

GA en forma libre son inferiores en las plantas transgénicas.

Con el fin de facilitar la interpretacién de los resultados, en la Tabla 5 se muestran
los porcentajes de conjugacion y los niveles de GA libre para cada una de las lineas
transgénicas, asi como para las plantas control. Se observa un mayor porcentaje de
conjugacion y, consecuentemente, niveles inferiores de GA libre en ambas lineas
transgénicas, con respecto a las plantas control. Dichas diferencias son méas acusadas
para el caso de la linea AtG 43, resultando estadisticamente significativas con

respecto a las plantas control.

conjugacion GA libre
(%) valor p (nmol /g PF) valorp
Col-0 47.66 = 171.77 --
AtG 37 61.5 < 0.05 125.04 0.168
AtG 43 73.93 < 0.01 80.88 < 0.05

Tabla 5. Porcentaje de conjugacién y acumulacién de GA libre en plantas transgénicas de A.
thaliana GAGT (AtG 37 y AtG 43) y plantas control Col-0 tratadas con GA 1 mM, a las 24 horas
post-tratamiento. El valor p se obtuvo mediante un andlisis estadistico t de Student de los datos
correspondientes a tres experimentos independientes.

Hemos, por tanto, obtenido un sistema binario para la sobreexpresion de GAGT
en plantas, dando lugar a una proteina activa frente a GA aplicado ex6genamente,
confirmando la actividad de GAGT in vivo en un sistema heterdélogo. La sobreexpresion
de GAGT en plantas transgénicas de Arabidopsis da lugar a un fenotipo metabdlico,
puesto que estas plantas presentan un mayor porcentaje de conjugacion de GA, lo

que provoca un descenso en la cantidad de GA libre. Este mismo efecto se ha
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observado al llevar a cabo la sobreexpresion en Arabidopsis de UGT73C6, una proteina
que presenta actividad glicosiltransferasa frente a brasinoesteroides (BRs) (Husar et
al., 2011). El brasinélido, aplicado exégenamente, es rapidamente asimilado por las
plantas transgénicas y glicosilado, lo que causa la reduccion en los niveles libres de
BRs, que resultan ser los niveles activos. Puesto que los BRs son moléculas sefial con
un papel esencial en el crecimiento y desarrollo de las plantas, dichas plantas
transgénicas presentan defectos en el crecimiento en comparacion con las plantas

control, debidas a la deficiencia en BRs.

Hasta la fecha no se ha estudiado en profundidad si el GA desempefia alguna
funcién en A. thaliana. Sin embargo, se ha observado la acumulacion de GA en plantas
de Arabidopsis infectadas con la bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst
AvrRpml), predominantemente en forma conjugada, aunque también se ha detectado
en forma libre (Bartsch et al., 2010). Esto abre una nueva via para el estudio del
posible papel del GA en la respuesta defensiva de las plantas, empleando Arabidopsis

como sistema modelo.

Por tanto, llevamos a cabo el estudio de la induccion del gen de defensa PR1 en
plantas de Arabidopsis tratadas con GA. Plantas Col-O rociadas y regadas con una
disolucion 1 mM de GA (ver Materiales y Métodos) fueron analizadas por PCR
cuantitativa transcurridas 24 horas desde el inicio del tratamiento. Se emplearon
plantas tratadas con una disolucion 1 mM de SA como control positivo del
experimento. En la Figura 20 se muestra cdmo, efectivamente, tratamientos exogenos
con SA producen una fuerte induccion de PR1. Se observa que los tratamientos con
GA también inducen la acumulacién del mensajero de PR1, alcanzando niveles 10
veces superiores a los detectados en las plantas control tratadas con H,O. Esto pone
de manifiesto que tratamientos con GA producen la activacion de la respuesta
defensiva en Arabidopsis, de igual modo a como ocurre en tomate, Gynura 0 pepino
(Bellés et al., 1999, 2006), lo que sugiere que el GA podria también jugar un papel en

la respuesta defensiva en A. thaliana.

104



Capitulo 2

PR1
350 Figura 20. Niveles de expresion del gen
PR1 en plantas de Arabidopsis Col-0
300 | tratadas con agua (H,0), 4cido gentisico
D50 L] (GA) y éacido salicilico (SA), a las 24 horas
\ post-tratamiento. Los niveles de mRNA
e DN se determinaron por RT-PCR
g ii \: EQ cuantitativa. Los valores obtenidos
- T R fueron normalizados respecto al nivel de
e expresion del gen de la familia SAND
S L2y (At2g28390), tomando como valor de
'g 0l T referencia 1 la cantidad de mRNA de las
5 T plantas control no tratadas. La media y
i 8- el error estandar mostrados
corresponden a tres plantas
61 independientes de un experimento
representativo. Se realizaron dos
L A A i (R By experimentos independientes.
2, ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
0
H,O GA SA

1.2.3. Infeccion de plantas transgénicas de Arabidopsis GAGT con la bacteria

Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 AvrRpml

Se ha observado la acumulacion de GA en plantas de tomate, Gynura aurantiaca o
pepino como consecuencia de infecciones no necrotizantes (Bellés et al., 1999, 2006).
En el caso de Arabidopsis, esta acumulacion de GA frente a una infeccion patogénica,
asi como el papel que este compuesto desempefia en la respuesta defensiva, no han

sido estudiados.

Con el fin de analizar el papel del GA en la respuesta defensiva en A. thaliana, se
llevé a cabo la infeccion de plantas transgénicas de Arabidopsis GAGT con la bacteria
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 AvrRpml, y se estudié la posible
implicacion de la sobreexpresion de GAGT sobre el crecimiento bacteriano®. Asimismo,
se analizaron los niveles de acumulacién de GA libre y conjugado como consecuencia

de la infeccion.

! Estos estudios fueron llevados a cabo durante una estancia de tres meses en el laboratorio de la Dra. Susana Rivas
(LIPM, Toulouse, Francia).
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Cuantificacién de los niveles de &cido gentisico libre y conjugado

Se llevo a cabo la infeccién con la bacteria fitopatégena Pseudomonas syringae
pv. tomato DC3000 AvrRpml de plantas transgénicas de A. thaliana GAGT, plantas
control Col-0 y plantas NahG, incapaces de acumular SA (Delaney et al., 1994; Rairdan
y Delaney, 2002). Dicha infeccion se realiz6 segun se describe en Materiales y
Métodos y la recogida de muestras se llevd a cabo a las 24 horas post-inoculacion
(hpi). Con el fin de estudiar la acumulacion de GA en plantas de Arabidopsis a causa de
la infeccion, se realizé la cuantificacion del contenido en GA libre y GA total mediante
HPLC. La Figura 21 muestra los resultados de dichas medidas correspondientes a Col-

0, NahG, y las lineas transgénicas de Arabidopsis AtG 37 y AtG 43.

GA
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[] GA libre

120 B GAtotal | ...
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24 horas post-inoculacion

Figura 21. Acumulacion de GA libre y GA total en plantas transgénicas de A. thaliana GAGT
infectadas con la bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato AvrRpml. Analisis mediante HPLC de
fluorescencia de extractos fenélicos de hojas de las lineas transgénicas GAGT (AtG 37 y AtG 43),
NahG y plantas control Col-0, a las 24 horas post-inoculacion. La media y el error estandar
mostrados corresponden a tres plantas independientes de un experimento representativo. Se
realizaron tres experimentos independientes.

Las plantas control Col-0 acumularon GA como consecuencia de la infeccion con la
bacteria Pst AvrRpml, corroborando lo descrito anteriormente por Bartsch vy
colaboradores (2010). Tal y como cabia esperar, no se detectaron niveles de GA en las

plantas NahG, puesto que estas plantas son incapaces de acumular SA, que es el
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precursor del GA. Ambas lineas transgénicas GAGT acumularon una mayor cantidad
de GA total, respecto al control Col-0. De igual modo a como habiamos observado en
el caso de los tratamientos exdgenos, las plantas transgénicas GAGT presentaron una
mayor cantidad de GA en forma conjugada, respecto a plantas control. De hecho,
parece que el GA acumulado durante la infeccién en AtG 37 y AtG 43 esta conjugado
en su totalidad, ya que no se detecté GA en forma libre en plantas de ninguna de las
dos lineas transgénicas. A diferencia, detectamos una pequefia acumulacion de GA en

forma libre en las plantas control Col-0.

En la Tabla 6 se muestra el porcentaje de conjugacion y la cantidad de GA libre
para cada linea. Estos resultados concuerdan con los obtenidos para los tratamientos
de GA, aunque el porcentaje de conjugacion en caso de infeccion es superior. Esto
podria deberse a que los niveles de GA total acumulados a causa de la infeccién (en
torno a 100 nmol/g PF) son muy inferiores a los alcanzados con el tratamiento y ello
haga que la conjugacién sea mas efectiva con una menor cantidad de sustrato. Las
diferencias entre las lineas transgénicas y Col-0 en cuanto a porcentaje de conjugacion
y cantidad de GA libre resultaron estadisticamente significativas en ambos casos y

para ambas lineas AtG 37 y AtG 43.

conjugacion GA libre
(%) valor p (nmol /g PF) valorp
Col-0 88.67 -- 4.62 £0.38 --
AtG 37 100 < 0.01 0 < 0.05
AtG 43 100 < 0.01 0 < 0.05

Tabla 6. Porcentaje de conjugacion y acumulacién de GA libre en plantas transgénicas de A. thaliana
GAGT (AtG 37 y AtG 43) y plantas control Col-0 infectadas con la bacteria Pseudomonas syringae pv.
tomato AvrRpml, a las 24 horas post-inoculacion. El valor p se obtuvo mediante un anélisis
estadistico t de Student de los datos correspondientes a tres experimentos independientes.

Dado que el GA acumulado durante una infeccién procede del SA, en las plantas

transgénicas GAGT que acumulan méas GA cabria esperar una reduccién en los niveles
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de SA, en comparacion con las plantas control. Sin embargo, en el caso de las lineas
transgénicas AtG 37 y AtG 43, no hemos detectado diferencias notables en los niveles
de SA, libre o conjugado, en muestras recogidas a las 24 horas post-inoculacion,
respecto a Col-0 (datos no mostrados). Estos resultados coinciden con los
recientemente publicados por Bartsch y colaboradores (2010), puesto que plantas de
Arabidopsis, tanto Col-0 como el mutante edsl, no mostraron una correlacion clara
entre el contenido en SA y el contenido en GA cuando se produjo la acumulacion de
ambos en respuesta a la infeccion con P. syringae. A las 24 hpi, la acumulacién de GA
era casi el doble en Col-0 en comparacién con edsl, sin embargo, los niveles de SA

resultaron ser practicamente iguales en ambos genotipos.

Cuantificacién del crecimiento bacteriano

Con el fin de estudiar el efecto de la sobreexpresion de GAGT sobre el crecimiento
bacteriano, se llevé a cabo la infeccion de plantas transgénicas de A. thaliana GAGT,
plantas control Col-0 y plantas NahG con la bacteria Pseudomonas syringae DC3000
AvrRpml segun se detalla en Materiales y Métodos. La cuantificacion del crecimiento
bacteriano se llevo a cabo a los 3 dias post-inoculacién, mediante conteo de colonias

en placa sobre medio selectivo.

En la Figura 22 se observa como las plantas NahG, incapaces de acumular SA 'y por
tanto mas susceptibles a la infeccion (Delaney et al., 1994; Rairdan y Delaney, 2002),
presentan un mayor crecimiento bacteriano respecto a las plantas control Col-0.
Asimismo, se observa que las lineas AtG 37 y AtG 43 presentan valores de crecimiento
bacteriano superiores a Col-0, aproximandose a los valores alcanzados en plantas
NahG. Ello indica que las plantas transgénicas GAGT son maés susceptibles a la
infeccion con Pst AvrRpml que las plantas control Col-0. Este aumento en la
susceptibilidad podria estar relacionado con la menor presencia de GA en forma libre

en estas lineas transgénicas.
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Figura 22. Crecimiento de Pseudomonas syringae pv. tomato AvrRpml en hojas de plantas
transgénicas de Arabidopsis GAGT. Las unidades formadoras de colonias (cfu) bacterianas en
plantas transgénicas AtG 37 y AtG 43, NahG y plantas control (Col-0) se determinaron como se
describe en Materiales y Métodos. El crecimiento bacteriano se cuantifico a los 3 dias después de
la inoculacion. La media y el error estandar mostrados corresponden a cinco plantas
independientes de un experimento representativo. Se llevd a cabo un analisis estadistico t de
Student con los datos correspondientes a tres experimentos independientes. El doble asterisco
(**) indica que existe significacion estadistica con un valor p < 0.01, respecto a las plantas
control.

Cuantificacion de la expresion del gen marcador de defensa PR1

El gen PR1 es un marcador clasico de defensa en plantas (Metzler et al., 1991; van
Loon et al., 2006), por lo cual resulta interesante estudiar su expresion en esta
infeccion. Para ello, plantas transgénicas de A. thaliana GAGT y NahG, y plantas
control Col-0 fueron infectadas con la bacteria fitopatdgena Pst AvrRpml. A
continuacion se tomaron muestras a las 24 hpi que fueron analizadas por PCR
cuantitativa para estudiar la expresion del gen PR1. Los resultados obtenidos de la

induccion de PR1 en las diferentes lineas estudiadas se muestran en la Figura 23.
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Figura 23. Niveles de expresién del gen PR1 en plantas transgénicas de Arabidopsis GAGT
infectadas con Pseudomonas syringae pv. tomato AvrRpml. Los niveles de mRNA de hojas de las
lineas transgénicas GAGT (AtG 37 y AtG 43), NahG y plantas control Col-0 se determinaron a las
24 horas post-inoculacion por RT-PCR cuantitativa. Los valores obtenidos fueron normalizados
respecto al nivel de expresion del gen de la familia SAND (At2g28390), tomando como valor de
referencia 1 la cantidad de mRNA de las plantas control no infectadas. La media y el error
estandar mostrados corresponden a cuatro plantas independientes de un experimento
representativo. Se llevé a cabo un andlisis estadistico t de Student con los datos correspondientes
a tres experimentos independientes. La significacion estadistica se muestra para plantas
transgénicas infectadas frente a plantas control infectadas. El doble asterisco (**) indica que
existe significacién estadistica con un valor p < 0.01, respecto a las plantas control.

Como cabia esperar, PR1 presenté una clara induccion en Col-0 como
consecuencia de la infeccion bacteriana a las 24 horas post-infeccion, mientras que las
plantas NahG, incapaces de acumular SA, presentaron unos niveles de acumulacién de
PR1 muy bajos, respecto a las plantas Col-0. Las lineas transgénicas AtG 37 y AtG 43
presentaron valores de expresion de PR1 inferiores a los detectados en Col-0. Los
resultados de PR1 correlacionan con los resultados del crecimiento bacteriano, puesto

que plantas con menor induccion de PR1 son més susceptibles a la infeccion.

Hemos obtenido, por tanto, plantas transgénicas de Arabidopsis que
sobreexpresan GAGT, una glicosiltransferasa de tomate que conjuga GA. Dichas
plantas transgénicas sometidas a una infeccion bacteriana, presentan una menor
acumulacion de GA en forma libre, una disminucion en la induccion de PR1 y una

mayor susceptibilidad frente a la bacteria P. syringae, en comparacion con las plantas
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control. Estos resultados refuerzan el papel propuesto para GA en la respuesta

defensiva.

Se han descrito resultados muy similares al sobreexpresar en Arabidopsis AtSGT1,
una glicosiltransferasa de acido salicilico (Song et al., 2008). La sobreexpresion de
AtSGT1 da lugar a un fenotipo de susceptibilidad frente a la infeccién con P. syringae.
Las plantas transgénicas mostraron una reduccién en la acumulacion de SA en forma
libre, lo que explica el fenotipo de susceptibilidad, segun los autores de este trabajo.
Ademas, este fenotipo concuerda con la expresion de PR1 durante la infeccion, que
esta retrasada y reducida en las plantas transgénicas de sobreexpresion de AtSGTL,
respecto a las plantas control. Recientemente se ha descrito que mutantes de
Arabidopsis en la expresion de UGT74F1 y UGT74F2, afectados en la produccién de los
conjugados de SA, presentan una alteracion en la resistencia frente a Pseudomonas.
Concretamente, el mutante ugt74f2 infectado con P. syringae present6 una mayor
acumulacion de SA libre y por tanto una mayor resistencia frente a la infeccién

bacteriana, en comparacion con las plantas Col-0 (Boachon et al., 2014).

Diversos estudios realizados en Arabidopsis han puesto de manifiesto que al
modificar la expresion de diferentes glicosiltransferasas de plantas, su resistencia o
susceptibilidad frente a una infeccion patogénica puede verse alterada. La expresion
de las glicosiltransferasas UGT73B3 y UGT73B5, que se inducen en respuesta al ataque
patogénico, es necesaria para la resistencia de Arabidopsis frente a Pseudomonas
syringae (Pst AvrRpml), puesto que los mutantes ugt73b3 y ugt73b5 son incapaces de
desarrollar la HR y por tanto son mas susceptibles a la infeccion (Langlois-Meurinne et
al., 2005). También se ha descrito que la sobreexpresion de una UDP-
glucosiltransferasa de cebada en Arabidopsis da lugar a la aparicién de resistencia
frente a la micotoxina deoxinivalenol (Shin et al., 2012). Ademas, la sobreexpresion de
esta GT no conlleva cambios morfol6gicos drasticos, a diferencia de su homdloga en
Arabidopsis DOGT1 (Poppenberger et al., 2003), por lo que esta glucosiltransferasa se
perfila como un buen candidato a la hora de desarrollar cultivos transgénicos
resistentes a Fusarium, sin efectos colaterales indeseables. Por otra parte, la

glucosiltransferasa UGT76B1 de Arabidopsis, que conjuga acido isoleucinico, es capaz
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de modular procesos tan importantes como la respuesta defensiva de la planta o la
senescencia (von Saint Paul et al., 2011). La pérdida de funcion de UGT76B1 aumenta
la resistencia al patdgeno bidtrofo Pseudomonas syringae, pero incrementa la
susceptibilidad frente al hongo necrétrofo Alternaria brassicicola, mientras la
sobreexpresion de esta GT produce el efecto contrario. Recientemente se ha descrito
que UGT73B3 y UGT73B5 son componentes del ‘status redox’ que se establece en la
resistencia de Arabidopsis frente a la infeccion con Pseudomonas syringae pv. tomato
(Simon et al., 2014). Al parecer, ambas glicosiltransferasas participan en la regulacion
de este ‘status’ y en la detoxificacion general de las ROS durante la HR, puesto que los
mutantes ugt presentan una menor resistencia frente a la infeccién con Pst AvrRpml y
una evidente perturbacién del sistema redox. Todos estos estudios realizados en
Arabidopsis han demostrado que las glicosiltransferasas juegan un papel importante
en la respuesta defensiva de las plantas frente a diferentes infecciones patogénicas.
Por tanto, las GTs pueden ser una diana de manipulacién genética interesante a la
hora de obtener plantas transgénicas mas resistentes a enfermedades en especies de

interés agronémico.

Con el fin de profundizar en el estudio del papel sefalizador del GA en la
respuesta defensiva, resulta de especial interés la obtenciéon de plantas transgénicas
en otras especies donde previamente se observé la acumulaciéon de GA como
consecuencia de una infeccién, esto es, tomate, Gynura aurantiaca o pepino (Bellés et
al., 1999, 2006). Ademas, hay que recordar que GAGT es una glicosiltransferasa de
acido gentisico descrita en tomate. Por tanto, la sobreexpresion en su especie original

podria aportar nueva informacién acerca de su funcion.

1.3. Obtencion y caracterizacién de plantas transgénicas de tomate GAGT

Posteriormente a la utilizaciéon de Arabidopsis thaliana, se abordé la obtencion de
plantas de tomate que sobreexpresaran GAGT. Debido a su elevada eficiencia de
transformacion, se seleccion6 la variedad ‘Moneymaker’. Por otra parte, resultados

previos de nuestro laboratorio indicaban que esta variedad también acumula GA
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como consecuencia de infecciones sistémicas, tales como las causadas por ToMV o
Pseudomonas syringae pv. tomato. Concretamente, observamos que el méaximo de
acumulacion en dicho cultivar tuvo lugar como consecuencia de la infeccién con
ToMV, alcanzando unos niveles comparables a los descritos en infecciones de pepino
con PNSRV o de Gynura aurantiaca con CEVd (Bellés et al., 2006). Por este motivo se
decidi6 transformar la variedad ‘Moneymaker’ en un fondo tm2?, esto es, susceptible
a la infeccién con ToMV, con el fin de poder llevar a cabo en el futuro ensayos de

resistencia frente a este virus utilizando las plantas transgénicas obtenidas.

1.3.1. Transformacion genética de tomate ‘Moneymaker’

Asi pues, con la construccion pGWB8 _GAGT empleada previamente para la
transformacién de Arabidopsis, se llevd a cabo la transformacion genética de tomate
‘Moneymaker’ mediante co-cultivo de explantes de cotiledon, como se detalla en
Materiales y Métodos. De dicha transformacion se obtuvieron 6 lineas transgénicas de
tomate resistentes a kanamicina. Para comprobar que el transgén se estaba
sobreexpresando se realizd una purificacion de RNA total y una posterior RT-PCR para
cada una de las lineas. Este analisis se efectud sobre plantas Ty, tanto en el caso de las
transgénicas como en los controles, después de un periodo de un mes de aclimatacién
en el invernadero. Todas las lineas transgénicas mostraron expresion constitutiva del
gen GAGT, siendo las lineas transgénicas 5, 8 y 11 las que presentaron una mayor
acumulacion de mRNA de GAGT, mientras que no se detectdé acumulacion de
transcrito en las plantas control. Dichas lineas transgénicas se emplearon para los

posteriores estudios.

1.3.2. Caracterizacion de las plantas transgénicas de tomate GAGT

Las lineas GAGT 5, GAGT 8 y GAGT 11 fueron analizadas por PCR cuantitativa para
determinar el nivel de acumulacion de mRNA de GAGT. Para ello, se emple6 material

vegetal de las lineas transgénicas GAGT y control para realizar RT-PCR cuantitativa
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segun se detalla en Materiales y Métodos, con cebadores especificos de GAGT (Figura
24). Las tres lineas analizadas presentaron niveles de expresion de GAGT superiores al

control.
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Figura 24. Nivel de expresion del gen GAGT en hojas de plantas transgénicas de tomate
sobreexpresoras de GAGT. Se empled tejido foliar de diferentes lineas transgénicas de tomate
GAGT (5, 8 y 11) para analizar mediante RT-PCR cuantitativa la acumulacion de mRNA de GAGT
en hojas de tomate y plantas control (C). Los valores obtenidos fueron normalizados respecto al
nivel de expresion del gen Elongation Factor 1 alpha (eEFla), tomando como valor de referencia
1 la cantidad de mRNA de las plantas control. La media y el error estandar mostrados
corresponden a tres plantas independientes de un experimento representativo. Se llevé a cabo
un analisis estadistico t de Student con los datos correspondientes a tres experimentos
independientes. El asterisco (*) indica que existe significacion estadistica con un valor p < 0.05,
respecto a las plantas control. El doble asterisco (**) indica que existe significacion estadistica
con un valor p <0.01, respecto a las plantas control.

Los niveles de expresion génica de GAGT variaron significativamente entre las
diferentes lineas transgénicas, siendo la linea GAGT 5 la que presentaba los niveles
mas bajos y la linea GAGT 11 los mas altos. Por ello, la linea transgénica GAGT 11 fue
seleccionada para continuar con el estudio de GAGT en tomate. Plantas de esta linea
fueron aclimatadas en el invernadero y cultivadas para obtener semillas de la
generacion T;. Estas semillas fueron crecidas en presencia de kanamicina, tal y como
se describe en Materiales y Métodos, para llevar a cabo los ensayos que se presentan

a continuacion.
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1.3.3. Tratamiento exdgeno con GA de plantas transgénicas de tomate GAGT

De igual modo a como se habia realizado con anterioridad en Arabidopsis para
estudiar la actividad de GAGT, se realizé un tratamiento exdgeno con GA a las plantas
transgénicas de tomate con el fin de proporcionar el sustrato necesario. En este caso,
la incubacién con el sustrato se realiz6 mediante la técnica del stem-feeding.
Brevemente, plantas de tomate ‘Moneymaker’ y transgénicas GAGT 11 de un mes de
edad se cortaron por el tallo y se embebieron en disoluciones de GA 1 mM durante 24
horas (ver Materiales y Métodos). La recogida de muestras tuvo lugar a las 0, 6 y 24
horas del inicio del tratamiento. A continuacién se realizd una extraccion de
compuestos fendlicos del material vegetal que se analizaron mediante HPLC. La Figura
25 muestra los resultados de acumulacion de GA libre y GA total en plantas de tomate
control y plantas GAGT 11, a las 6 y 24 horas desde el inicio del tratamiento. Los
niveles de GA existentes en las plantas, previos al tratamiento, fueron indetectables o

despreciables.

GA
2500
[ GA libre

2000 1-1 OGAtotal |
. T t
> 1500 - J_ """""""""
5 - =
€ 1000 el | e |
c

500 - p el |
0 [ ]
C GAGT 11 C GAGT 11
6 24

horas post-tratamiento

Figura 25. Acumulacion de GA libre y GA total en plantas transgénicas de tomate GAGT tras el
tratamiento con GA. Se extrajeron compuestos fenolicos de plantas GAGT 11 y control (C)
tratadas con GA 1 mM, a las 6 y 24 horas post-tratamiento y se analizaron mediante HPLC de
fluorescencia de extractos fendlicos. La media y el error estandar mostrados corresponden a tres
plantas independientes de un experimento representativo. Se realizaron dos experimentos
independientes.
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Respecto a los niveles de GA total, se observa que son similares en plantas
transgénicas frente a plantas control para cada uno de los tiempos, alcanzando una
acumulacion mayor a las 24 horas, con valores que superan los 1500 nmol/ g peso
fresco. Sin embargo, se observan diferencias en los niveles de GA libre, resultando ser
inferiores en el caso de las plantas transgénicas GAGT, tanto a 6 como 24 horas, en

comparacion con las plantas control.

Con el fin de facilitar la interpretacion de los resultados, en la Tabla 7 se muestra
el porcentaje de conjugacion, que es superior en las plantas transgénicas GAGT, y la
cantidad de GA libre, que es menor en el caso de las plantas transgénicas frente a las

plantas control.

6 horas GA libre conjugacion 24 horas GA libre conjugacion
post-tratamiento (nmol / g PF) (%) post-tratamiento (nmol /g PF) (%)
Money Maker 366.63 + 26.46 70.86 Money Maker 308.95 + 11.53 80.06
GAGT 11.1 163.56 + 5.03 85.63 GAGT 11.1 205.70 £6.11 87.68

Tabla 7. Porcentaje de conjugacion y acumulacion de GA libre en plantas transgénicas de tomate
GAGT 11y plantas control (C) tratadas con GA 1 mM, alas 6 y 24 horas post-tratamiento.

Los resultados en tomate concuerdan con los anteriormente obtenidos en
Arabidopsis, ya que la sobreexpresion de GAGT en ambas especies da lugar a un
aumento del porcentaje de conjugacion y, en consecuencia, a una disminucion en los
niveles de GA libre, respecto a las plantas control. No obstante, las diferencias son
mas acusadas en el caso de Arabidopsis, donde los niveles de GA total alcanzados
como consecuencia del tratamiento son menores (300 nmol frente a 1500 nmol), por
lo que la conjugacién podria resultar més eficaz para una menor cantidad de sustrato.
Este efecto de la dosis de sustrato se observa también al comparar los porcentajes de
conjugacion en Arabidopsis como consecuencia de los tratamientos y de la infeccion,
siendo mayores en el segundo caso, donde los niveles totales de GA son menores. En
el futuro seria interesante llevar a cabo tratamientos de las plantas transgénicas de

tomate GAGT con una dosis menor de GA, lo que podria ayudar a esclarecer este
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hecho. También resultaria de especial interés estudiar si el fenotipo metabdlico
observado en tomate conlleva un fenotipo de susceptibilidad frente a una infeccién
patogénica, donde la acumulacion de GA serd menor que la producida por los
tratamientos, como hemos comprobado en el caso de plantas transgénicas de

Arabidopsis GAGT infectadas con la bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato.

Este tipo de estudios sobre la implicacién de la sobreexpresion de GTs en la
respuesta defensiva se han realizado en diferentes especies vegetales. En tabaco, la
sobreexpresion de TOGT, identificada como una glicosiltransferasa de escopoletina,
dio lugar a la formacion precoz de lesiones durante la HR (Gachon et al., 2004) y un
aumento de la resistencia frente a la infeccion con TMV (Matros y Mock, 2004).
Plantas transgénicas de patata con sobreexpresion de la glicosiltransferasa de
antocianinos denominada 5-UGT, perteneciente a la especie Solanum sogarandinum,
mejoraron la resistencia frente a la infeccion con la bacteria Erwinia carotovora
(Lorenc-Kukula et al., 2005). En otra especie de interés agronomico, el lino, se
obtuvieron plantas transgénicas que sobreexpresaban SsGT1 y que mostraron una
mayor resistencia frente a la infeccion del hongo Fusarium (Lorenc-Kukula et al.,
2009). Esta glicosiltransferasa es en realidad la 5-UGT, que presenta actividad frente a
antocianinos y también frente a flavonoides. Teniendo en cuenta las propiedades de
los flavonoides, y que la glicosilacion aumenta su estabilidad, la mayor acumulacion de
estos compuestos en forma conjugada en plantas transgénicas se considera la
responsable del fenotipo de resistencia observado. Recientemente se ha identificado
un gen en la especie Withania somnifera, denominado WsSGTL1. La sobreexpresion
de este gen en tabaco da lugar a una proteina con actividad glicosiltransferasa frente a
esteroles. La mayor abundancia de estos compuestos en forma conjugada produce en
la planta transgénica un incremento en la resistencia al estrés bidtico y una mayor

tolerancia al estrés salino (Pandey et al., 2014).
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2. Estudio de la proteina de tomate inducida por herida Twil

Por su perfil de expresion, las funciones de las glicosiltransferasas de tomate
GAGT y Twil podrian estar relacionadas y la caracterizacion de Twil puede resultar de
gran interés en el estudio de la respuesta defensiva de las plantas de tomate frente a
ataques patogénicos. Por ello, en este apartado se pretende abordar la
caracterizacion de la actividad in vitro e in vivo de esta proteina de tomate descrita
como “inducida por herida” (Twil). En primer lugar, nos propusimos estudiar la
induccion de Twil en respuesta a infeccion bacteriana. A continuacion, decidimos
clonar el cDNA completo de Twil en un plasmido binario que permitiera su
sobreexpresion y purificacion de plantas, con el fin de llevar a cabo la caracterizacion
de su actividad in vitro. Con el fin de entender su funcién, decidimos generar plantas

transgénicas de tomate que presentaran silenciamiento de Twil.

2.1. Induccion de Twil en respuesta a la infeccion por bacteria en tomate

La induccién del gen denominado Twil (Tomato wound-induced 1) fue descrita en
tomate en respuesta a herida, interaccion de tipo incompatible con el hongo C. fulvum
y tratamientos con compuestos de naturaleza fendlica, tales como el &cido salicilico
(SA), por O’'Donnell y colaboradores (1998). Estos autores propusieron que dicho gen
codificaba una proteina de tipo glicosiltransferasa, debido a la similitud de secuencia

que presentaba con las proteinas pertenecientes a esta clase.

Con el fin de estudiar la expresion de Twil en respuesta a infeccion bacteriana, se
emplearon plantas de tomate variedad ‘Rio Grande’ como hospedador y la bacteria
Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) DC3000 como patdgeno. La variedad de
tomate ‘Rio Grande’ posee el gen de resistencia Pto, que es capaz de reconocer el
correspondiente gen de avirulencia bacteriano (AvrPto). La interaccion puede resultar,

por tanto, de tipo incompatible o compatible segln la bacteria empleada en la
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infeccion sea portadora (AvrPto) o no (AAvrPto) del gen de avirulencia, manteniendo

el mismo hospedador.

La infeccion se realiz6 en plantas de un mes de edad mediante inmersion en
diluciones de una y otra bacteria, segun se detalla en Materiales y Métodos. Se
recogieron muestras a las 0, 10, 18, 24, 36 y 48 horas post-inoculacion y se analizaron
por RT-PCR cuantitativa para estudiar la induccion de Twil a lo largo de la infeccion.

Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 26.

Twil
25
[ mock
20 |--| O AvrPto
g | AAvrPto
I
T IS
c
‘0
‘0
o 10 -
o
<
Ll
5 .
0 I
0 10 18 24 36 48

horas post-inoculacién

Figura 26. Niveles de expresion del gen Twil en plantas de tomate ‘Rio Grande’ infectadas con
Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst). Se analiz6 por RT-PCR cuantitativa la acumulacion de
MRNA de Twil en hojas de plantas embebidas en suspensiones bacterianas de P. syringae
AvrPto o P. syringae AAvrPto, y embebidas en tampon (mock), a las 0, 10, 18, 24, 36 y 48 horas
post-inoculacion. Los valores obtenidos fueron normalizados respecto al nivel de expresion del
gen Elongation Factor 1 alpha (eEFla), tomando como valor de referencia 1 la cantidad de
mRNA de las plantas a tiempo 0. La media y el error estandar mostrados corresponden a tres
plantas independientes de un experimento representativo. Se realizaron dos experimentos
independientes.

Se observa una fuerte induccién de Twil como consecuencia de la infeccidén con
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 AAvrPto, que produce una interaccion
compatible y que da lugar, por tanto, al desarrollo de la enfermedad en la planta. En el

caso de la interaccién incompatible, la induccién de Twil es comparable a la que se
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observa en las plantas mock, lo que indica que esta induccién se debe més a la propia
herida producida en la planta como consecuencia de la técnica empleada que a la
infeccion. Esto contrasta con los resultados obtenidos previamente en la infeccion de
plantas de tomate con C. fulvum, donde se observé induccion de Twil en una

interaccion de tipo incompatible (O’Donnell et al., 1998).

2.2. Expresion transitoria de Twil en plantas de Nicotiana benthamiana

Previamente en nuestro laboratorio se habia obtenido el cDNA completo que
codificaba la proteina Twil de tomate (Tarraga, 2006). Puesto que la actividad de esta
proteina no habia sido estudiada previamente, se procedié a la obtencion de una
construccion que permitiera llevar a cabo la sobreexpresion y el estudio de Twil en
plantas. Para ello, el cDNA completo de Twil fue clonado en el plasmido binario
pGWBS8, obteniéndose la construccion pGWB8 Twil tal y como se describe en
Materiales y Métodos (apartado 7.1). Este plasmido posee la caracteristica de fusionar
una secuencia nucleotidica que codifica 6 histidinas (His) en el extremo 3’ del cDNA
clonado, lo que posibilita la deteccién inmunoldgica de la proteina recombinante con
un anticuerpo monoclonal Anti-His, asi como su purificacién empleando cromatografia

de afinidad.

Del mismo modo a como se hizo para GAGT, se llevé a cabo un experimento de
expresion transitoria en Nicotiana benthamiana, esta vez con el doble objetivo de
comprobar si la construccion obtenida permite la sobreexpresion de la proteina Twil
en plantas, asi como de purificarla a partir de los tejidos agroinoculados y proceder a

su caracterizacion bioquimica.

Se transformaron bacterias de la cepa C58 de A. tumefaciens con el plasmido
binario pGWB8 utilizado como control, la construccion pGWB8_Twil y el plasmido
pl19, que codifica el supresor viral de silenciamiento del mismo nombre, construccion
cedida por el Dr. Diego Orzéaez (IBMCP, UPV-CSIC, Valencia, Espafia). Dichas bacterias

fueron utilizadas para agroinocular plantas de Nicotiana benthamiana de 4 semanas
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de edad, tal y como se describe en Materiales y Métodos. Las consideradas como
control fueron infiltradas con una mezcla 1:1 de suspension de Agrobacterium que
contenian los plasmidos pGWB8 y p19. Las plantas restantes se infiltraron con una
mezcla 1:1 de suspension de Agrobacterium que contenian la construccion
pGWB8_Twil y el plasmido pl19, de manera analoga a como se hizo para GAGT. Las

muestras fueron recogidas a los 3 dias de haber realizado la agroinoculacién.

A partir de las hojas de Nicotiana benthamiana agroinoculadas con las diferentes
construcciones, se procedio al estudio de la expresion del cDNA recombinante de Twil
mediante RT-PCR, utilizando cebadores especificos de Twil y cola de histidinas, segun
se detalla en Materiales y Métodos. Como control se realizaron amplificaciones

empleando oligonucleétidos del gen constitutivo RPL2 (Fleming et al., 1993).

Twi1
pGWBS 1 2 3

Twi1-His

RPL2

RNA total

Figura 27. Estudio de la expresion del cDNA Twil recombinante en plantas de N. benthamiana. Se
muestra el analisis electroforético del resultado de la amplificacion de la secuencia de Twil por
RT-PCRs realizadas a partir de RNAs de plantas control pGWB8 y plantas transgénicas
pGWB8_Twil. Carrera pGWBS: plantas de tabaco control; carreras Twil 1, 2 y 3: lineas de
expresion transitoria pGWB8_Twil. Twil-His: PCRs realizadas con cebadores especificos de Twil
y de extension de histidinas. RPL2: Amplificaciones realizadas con cebadores especificos del gen
RPL2 utilizado como control. Panel inferior: integridad del RNA empleado (RNA total).

Como se muestra en la Figura 27, el cDNA recombinante de Twil se transcribi6 en

todas las plantas agroinfiltradas con la construccion pGWB8_Twil.
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2.3. Purificacion de la proteina recombinante Twil

Partiendo del material vegetal agroinoculado con la construccién pGWB8_Twil,

se procedid a la extracciéon y purificacion de la proteina recombinante Twil. Esta

proteina presenta en su extremo C-terminal una secuencia de 6 histidinas que permite

su purificacién mediante cromatografia de afinidad basada en interaccion con niquel,

tal y como se detalla en Materiales y Métodos. Los resultados obtenidos en la

purificacion de la proteina recombinante Twil se muestran en la Figura 28.
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Figura 28. Purificacion de Twil recombinante producida por expresion transitoria en N.
benthamiana. El panel izquierdo (A) muestra el perfil de elucion de extractos crudos
procedentes de plantas control (en azul) y plantas agroinoculadas con la construccién
pGWB8_Twil (en rojo) al aplicar un gradiente de imidazol segin se detalla en Materiales y
Métodos. Las fracciones recogidas se analizaron por SDS/PAGE. El panel de la derecha (B)
muestra el patron electroforético correspondiente a la elucion mostrada en A.

Como se puede observar, tras la aplicacién de un gradiente de imidazol, se pudo

recuperar la proteina Twil (de aproximadamente 55 KDa) a partir de las fracciones 13

a 19 (Figura 28B). Dicha proteina purificada fue utilizada para llevar a cabo los

estudios de actividad bioquimica.
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2.4. Ensayo de actividad de la proteina recombinante Twil

El gen Twil habia mostrado induccidon por tratamientos con acido salicilico y
analogos estructurales, correspondiendo los mejores resultados a los tratamientos
con el propio SA, acetil SA (ASA) y acido 2,6-dihidroxibenzoico. En su trabajo inicial
(1998), O’Donnell y colaboradores describieron a Twil como una posible
glicosiltransferasa, debido a la homologia de secuencia que presentaba con proteinas
de esta familia. Con el fin de caracterizar su posible activididad glicosiltransferasa y si
los compuestos que inducian la acumulacién de su transcrito podian ser ademas
sustratos de la proteina, llevamos a cabo un ensayo de actividad frente a diferentes
hidroxibenzoatos de la proteina recombinante Twil purificada, como se describe en
Materiales y Métodos. Se decidié emplear UDP-glucosa como molécula donante del
azucar debido a que es el sustrato mas utilizado por las glicosiltrasferasas (Lee y
Raskin, 1999; Jackson et al., 2001; Xu et al., 2002; Seto et al., 2009). En el ensayo de
actividad frente a &cido gentisico (2,5-dihidroxibenzoico) utilizamos también UDP-
xilosa como donante del azucar, puesto que este compuesto fendlico se ha detectado
conjugado a xilosa en varias especies vegetales (Fayos et al., 2006; Stochmal et al.,
2009).

Transcurrido el tiempo del ensayo, las muestras fueron analizadas por HPLC y
gToF, segln se detalla en Materiales y Métodos, para observar si se habia producido
una reduccion de la cantidad de compuesto en su forma libre, asi como la aparicion de
su forma conjugada. La mayoria de los compuestos ensayados, cuya estructura
aparece representada en la Tabla 8, no mostraron diferencias respecto a la cantidad
inicial de compuesto libre. Sin embargo, dos muestras, correspondientes al ensayo de
actividad frente a 4acido 2,4-dihidroxibenzoico (2,4-DHBA) y acido 2,4,6-
trihidroxibenzoico (2,4,6-THBA), presentaron una disminucién en la cantidad de
compuesto libre inicial, ademas de observarse la aparicion de un nuevo compuesto,

correspondiente a la forma conjugada.
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Tabla 8. Resultados cualitativos frente a diferentes hidroxibenzoatos en la caracterizacién de la
actividad in vitro de la proteina recombinante Twil. El ensayo de actividad se llevd a cabo
utilizando como sustratos cada uno de estos compuestos y el donante de azicar UDP-glucosa
(UDP-GlIc). Con el acido gentisico (*) se empled UDP-glucosa y UDP-xilosa.

Estos resultados ponen de manifiesto que, en efecto, Twil es una proteina de tipo
glicosiltransferasa, que presenta actividad in vitro frente a los &cidos 2,4-
dihidroxibenzoico y 2,4,6-trihidroxibenzoico, y que emplea UDP-glucosa como
molécula donante del azlcar para estos sustratos. La mayoria de las GTs descritas
hasta el momento parecen ser especificas en cuanto al sustrato donante del azicar
empleado (Warnecke y Heinz, 1994; Lee y Raskin, 1999; Vogt y Jones, 2000; Kurosawa
et al., 2002; Kubo et al., 2004; Seto et al., 2009; Tarraga et al., 2010; Li et al., 2014),

por lo que podriamos considerar que Twil es especifica de UDP-glucosa. Futuros
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ensayos de actividad empleando 2,4 DHBA 6 2,4,6 THBA con otras moléculas donantes

del azGcar ayudarian a demostrar esta consideracion.

Gran parte de las GTs purificadas y caracterizadas por diferentes autores
presentan una baja especificidad en cuanto al sustrato aceptor de la molécula de
azucar (Warnecke y Heinz, 1994; Parry y Edwards, 1994; Fraissinet-Tachet et al., 1998;
Lee y Raskin, 1999; Taguchi et al., 2000b; Jackson et al., 2001; Seto et al., 2009; Li et
al., 2014), mientras otras han resultado ser muy especificas (Yamane et al., 2002;
Tarraga et al., 2010). En nuestro caso, Twil parece mostrar actividad frente a dos
sustratos aceptores (2,4-DHBA y 2,4,6-THBA), ambos derivados del acido benzoico y
de gran similitud estructural. No obstante con otros hidroxibenzoatos, también muy

similares, no se ha producido la reaccion de conjugacion.

A la vista de estos resultados, nos planteamos comprobar si tratamientos
exogenos con estos compuestos fendlicos sustrato in vitro de Twil eran capaces de

inducir la acumulacion del transcrito de esta proteina en plantas de tomate.

2.5. Tratamiento exdgeno de plantas de tomate con los sustratos de Twil
2.5.1. Estudio de la induccién del gen Twil

Con el fin de estudiar si los compuestos que actuaban como sustrato de Twil in
vitro tenian capacidad de inducir el gen Twil in vivo, plantas de tomate ‘Moneymaker’
fueron embebidas mediante la técnica del stem-feeding en disoluciones 2 mM de
acido 2,4-dihidroxibenzoico (2,4-DHBA), acido 2,4,6-trihidroxibenzoico (2,4,6-THBA) y
acido salicilico (SA) como control positivo, de la forma en que se detalla en Materiales
y Métodos. Transcurridos 30 minutos, las plantas se transfirieron a agua para iniciar el
seguimiento a lo largo del tiempo. Se recogieron muestras a las 0, 0.5, 1, 4, 8 y 24
horas después del tratamiento (hpt), para llevar a cabo el estudio de la induccion de

Twil mediante PCR cuantitativa. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 29.

Se observa que la induccion de Twil es muy temprana, como ya habiamos

detectado previamente, presentando valores maximos durante la primera hora
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después del tratamiento (0, 0.5y 1 hpt), que disminuyen paulatinamente a las 4, 8 y

24 hpt. Tal y como se habia descrito previamente, Twil es inducido por SA. No

obstante, la induccion producida por los tratamientos con 2,4-DHBA y 2,4,6-THBA es

mucho mayor, resultando ser en torno a tres veces superior a la producida por el SA.

Concretamente, la induccidbn mas elevada se produce a las 0.5 horas después del

tratamiento con 2,4-DHBA.
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Figura 29. Niveles de expresion del gen Twil en plantas de tomate ‘Moneymaker’ tratadas con
acido salicilico (SA), acido 2,4-dihidroxibenzoico (2,4 DHBA) y acido 2,4,6-trihidroxibenzoico (2,4,6
THBA). Se analiz6 por RT-PCR cuantitativa la acumulacién de mRNA de Twil en explantes
embebidos en disoluciones 2 mM de SA, 2,4-DHBA y 2,4,6-THBA. Pre: hace referencia al estado
de la planta antes de iniciar el tratamiento. Transcurridos 30 minutos de tratamiento las plantas
fueron transferidas a H,O (0). Se recogieron muestras a las 0, 0.5, 1, 4, 8 y 24 horas post-
tratamiento. Los valores obtenidos fueron normalizados respecto al nivel de expresion del gen
Elongation Factor 1 alpha (eEFla), tomando como valor de referencia 1 la cantidad de mRNA de
las plantas antes de iniciar el tratamiento (Pre). La media y el error estandar mostrados
corresponden a tres plantas independientes de un experimento representativo. Se realizaron dos
experimentos independientes.

Los resultados de induccion de Twil con 2,4-DHBA y 2,4,6-THBA corroboran los

obtenidos en el ensayo de actividad in vitro y refuerzan la idea de que estos

compuestos son posibles sustratos in vivo, o bien posibles analogos funcionales de
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otros sustratos fendlicos del enzima, por lo que su presencia induce la expresion del

gen que codifica la glicosiltransferasa Twil.

2.5.2. Estudio de la acumulacion de la proteina de defensa PR1

Los compuestos conocidos como hidroxibenzoatos tienen funciones muy
importantes en la respuesta defensiva de la planta. De entre ellos, el SA es el mas
ampliamente estudiado. No obstante, a lo largo de este trabajo hemos observado que
otros compuestos, como el GA, también juegan un papel en la activacion de la
respuesta defensiva de las plantas. Como hemos visto, Twil se induce en tomate
como consecuencia de infecciones patogénicas, y presenta actividad
glucosiltransferasa frente a 2,4-DHBA y 2,4,6-THBA in vitro. Por ello, es posible que
estos compuestos se acumulen en la plantas y tengan una funcion a la hora de hacer
frente a diferentes infecciones patogénicas, como pueden ser las infecciones en las

que se ha observado la induccion de Twil.

Como un primer abordaje para el estudio del papel defensivo del 2,4-DHBA vy
2,4,6-THBA, decidimos analizar la acumulacion de la proteina de defensa PR1 en
tomate por tratamientos exdgenos con dichos compuestos fendlicos. Los tratamientos
cortos a elevada concentracion resultan interesantes a la hora de estudiar genes que
presentan una rapida induccion, como es el caso de Twil. Sin embargo, en el caso de
PR1 es preferible la realizacion de un tratamiento a menor concentracién de
compuesto y més prolongado en el tiempo, puesto que se ha descrito que en tomate
PR1 se induce tras 24h de tratamiento con SA 1 mM (Bellés et al., 1999). Por ello, se
embebieron plantas de tomate ‘Moneymaker’ en disoluciones 1 mM de 2,4-DHBA y
2,4,6-THBA mediante la técnica del stem-feeding, durante 48 horas. La recogida de
muestras tuvo lugar a las 24 y 48 horas post-tratamiento. A continuacion se realizo
una extraccion de proteinas, seguida de SDS-PAGE y Western blot empleando un
anticuerpo especifico de la proteina PR1 de tomate. Los resultados obtenidos se

muestran en la Figura 30.
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Figura 30. Estudio de la expresién de PR1 en plantas de tomate ‘Moneymaker’ tratadas con
acido 2,4-dihidroxibenzoico (2,4 DHBA) y acido 2,4,6-trihidroxibenzoico (2,4,6 THBA). Panel
superior: deteccién de la proteina PR1 en plantas de tomate tratadas con 2,4-DHBAy 2,4,6-THBA
a las 24 y 48 horas post-tratamiento. La deteccién de la proteina se realizd con el anticuerpo
primario Anti-PR1, y el anticuerpo secundario Anti-lgG conjugado a fosfatasa alcalina. Panel
inferior: andlisis por SDS-PAGE de las proteinas solubles de hojas de tomate tratadas con H,0,
2,4-DHBA y 2,4,6-THBA, a las 24 y 48 horas post-tratamiento. A la izquierda se muestra el
marcador de masa molecular de proteinas (kDa). Se realizaron dos experimentos independientes
con similares resultados.

Se produce una acumulacién basal de PR1 en los explantes como consecuencia de
la propia metodologia del stem-feeding, por lo que se observa un cierto nivel de esta
proteina en las plantas control embebidas en H,O. Este nivel es muy similar al

observado en el caso del tratamiento con 2,4,6-THBA, por lo que parece que
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tratamientos con este compuesto, a la concentracion y durante el tiempo de ensayo,
no dan lugar a la acumulacién de PR1 en plantas de tomate ‘Moneymaker’. Sin
embargo, en el caso de tratamientos con 2,4-DHBA, se observa una mayor
acumulacion de PR1 a las 48 horas post-tratamiento. Esta acumulacion de PR1,
aunque sutil, podria estar indicando una cierta activacion de la respuesta defensiva de
la planta debido al tratamiento con 2,4 DHBA. También hay que considerar el hecho
de que in vivo la acumulacion de este compuesto puede ir acompafiada de la
acumulacion de otros sefializadores, como SA o GA, por lo que no puede descartarse

un efecto sinérgico en presencia de otras moléculas sefial.

Asi pues, los estudios de actividad in vitro a partir de la proteina recombinante
Twil han revelado que esta glicosiltransferasa es capaz de conjugar glucosa a los
acidos 2,4-dihidroxibenzoico y 2,4,6-trihidroxibenzoico. Asimismo, hemos observado
por qRTPCR que tratamientos con estos compuestos inducen fuertemente el gen Twil
y producen la acumulacion de la proteina PR1 en el caso del 2,4-DHBA, indicando que
estos fendlicos podrian jugar un papel en la respuesta defensiva de la planta. Para
profundizar en el estudio de Twil, nos propusimos analizar la relevancia de su
presencia in vivo. Para ello, decidimos obtener plantas transgénicas estables de
tomate que mostraran niveles alterados de expresion de Twil. En este caso, nos
planteamos llevar a cabo el silenciamiento de Twil en plantas de tomate mediante la

técnica de RNA de interferencia (RNAI).

2.6. Silenciamiento de Twil mediante expresion transitoria en Nicotiana

benthamiana de la construccion pART27_Twil

Con el fin de llevar a cabo el silenciamiento de Twil en planta, se obtuvo la
construccion pART27_Twil, tal y como se describe en Materiales y Métodos. Dicha
construccion en horquilla o hairpin (hpRNA), una vez introducida en la planta,
desencadena un mecanismo de silenciamiento génico posttranscripcional contra el

mensajero diana. Partiendo del cDNA completo de Twil, se seleccion6 un fragmento
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de aproximadamente 300 pares de bases (pb) situado en la secuencia consenso PSPG

(Plant Secondary Product Glycosyltransferase).

Para comprobar que la construccion obtenida funcionaba correctamente
produciendo el fendmeno de silenciamiento, se realizd un experimento de expresion
transitoria en Nicotiana benthamiana. Se hizo uso de bacterias de la cepa C58 de
Agrobacterium tumefaciens transformadas con la construccion pGWB8_Twil y la
construccion pART27_Twil. El experimento se realiz6 con plantas de 4 semanas de
edad, en el que las plantas control fueron infiltradas con una suspension que contenia
un 50% de bacterias portadoras del plasmido pGWB8_Twil, para la expresion de Twil
de tomate en N. benthamiana. A estas plantas las denominamos 35S Twil. Las plantas
restantes se infiltraron con una suspension que contenia un 50% de Agrobacterium
portador del plasmido pGWB8_Twil, y el 50% restante de bacterias portadoras del
plasmido pART27_Twil. En estas plantas, denominadas 35S + RNAi Twil se estaria
produciendo, por un lado, la sobreexpresion de Twil y por el otro, su silenciamiento.

Las muestras fueron recogidas a los 3 dias de haber realizado la agroinoculacién.
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Figura 31. Niveles de expresién del gen Twil en plantas de N. benthamiana. Se estudi6é por RT-
PCR cuantitativa la acumulacion de mRNA de Twil en hojas agroinoculadas con la construccion
pGWB8 Twil (35S Twil) y en hojas agroinoculadas con las construcciones pGWB8 Twil y
PART27_Twil (35S + RNAi Twil). Se recogieron muestras a los 3 dias post-inoculacion. Los valores
obtenidos fueron normalizados respecto al nivel de expresion del gen Elongation Factor 1 alpha
(eEFla), tomando como valor de referencia 1 la cantidad de mRNA de las plantas a tiempo 0. La
media y el error estdndar mostrados corresponden a tres plantas independientes de un
experimento representativo. Se realizaron dos experimentos independientes.
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Las muestras de plantas 35S Twil y plantas 35S + RNAi Twil fueron analizadas por
PCR cuantitativa segun se detalla en Materiales y Métodos, para determinar el nivel
de acumulacion del mensajero de Twil en cada caso. Como se observa en la Figura 31,
los niveles de cDNA de Twil son superiores en plantas 35S Twil respecto a plantas 35S
+ RNAI Twil, indicando que en estas Ultimas estd teniendo lugar el fenémeno de
silenciamiento génico. Estos resultados confirman que la construccion pART27_Twil

obtenida es apta a la hora de llevar a cabo el silenciamiento de Twil en plantas.

Nos propusimos, ademas, estudiar si el silenciamiento de Twil afectaba también
a la expresiéon de GAGT, puesto que la secuencia de 300 pb seleccionada para llevar a
cabo el silenciamiento se encontraba dentro de la secuencia consenso PSPG, la zona
con mayor grado de homologia entre ambas glicosiltransferasas. Para ello, realizamos
un nuevo ensayo de expresion transitoria en N. benthamiana, esta vez con el plasmido
pGWB8_GAGT, para la sobreexpresiébn de GAGT (apartado 1.1), y el plasmido
pART27_Twil. Mediante PCR cuantitativa, se comprobé que la expresion de GAGT no
variaba sustancialmente en plantas agroinoculadas con los plasmidos pGWB8_GAGT y
PpART27 Twil respecto a plantas inoculadas Unicamente con pGWB8 GAGT

(resultados no mostrados).

2.7. Obtencion y caracterizacion de plantas transgénicas de tomate RNAi Twil

Una vez comprobado que la construccion obtenida funcionaba correctamente y
que el silenciamiento génico no afectaba a otra glicosiltransferasa de secuencia similar
como es GAGT, se decidio llevar a cabo la transformacion estable de tomate para
obtener plantas que presentaran silenciamiento de Twil. Debido a su eficiencia de
transformacion, se selecciond esta vez la variedad de tomate ‘Moneymaker’ Tm22. La
transformacién se llevé a cabo con el plasmido pART27_Twil, tal y como se describe

en Materiales y Métodos.
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2.7.1. Transformacion genética de tomate ‘Moneymaker’

Con la construccion pART27_Twil previamente comprobada en expresion
transitoria se realizo la transformacion genética de tomate ‘Moneymaker’ mediante
co-cultivo de explantes de cotiledon, como se detalla en Materiales y Métodos. De
dicha transformacion se obtuvieron 10 lineas de tomate resistentes a kanamicina.
Para comprobar que el transgén se habia insertado, se realiz6 una extraccién de DNA
gendmico y una posterior amplificacion del inserto por PCR para cada una de las
lineas, sobre plantas Ty transgénicas y control. De entre todas las lineas analizadas, un
total de siete presentaban el inserto integro en su DNA, mientras no se detectd
inserto en las plantas control. Plantas de estas lineas transgénicas fueron aclimatadas
en el invernadero y cultivadas para obtener semillas de la generaciéon T;. Dichas
semillas fueron crecidas en presencia de kanamicina, tal y como se describe en

Materiales y Métodos, para llevar a cabo los ensayos que se presentan a continuacion.

2.7.2. Caracterizacion de las plantas transgénicas de tomate RNAi Twil

De entre las lineas transgénicas RNAi Twil que fueron aclimatadas en el
invernadero, las lineas 1y 28 fueron las primeras en dar fruto, y por tanto semillas de
la generacion T;. Decidimos iniciar los ensayos de caracterizacion con ambas lineas

transgénicas.

Para comprobar si el silenciamiento de Twil se producia correctamente en estas
plantas de tomate RNAi Twil, era necesario producir una situacion que indujera Twil
en plantas de tomate y que dicha induccién no ocurriera en las plantas transgénicas
de silenciamiento. Se decidi6 llevar a cabo la induccion de Twil mediante
tratamientos exdgenos con diferentes compuestos fendlicos, como habiamos

realizado previamente, pero esta vez sobre las plantas transgénicas RNAi Twil.

132



Capitulo 2

2.7.3. Tratamiento exdgeno con compuestos fendlicos de plantas transgénicas de
tomate RNAI Twil

Plantas de tomate RNAIi Twil de un mes de edad de las lineas transgénicas 1y 28,
asi como plantas control, fueron tratadas con disoluciones 1 mM de &cido salicilico
(SA), acido 2,4-dihidroxibenzoico (2,4-DHBA) y acido 2,4,6-trihidroxibenzoico (2,4,6-
THBA) mediante stem-feeding, como se describe en Materiales y Métodos. Se

tomaron muestras alas 0, 1, 6 y 24 horas de tratamiento.

Estudio de la induccién de Twil

Por ser el tratamiento con 2,4-DHBA el que caus6 una mayor induccion de Twil
(ver Figura 29), las muestras de plantas tratadas con este compuesto se estudiaron en
primer lugar. Dichas muestras fueron analizadas por PCR cuantitativa para determinar
el nivel de acumulacion de mRNA de Twil. Los resultados obtenidos para el

tratamiento con 2,4-DHBA se muestran en la Figura 32.

Como habiamos observado previamente, se aprecia que el tratamiento con 2,4-
DHBA es capaz de inducir Twil en las plantas de tomate control. Tras 1 hora de
tratamiento, la induccion de Twil ya es unas 20 veces superior al nivel de partida, y a
las 6 horas alcanza un valor maximo en torno a 50 veces, para descender a las 24
horas de nuevo a los valores de induccion observados a 1 hora de tratamiento. En
ambas plantas transgénicas RNAi Twil (RNAi 1 y RNAi 28), apenas se observa
induccion de Twil. Durante todo el ensayo los valores de induccion en estas plantas se
mantienen muy bajos, no siendo comparables a los observados en el caso de las
plantas control, donde la induccion de Twil debido al tratamiento con 2,4-DHBA es

evidente.
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Figura 32. Niveles de expresiéon del gen Twil en plantas transgénicas de tomate RNAI Twil
tratadas con &cido 2,4-dihidroxibenzoico (2,4-DHBA). Se analiz6 la acumulacion de mRNA de Twil
mediante RT-PCR cuantitativa, en hojas de las lineas transgénicas RNAi Twi 1 y RNAi Twi 28 y de
plantas control (C), embebidas en disoluciones 1 mM de 2,4-DHBA. Se recogieron muestras a las
0, 1, 6 y 24 horas post-tratamiento. Los valores obtenidos fueron normalizados respecto al nivel
de expresién del gen Elongation Factor 1 alpha (eEFla), tomando como valor de referencia 1 la
cantidad de mRNA de las plantas a tiempo 0. La media y el error estandar mostrados
corresponden a tres plantas independientes de un experimento representativo. Se realizaron dos
experimentos independientes.

Se obtuvieron resultados muy similares en el caso de tratamientos exdgenos con
SA 0 2,4,6-THBA, donde no se aprecié induccion de Twil en plantas transgénicas RNAI
Twil en comparacion con plantas control (datos no mostrados). Todos estos
resultados ponen de manifiesto que en las plantas RNAi Twil se estd produciendo un

fendmeno de silenciamiento de Twil, de forma notable y duradera.

Estudio de la conjugacion de 2,4-DHBA Y 2.4,6-THBA

Una vez obtenido este resultado positivo en cuanto al silenciamiento de Twil en
las plantas transgénicas RNAi Twil, nos propusimos estudiar las posibles
consecuencias de este silenciamiento. En el ensayo de actividad in vitro habiamos
observado que la proteina Twil recombinante presentaba actividad glicosiltransferasa
frente a 2,4-DHBA y 2,4,6-THBA. Sin embargo, diferentes estudios muestran que la

actividad glicosiltransferasa detectada in vitro puede diferir de la detectada in vivo,
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pues la actividad de las GTs recombinantes suele ser bastante baja. Ademas, la
especificidad de sustrato de estas proteinas en ensayos in vitro es menor que la real,
in vivo. La capacidad de conjugar diversos sustratos, por parte de la proteina
recombinante, dificulta la posibilidad de conocer cudl es el papel fisiolégico de la GT
en la planta (Jones y Vogt, 2001; Bowles et al., 2005; Achnine et al., 2005), lo que

denota la importancia de estudiar la actividad in vivo.

Para observar la actividad de Twil in vivo se realizd una extraccién de compuestos
fendlicos a partir de las plantas transgénicas de tomate RNAi Twil que habian sido
tratadas con 2,4-DHBA y 2,4,6-THBA, y se llevd a cabo el anélisis de estos metabolitos
mediante HPLC y qToF (ver Materiales y Métodos). La Figura 33 muestra los resultados
de acumulacién de 2,4-DHBA libre y 2,4-DHBA total en plantas de tomate control y
plantas transgénicas RNAi Twil de la linea 1 y la linea 28, a las 6 y 24 horas de

tratamiento.
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Figura 33. Acumulacién de 2,4-DHBA libre y 2,4-DHBA total en plantas transgénicas de tomate
RNAI Twil tras el tratamiento con acido 2,4-dihidroxibenzoico (2,4 DHBA). Se realiz6 un analisis
mediante HPLC de fluorescencia de extractos de compuestos fendlicos foliares de las lineas
transgénicas RNAi Twi 1 (Ti 1) y RNAi Twi 28 (Ti 28) y plantas control (C) embebidas en una
disolucion de 2,4-DHBA 1 mM, a las 6 y 24 horas post-tratamiento. La media y el error estandar
mostrados corresponden a tres plantas independientes de un experimento representativo. Se
realizaron dos experimentos independientes.
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Se observan niveles de acumulacion de 2,4-DHBA total similares en plantas
transgénicas RNAI y plantas control, alcanzando una acumulaciéon mayor a las 24 horas
con valores en torno a los 4000 nmol/ g peso fresco. Sin embargo, se comprueba que
en ambas lineas transgénicas RNAI la cantidad de 2,4-DHBA en forma libre es mayor,

respecto al control, a lo largo de todo el experimento.

Con el fin de facilitar la interpretacion de los resultados, los valores de cantidad
de 2,4-DHBA libre asi como el porcentaje de conjugacion, se detallan en la Tabla 9. La
cantidad de 2,4-DHBA libre es claramente superior en plantas transgénicas RNAi en
comparacion con plantas control. Este aumento en la cantidad de compuesto libre
concuerda con el menor porcentaje de conjugacién que presentan las lineas
transgénicas 1 y 28, frente a las plantas control. Asi pues, el silenciamiento de Twil
llevaria consigo una disminucion de la conjugacién de 2,4-DHBA, confirmando asi la

actividad conjugadora de Twil frente a este compuesto in vivo.

6 horas 2,4 DHBA libre  conjugacion 24 horas 2,4 DHBA libre  conjugacion
post-tratamiento (nmol /g PF) (%) post-tratamiento (nmol /g PF) (%)
Money Maker 1256.95 + 120.88 53.96 Money Maker 788.11 + 37.79 83.40
RNAI Twi 1 2840.44 + 322.46 14.52 RNAI Twi 1 1227.77 + 239.42 66.55
RNAI Twi 28 1923.26 + 281.68 28.94 RNAI Twi 28 3227.53 £ 420.95 27.54

Tabla 9. Porcentaje de conjugacion y acumulacion de 2,4 DHBA libre en plantas transgénicas de
tomate RNAI Twil tras el tratamiento con acido 2,4-dihidroxibenzoico (2,4 DHBA). Plantas de las
lineas transgénicas RNAi Twi 1 y RNAi Twi 28 y plantas control (Money Maker) fueron embebidas
en disoluciones de 2,4 DHBA 1 mM y el material vegetal se recogi6 a las 6 y 24 horas post-
tratamiento.

Por lo que respecta a los tratamientos de plantas transgénicas RNAiI Twil con
2,4,6-THBA, se detectd la presencia de este compuesto en plantas de tomate como
consecuencia del tratamiento, alcanzando un valor méximo de 3500 nmol/g peso
fresco a las 24 horas post-tratamiento (Figura 34). Al igual que sucedié para el 2,4-

DHBA, se observa en ambas lineas transgénicas RNAI que la cantidad de 2,4,6-THBA en
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forma libre es mayor, respecto al control, durante todo el experimento. De hecho, no
se ha detectado acumulacion de 2,4,6-THBA libre en plantas control, ni a 6 ni a 24
horas de tratamiento, mientras si se detecta la presencia de 2,4,6-THBA libre en las

plantas transgénicas, en ambas lineas analizadas y para ambos tiempos.

En la Tabla 10, donde se presenta la cantidad de 2,4,6-THBA libre en cada linea 'y
el porcentaje de conjugacion, observamos que el contenido de 2,4,6-THBA libre es
mayor en plantas transgénicas RNAi. Esto concuerda con el menor porcentaje de
conjugacion que presentan las lineas transgénicas 1y 28, frente a las plantas control.
De nuevo, el silenciamiento de Twil llevaria consigo una disminucion de la

conjugacion de 2,4,6-DHBA, confirmando asi la actividad glicosiltransferasa in vivo.

Estos resultados corroboran aquéllos obtenidos en el ensayo de actividad in vitro,
donde Twil presentd actividad frente a 2,4,6-THBA, si bien las diferencias en el
porcentaje de conjugacion, asi como en la cantidad de compuesto en forma libre, son
mucho mas evidentes en el caso del tratamiento con 2,4-DHBA. Esto podria deberse a
que la conjugacién del 2,4,6-THBA quizas no sea llevada a cabo exclusivamente por
Twil, sino que otras glicosiltransferasas podrian estar contribuyendo en dicha funcion.
Esta redundancia de funcion seria menos acusada a tiempos cortos (6 horas), donde la
ausencia de Twil se hace més notable, que a las 24 horas de tratamiento, donde otras
GTs podrian estar ya presentes y compensar el silenciamiento de Twil. Teniendo esto
en cuenta, parece que el efecto del silenciamiento de Twil es més acusado en el caso
del 2,4-DHBA, lo que sugiere que la glicosilacién de este compuesto podria depender
en gran medida de Twil. En cualquier caso, nuestros resultados de actividad in vitro e
in vivo indican que Twil es, en efecto, una glicosiltransferasa que conjuga los

hidroxibenzoatos 2,4-DHBAy 2,4,6-THBA.
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Figura 34. Acumulacion de 2,4,6-DHBA libre y 2,4,6-DHBA total en plantas transgénicas de
tomate RNAI Twil tras el tratamiento con acido 2,4,6-dihidroxibenzoico (2,4,6 DHBA). Se efectu6
un andlisis mediante UPLC-PDA-gToF de extractos fendlicos de hojas de las lineas transgénicas
RNAI Twi 1 (Ti 1) y RNAI Twi 28 (Ti 28) y plantas control (C) embebidas en una disolucion de 2,4,6-
DHBA 1 mM, a las 6 y 24 horas post-tratamiento. La media y el error estandar mostrados
corresponden a tres plantas independientes de un experimento representativo. Se realizaron dos
experimentos independientes.

6 horas 2,4,6 THBA libre  conjugacion 24 horas 2,46 THBA libre conjugacion
post-tratamiento (nmol /g PF) (%) post-tratamiento (nmol /g PF) (%)
Money Maker 0 100.00 Money Maker 0 100.00
RNAI Twi 1 521.45+55 23.65 RNAI Twi 1 119+ 1.49 99.05
RNAI Twi 28 73.05 £ 0.83 93.50 RNAIi Twi 28 8.66 + 0.16 99.65

Tabla 10. Porcentaje de conjugacion y acumulacion de 2,4,6 THBA libre en plantas transgénicas
de tomate RNAI Twil tras el tratamiento con acido 2,4,6-trihidroxibenzoico (2,4,6 THBA). Plantas
de las lineas transgénicas RNAi Twi 1 y RNAiI Twi 28 y plantas control (Money Maker) fueron
embebidas en disoluciones de 2,4,6 THBA 1 mM y el material vegetal se recogi6 a las 6 y 24
horas post-tratamiento.

Como se ha mencionado anteriormente, numerosos trabajos describen la
obtencién de plantas transgénicas de sobreexpresion de glicosiltransferasas con el fin

de realizar el estudio acerca de su funcion. Sin embargo, también se han generado
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plantas transgénicas de silenciamiento de GTs, como es el caso de TOGT, que fue
identificada como una glicosiltransferasa de escopoletina, y cuyo silenciamiento en
tabaco dio lugar a un fenotipo de susceptibilidad frente a TMV (Chong et al., 2002).
También en plantas de pimiento (Capsicum anuum) fue identificada una UDP-
glucosiltransferasa 1 (CaUGT1), cuyo silenciamiento por VIGS produjo un retraso en la
aparicion de HR frente a la infeccién con TMV, respecto a las plantas control (Lee et
al., 2009). Resultados similares han sido descritos para el caso de una
glicosiltransferasa de SA, puesto que la inhibicion de dicha actividad producia una
mayor acumulacién de SA en su forma libre en Arabidopsis y, como consecuencia, las
plantas mostraron un aumento de la resistencia frente a la infeccion con la bacteria

Pseudomonas syringae pv. tomato AvrRpmlI (Noutoshi et al., 2012).

Todos estos trabajos indican que las glicosiltransferasas ejercen un claro papel en
la respuesta defensiva de las plantas. Para profundizar en el estudio del posible papel
de Twil en la respuesta defensiva, decidimos estudiar si el silenciamiento de esta
glicosiltransferasa lleva asociado, ademas de un aumento en las formas libres del 2,4-
DHBA y del 2,4,6-THBA, un incremento en la acumulacion de proteinas defensivas

tales como PR1.

Estudio de la induccién de PR1

En plantas de tomate ‘Moneymaker’ tratadas con 2,4-DHBA durante 48 horas
habiamos detectado la acumulacion de la proteina de defensa PR1. Por otra parte, en
los ensayos de actividad in vivo con plantas transgénicas de tomate RNAi Twil, los
mejores resultados se habian obtenido en el caso de tratamientos exdgenos con 2,4-
DHBA, ya que presentaban una mayor acumulacién de 2,4-DHBA libre respecto a las
plantas control. Teniendo en cuenta el fenotipo observado, decidimos, en un primer
abordaje, estudiar la expresion de PR1 en las plantas transgénicas con silenciamiento
de Twil tratadas con 2,4-DHBA, con respecto a sus correspondientes controles. Para
ello, muestras de plantas transgénicas RNAI Twil y plantas control tratadas durante 24

horas con este compuesto fueron analizadas mediante PCR cuantitativa empleando
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cebadores especificos de PR1 de tomate. Los resultados obtenidos se muestran en la

Figura 35.
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Figura 35. Niveles de expresion del gen PR1 en plantas transgénicas de tomate RNAi Twil
tratadas con é&cido 2,4-dihidroxibenzoico (2,4-DHBA). Se realiz6 un andlisis por RT-PCR
cuantitativa de la acumulacion de mRNA de PR1 en hojas de las lineas transgénicas RNAi Twi 1y
RNAi Twi 28, y plantas control (C), embebidas en disoluciones 1 mM de 2,4-DHBA. Las muestras
se recogieron a las 24 horas post-tratamiento. Los valores obtenidos fueron normalizados
respecto al nivel de expresién del gen Elongation Factor 1 alpha (eEF1la), tomando como valor de
referencia 1 la cantidad de mRNA de las plantas a tiempo 0. La media y el error estandar
mostrados corresponden a tres plantas independientes de un experimento representativo. Se
realizaron dos experimentos independientes.

La induccién de PR1 resulta ser mayor en plantas transgénicas RNAi Twil, en
ambas lineas transgénicas, en comparacion con las plantas control. Estos resultados
muestran que la mayor cantidad de 2,4-DHBA en forma libre que se acumula en estas
plantas produce una mayor induccion de PR1, indicando un posible rol de este

compuesto en la respuesta defensiva de la planta frente a ataques patogénicos.

Los resultados obtenidos en tomate para el silenciamiento de Twil concuerdan
con los obtenidos en el caso de la sobreexpresion de GAGT. Por un lado, la
sobreexpresion de GAGT da lugar a un aumento del porcentaje de conjugacién y, en
consecuencia, una disminucion en los niveles de GA libre, respecto a las plantas
control. En el caso de Twil, su silenciamiento en tomate conlleva una disminucion del

porcentaje de conjugacion y, como resultado, una mayor acumulacion de sus
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sustratos 2,4-DHBA y 2,4,6-THBA en forma libre, respecto a las plantas control. En
futuros experimentos seria interesante estudiar si el fenotipo metabdlico observado
en plantas transgénicas de tomate RNAi Twil conlleva un fenotipo de resistencia
frente a una infeccion patogénica, contrariamente a lo que hemos comprobado en el
caso de plantas transgénicas de Arabidopsis con sobreexpresion de GAGT, que han
resultado ser mas susceptibles a la infeccion con la bacteria Pseudomonas syringae pv.

tomato, respecto a las plantas control.
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Antecedentes

Estudios previos en nuestro laboratorio acerca de la interaccién de plantas de
tomate con la bacteria fitopatdgena Pseudomonas syringae pv. tomato demostraron la
acumulacion de cuatro compuestos de naturaleza fendlica en respuesta a la infeccion,
que fueron identificados como amidas derivadas del acido hidroxicindmico (HCAA)
(Zacarés et al., 2007). Ademas, se comprob6 que la acumulacién en tomate de estas
cuatro amidas como consecuencia de la infeccién bacteriana iba acompafiada de la
induccion del gen THT1-3 (von Roepenack-Lahaye et al., 2003; Zacarés et al., 2007).
Por otra parte, un hallazgo bastante prometedor, también obtenido en nuestro
laboratorio, ha sido la caracterizacion en este mismo sistema planta-patégeno de otras
cuatro HCAA, entre las cuales se encontraba la trans-feruloil noradrenalina, un
metabolito no descrito hasta el momento con una potente actividad antioxidante
(Lépez-Gresa et al., 2011). Entre las varias funciones que se atribuyen a las HCAA,
destaca la de formar parte de la respuesta defensiva de las plantas frente a ataques

patogénicos.

La obtencién de plantas transgénicas que sobreexpresen THT resulta un paso clave
a la hora de llevar a cabo estudios sobre la funcion de este gen, asi como del papel de
las HCAA en la planta. Por ello, en nuestro laboratorio se clon6 el cDNA completo del
isogen THT1-3 de tomate en el vector binario pBI121 bajo el control transcripcional del
promotor 35S2X del Virus del Mosaico de la Coliflor y con la sefial de poliadenilacion
del gen de la nopalina sintasa, obteniéndose la construccion pBI_THT. Por su facilidad
para la transformacion, se empled Arabidopsis thaliana como primera aproximacion
para la obtencion de plantas transgénicas sobreexpresoras de dicho gen. Las diferentes
lineas transgénicas de A. thaliana (ecotipo Columbia) obtenidas mostraban expresion
constitutiva del gen THT1-3, lo que daba lugar a la produccién de proteina activa que
parecia ser responsable de una cierta acumulacion diferencial de HCAA en plantas

transgénicas respecto a plantas control (Zacarés, 2008). En el presente trabajo
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decidimos llevar a cabo la transformacion de plantas de tomate con esta misma
construccion, que ya habia sido empleada previamente en Arabidopsis, y estudiar su
resistencia frente a una infeccion patogénica (publicado en Campos et al., 2014b;

Anexo ).

1. Obtencion y caracterizacion de plantas transgénicas de tomate THT
1.1. Transformacion genética de tomate ‘Moneymaker’

Para llevar a cabo la transformacion genética de tomate, se selecciond la variedad
‘Moneymaker’ portadora del gen Tm22. Dicha variedad presenta una elevada eficiencia
de transformacién y es resistente al Virus del Mosaico del Tomate. La transformacion
genética de tomate se realiz6 mediante co-cultivo de explantes de cotiledon con
Agrobacterium portador de la construccién pBl_THT para la sobreexpresion de THT, tal
y como se detalla en Materiales y Métodos. El porcentaje de yemas resistentes a
kanamicina fue del 15%, alcanzando niveles comparables a los previamente descritos
en la literatura (Ellul et al., 2003). A partir de dicha transformacion se obtuvo un total
de 7 lineas independientes (lineas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7). A continuacion se llevé a cabo un
analisis de la actividad GUS, la induccion del gen Nptll de resistencia a kanamicina y la
induccion de THT en todas las lineas. El estudio de la induccion de ambos genes se
realizO mediante RT-PCR, a partir de RNA de plantas To de las diferentes lineas
obtenidas. Teniendo en cuenta los resultados de este analisis, se seleccionaron las
lineas 3, 4y 7, ya que presentaron actividad GUS positiva, induccion de Nptll y una
expresion constitutiva del gen THT. No se detectdé acumulacion de transcrito THT en
plantas control. Plantas de estas tres lineas transgénicas fueron aclimatadas en el
invernadero y cultivadas para obtener semillas de la generacién Ty, con la que se

realizaron los ensayos que se presentan a lo largo de este capitulo.
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1.2. Expresion génica de THT y acumulacion de HCAA en hojas de tomate transgénico

Las lineas transgénicas 3, 4 y 7 fueron analizadas para cuantificar la acumulacion
de mRNA de THT. Para ello, se emple6 hojas de tomate de las lineas transgénicas THT y
de las plantas control para realizar RT-PCR cuantitativa, utilizando cebadores
especificos para la amplificacion de THT de tomate. Como se muestra en la Figura 36A,
todas las lineas transgénicas analizadas presentaron una mayor expresion del gen THT,
comparado con las plantas control. Los niveles de expresion de THT variaron
significativamente entre las diferentes lineas transgénicas, siendo la linea 4 la que
present6 los niveles mas bajos y la linea 7 los méas elevados. Concretamente, la
expresion del gen THT en la linea 7 resultdé aproximadamente 12 veces superior a la

expresion en plantas control.
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Figura 36. Nivel de expresion del gen THT y contenido de HCAA en hojas de plantas transgénicas
de tomate sobreexpresoras de THT. A) Andlisis por RT-PCR cuantitativa de la acumulacion de
mRNA de THT en hojas de tomate de diferentes lineas transgénicas THT (3, 4 y 7) y plantas
control (C). Los valores obtenidos fueron normalizados respecto al nivel de expresién del gen
Elongation Factor 1 alpha (eEFla), tomando como valor de referencia 1 la cantidad de mRNA de
las plantas control. B) Acumulacion de cumaroil tiramina (CT) en hojas de las plantas del apartado
A), analizadas por UPLC-PDA-Micromass Q-TOF. La media y el error estandar mostrados
corresponden a tres plantas independientes de un experimento representativo. Se llevé a cabo
un analisis estadistico t de Student con los datos correspondientes a tres experimentos
independientes. El asterisco (*) indica que existe significacion estadistica con un valor p < 0.05,
respecto a las plantas control. El doble asterisco (**) indica que existe significacion estadistica
con un valor p <0.01, respecto a las plantas control.
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Con el fin de estudiar la correlacién entre la expresion génica de THT vy la
acumulacion de HCAA en las diferentes lineas, se analiz6 el contenido en HCAA en
hojas de plantas transgénicas de tomate THT y plantas control mediante UPLC-PDA
acoplado a Micromass Q-Tof (ver Materiales y Métodos). Estudios previos habian
puesto de manifiesto la elevada acumulacién de HCAA de tiramina en plantas de
tomate en respuesta a diversos estreses, tales como herida o infeccion patogénica
(Pearce et al., 1998; Zacarés et al., 2007; Lépez-Gresa et al., 2011). Entre las posibles
HCAA de tiramina, hemos detectado en plantas transgénicas de tomate THT la
acumulacion constitutiva de las amidas formadas por tiramina con los acidos ferulico o
cumarico. Mientras que la acumulacién de feruloil tiramina (FT) resultd apenas
perceptible, todas las lineas transgénicas presentaron un contenido en cumaroil
tiramina (CT) superior a las plantas control (Figura 36B). Ello indica la presencia
constitutiva de acido cumarico y tiramina en plantas de tomate, que servirian como
sustrato para la THT sobreexpresada. Concretamente, hojas de tomate control
contenian 0.021 nmol de CT por gramo de peso fresco (PF), mientras que las lineas 3y
4 acumularon 0.17 y 0.0625 nmol de CT/g PF, respectivamente. Estos niveles de
acumulacion de CT correlacionaron con los niveles de mRNA de THT previamente
observados. La linea 7 presentd los niveles mas altos de acumulacion de CT (0.25 nmol
de CT/g PF), con alrededor de 10 veces el contenido de las plantas control. El analisis
estadistico puso de manifiesto que las diferencias observadas en las tres lineas
transgénicas frente a las plantas control eran estadisticamente significativas,
mostrando las lineas 3 y 7 los valores de acumulacién de CT mas altos. En
consecuencia, estas dos lineas independientes se seleccionaron para llevar a cabo los

siguientes estudios.

La acumulacion de HCAA derivadas de la tiramina, como CT y FT, ha sido descrita
en plantas transgénicas sobreexpresoras de THT de diferentes especies. Por ejemplo,
plantas de tabaco que sobreexpresan THT acumulan CT y FT en respuesta a herida,
siendo los niveles de HCAA acumulados muy superiores en plantas transgénicas en
comparacion con plantas control. A diferencia de los resultados que hemos obtenido

en tomate, no se detectdé acumulacion constitutiva de HCAA en hojas de tabaco
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transgénico THT (Hagel y Facchini, 2005). Asimismo, se han obtenido lineas de arroz
transgénico que sobreexpresan el gen THT de pimiento. Al igual que en tabaco, el
contenido en CT y FT era apenas perceptible cuando se analizaron plantulas de arroz
transgénico de 10 dias de edad. Sin embargo, hojas de las plantulas cultivadas en un
medio suplementado con tiramina acumularon cinco veces mas CT y FT que las
cultivadas en su ausencia, presentando un mayor contenido las plantulas transgénicas
frente a las plantulas control. La correlacion entre los niveles de CT y FT y la presencia
de tiramina indican que este compuesto actia como limitante en la sintesis de HCAA

en plantas de arroz (Lee et al., 2007).

Curiosamente, hemos observado que las hojas de las plantas transgénicas de
tomate THT acumulan CT de forma constitutiva, indicando que el contenido en
tiramina en esta especie debe ser alto, tal y como describen Ly et al. (2008), y que no
supone un sustrato limitante en la sintesis de HCAA. En relacion con esto, llevamos a
cabo la medicion de los niveles basales de tiramina en plantas transgénicas THT y
plantas control, pero no se observo diferencias entre ambas. La acumulacion
constitutiva de HCAA también fue descrita en plantas de tomate transgénico de
sobreexpresion de SHT, un enzima implicado en la sintesis de HCAA que presenta una

mayor afinidad de sustrato por la amina serotonina (Kang et al., 2009).

Por otra parte, hemos llevado a cabo un estudio de la acumulacion de HCAA en
respuesta a herida en hojas. Como se ha mencionado anteriormente, plantas de
tabaco con sobreexpresion de THT presentaron una acumulacion de HCAA en hojas
muy superior a las plantas no transgénicas, transcurridas 12 horas desde que se
produjo la herida (Hagel y Facchini, 2005). La acumulacion de HCAA también se ha
descrito en plantas de tomate de sobreexpresion de SHT en respuesta a herida (Kang
et al., 2009). En concordancia con lo descrito por estos autores, nosotros también
hemos observado una mayor acumulacién de HCAA en respuesta a herida en hojas de
plantas de tomate transgénicas THT en comparacion con plantas control, alcanzando
un valor maximo 24 horas después de herir, resultados que se muestran en la Figura
37.
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Ambas lineas 3 y 7 presentaron una mayor acumulacion de CT y FT, si bien es
cierto que solo la diferencia en la acumulacién de CT resultd estadisticamente
significativa en plantas transgénicas respecto a plantas control. De nuevo, fue la linea 7
la que presentd los valores mas altos de acumulacion de HCAA. En respuesta a herida,
el tejido foliar de las plantas transgénicas de la linea 7 mostré niveles de CT hasta 4
veces superiores a los detectados en plantas control, mientras que la acumulacién de

FT sufrié un incremento de un 30%.
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Figura 37. Acumulacién de HCAA en plantas transgénicas de tomate sobreexpresoras de THT en
respuesta a herida. Niveles de acumulacion de cumaroil tiramina (CT) y feruloil tiramina (FT) en
la tercera y cuarta hoja de plantas transgénicas THT-3 y THT-7 y plantas control (C) de tomate, a
las 24 horas de producirse la herida. Las muestras se analizaron por UPLC-PDA-Micromass Q-
TOF. La media y el error estandar mostrados corresponden a tres plantas independientes de un
experimento representativo. Se llevé a cabo un analisis estadistico t de Student con los datos
correspondientes a tres experimentos independientes. El doble asterisco (**) indica que existe
significacién estadistica con un valor p < 0.01, respecto a las plantas control.

Como se ha indicado previamente, habiamos detectado la acumulacion
constitutiva de CT en plantas de tomate. En respuesta a herida se produce, ademas, la
acumulacion de FT. Esto podria indicar que, en las hojas de tomate heridas, se estaria
acumulando acido feralico, que actuaria como sustrato para la formacion de la
correspondiente amida. La no deteccion de FT en plantas no heridas sugiere que el
acido ferulico estaria actuando como sustrato limitante, ya que la tiramina si esta
presente de forma constitutiva. Se puede también considerar que el enzima THT
muestre distinta afinidad por el &cido cumarico respecto al ferulico, lo que contribuiria

a explicar la mayor acumulacion de CT frente a FT.
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1.3. Expresion génica de THT y acumulacion de HCAA en flores de tomate transgénico

Para profundizar en la caracterizacién de las plantas transgénicas de tomate THT,
analizamos flores en estadio de antesis por RT-PCR cuantitativa para estudiar la
acumulacion del transcrito de THT. Como muestra la Figura 38A, ambas lineas
transgénicas mostraron elevados niveles constitutivos de THT. En este caso, los valores
alcanzados en la linea 7 resultaron ser 3 veces mas altos que los observados en las
flores de plantas control. Por otro lado, para determinar si los niveles de expresién de
THT en flores se correlacionaban con la acumulacion de HCAA, las mismas muestras
analizadas por RT-PCR cuantitativa fueron sometidas a andlisis mediante UPLC-PDA
acoplado a Micromass Q-Tof (ver Materiales y Métodos). En el caso de las flores

pudimos detectar acumulacion tanto de CT como de FT.
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Figura 38. Nivel de expresion del gen THT y contenido de HCAA en flores de plantas transgénicas
de tomate THT. A) Analisis por RT-PCR cuantitativa de la acumulacién de mRNA de THT en flores
en estadio de antesis de plantas de tomate transgénicas THT-3 y THT-7 y plantas control (C). Los
valores obtenidos fueron normalizados respecto al nivel de expresién del gen Elongation Factor 1
alpha (eEFla), tomando como valor de referencia 1 la cantidad de mRNA de las plantas control.
B) Acumulacién de cumaraoil tiramina (CT) y feruloil tiramina (FT) en las flores del apartado A),
analizadas por UPLC-PDA-Micromass Q-TOF. La media y el error estandar mostrados
corresponden a tres plantas independientes de un experimento representativo. Se llevé a cabo
un analisis estadistico t de Student con los datos correspondientes a tres experimentos
independientes. El asterisco (*) indica que existe significacion estadistica con un valor p < 0.05,
respecto a las plantas control. El doble asterisco (**) indica que existe significacion estadistica
con un valor p <0.01, respecto a las plantas control.
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Como se muestra en la Figura 38B, las flores de plantas control de tomate
contenian 3 nmol de CT/g PFy 4.1 nmol de FT/g PF, mientras que las flores de la linea 7
acumularon constitutivamente 4 nmol de CT/g PF y 16 nmol de FT/g PF. Mientras el
nivel de acumulacion de CT fue similar entre las flores transgénicas y las control,
siendo las diferencias estadisticamente no significativas, la acumulacién de FT si fue

significativa en ambas lineas transgénicas respecto a plantas control.

De igual modo a lo observado previamente en hojas, las flores de plantas
transgénicas mostraron un aumento en la acumulacion de mRNA de THT con respecto
a las plantas control. No obstante, mientras que en las hojas se detect6 Unicamente la
acumulacion constitutiva de CT, en las flores de plantas THT se detectaron ambas
amidas, CT y FT. En consonancia con los resultados obtenidos en hojas, la presencia de
altos niveles de HCAA en flores correlacionaba con un mayor nivel de expresion de
THT. Observando los resultados de la linea 7, el nivel de HCAA de tiramina (CTy FT) en
las flores alcanzé niveles aproximadamente 12 veces superiores a los detectados en las
hojas de estas mismas plantas transgénicas, lo que indica una mayor acumulacion de

HCAA en flores.

Estos elevados niveles de HCAA en flores han sido también descritos en otras
plantas. Se ha visto que las flores de pimiento acumulan altos niveles de HCAA.
Ademas, las flores resultaron ser los 6rganos con los niveles mas elevados de tiramina
en las plantas de pimiento, sugiriendo que los niveles de HCAA son proporcionales a
los niveles de sustrato aminico (Kang y Back, 2006). De acuerdo con esto, la elevada
acumulacion de HCAA que hemos observado en las flores de tomate transgénico
podria deberse a elevados niveles basales de tiramina en estos 6rganos. Esta notable
acumulacion de HCAA en flores sugiere una funcion importante para estos compuestos
en dichos érganos, bien actuando como agentes antimicrobianos de defensa frente a
patogenos, reforzando la pared celular durante la antesis o controlando la
organogénesis sexual (Martin-Tanguy y Negrel, 1987; Negrel y Lherminier, 1987;
Halbrock y Scheel, 1989; Liyama et al., 1994).
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1.4. Expresion génica de THT y acumulacion de HCAA en frutos de tomate transgénico

Tal y como se ha descrito anteriormente para hojas y flores, analizamos la
expresion del gen THT y la acumulacion de HCAA en frutos de plantas de tomate THT y
plantas control. En primer lugar, frutos maduros (rojos) de lineas transgénicas THT y
plantas control se analizaron mediante RT-PCR cuantitativa empleando cebadores
especificos para el gen THT de tomate. Al igual que en hojas y flores, el nivel de
expresion génica de THT en frutos transgénicos de ambas lineas fue superior a lo
observado en los frutos de plantas control (Figura 39A). En particular la linea 7

presento6 una induccion de THT aproximadamente 6 veces superior a la del control.
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Figura 39. Nivel de expresion del gen THT y contenido de HCAA en frutos de plantas transgénicas
de tomate THT. A) Andlisis por RT-PCR cuantitativa de la acumulacion de mRNA de THT en frutos
maduros de plantas de tomate transgénicas THT-3 y THT-7 y plantas control (C). Los valores
obtenidos fueron normalizados respecto al nivel de expresion del gen Elongation Factor 1 alpha
(eEFla), tomando como valor de referencia 1 la cantidad de mRNA de las plantas control. B)
Acumulacién de cumaroil tiramina (CT) y feruloil tiramina (FT) en los frutos del apartado A),
analizadas por UPLC-PDA-Micromass Q-TOF. La media y el error estandar mostrados
corresponden a tres plantas independientes de un experimento representativo. Se llevé a cabo
un analisis estadistico t de Student con los datos correspondientes a tres experimentos
independientes. El asterisco (*) indica que existe significacion estadistica con un valor p < 0.05,
respecto a las plantas control. El doble asterisco (**) indica que existe significacion estadistica
con un valor p <0.01, respecto a las plantas control.

A continuacién, se analizaron los niveles de acumulacion de HCAA en frutos de
plantas transgénicas y plantas control. Para este analisis, los frutos maduros (rojos)

fueron recogidos y tratados como se describe en Materiales y Métodos. Las muestras
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se sometieron a analisis mediante UPLC-PDA acoplado a Micromass Q-Tof para
determinar el contenido en HCAA. De acuerdo con lo observado en flores, se detecto la
presencia de tanto CT como FT, siendo los niveles de estas dos HCAA superiores en
frutos de plantas transgénicas de ambas lineas (Figura 39B). Concretamente, los frutos
de plantas control contenian 2.3 nmol de CT/g PF y 1.65 nmol de FT/g PF, mientras
que los frutos transgénicos de la linea 7 presentaron 17.7 nmol de CT/g PF y 8.3 nmol
de FT/g PF. Mientras las diferencias en los niveles de CT fueron estadisticamente
significativas en ambas lineas transgénicas respecto a las plantas control, el contenido
en FT sélo fue significativo para la linea 7. Este aumento en el contenido de HCAA en

frutos de plantas transgénicas THT se correlaciona con los niveles observados en flores.

Una elevada acumulacion de HCAA en frutos podria contribuir a la respuesta
defensiva frente a patdgenos. En este sentido, Kang et al. (2010) han descrito la
acumulacion de cafeoil serotonina (CaS) en frutos de pimiento infectados con el hongo
de la Antracnosis, Colletotrichum gloeosporoides. Estos autores sugieren que la CasS,
cuya sintesis se induce por la infeccion patdgenica y que exhibe actividad antifiingica,
juega un papel clave en la defensa de las plantas de pimiento. De acuerdo con estos
resultados, la sobreacumulacion de CT y FT en frutos de tomate THT podria actuar
como una defensa constitutiva contra posibles infecciones. De hecho, CT y FT han sido
ampliamente implicadas en las defensa de la planta contra el ataque de patégenos, y
varios estudios han demostrado que su sintesis en las plantas se activa en respuesta a
la infeccidén por hongos, virus o bacterias. Por ejemplo, se ha descrito que plantas de
patata infectadas con Phytophthora infestans aumentan la sintesis de CT y FT (Keller et
al., 1996) y que la biosintesis de FT se induce en tabaco tras la infeccién con el Virus
del Mosaico del Tabaco (Negrel y Jeandet, 1987). En este sentido, futuros estudios de

infeccion de frutos de tomate THT podrian ayudar a corroborar esta hipétesis.
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2. Infeccién de plantas transgénicas de tomate THT con la bacteria Pseudomonas

syringae pv. tomato

Hemos observado como las plantas de tomate THT acumulan una mayor cantidad
de HCAA en hojas, flores y frutos, de manera constitutiva, en comparacioén con las
plantas control. También se ha detectado la mayor acumulacion de HCAA en respuesta
a herida en hojas de plantas transgénicas, frente a plantas control. Diversos estudios
han puesto de manifiesto la acumulacién de HCAA en respuesta a una infeccién. Con el
fin de estudiar dicha acumulacion en plantas de tomate THT en respuesta a un ataque
patogénico, decidimos llevar a cabo la infeccion de estas plantas transgénicas con la

bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato.

2.1. Acumulacién de HCAA en plantas transgénicas de tomate THT infectadas con la

bacteria P. syringae pv. tomato

Estudios previos han puesto de manifiesto la induccion de THT 1-3 debido a la
infeccion de plantas de tomate con la bacteria P. syringae pv. tomato, lo que indica un
posible papel de este gen en la defensa de la planta (von Roepenack-Lahaye et al.,
2003). Por otra parte, en nuestro laboratorio se ha descrito que hojas de plantas de
tomate variedad ‘Rutgers’ infectadas con P. syringae presentaron una rapida
activacion de THT, seguida de la acumulacién de HCAA (Zacarés et al., 2007; Lopez-
Gresa et al., 2011). Con el fin de comprobar si las plantas transgénicas de tomate THT
presentan un aumento en los niveles de HCAA ante una infeccién virulenta con la
bacteria P. syringae en comparacion con las plantas control, se llevé a cabo un
seguimiento de su acumulacién en el tiempo. Para ello, hojas infiltradas con una
disolucién bacteriana (infectadas) y hojas control infiltradas con una disoluciéon de

MgCl, (mock), se recogieron a las 0, 24 y 48 horas después de la inoculacion (ver
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Materiales y Métodos). Los resultados de la acumulacion de CT y FT en hojas de

tomate THT y control tras la inoculacion de P. syringae se presentan en la Figura 40.

En primer lugar, se observa que todas las plantas acumularon CT y FT como
consecuencia de la interaccion compatible, y ambas aumentaban su concentracién con
el tiempo. Sin embargo, los niveles absolutos de estos metabolitos diferian
sustancialmente, siendo los valores mas altos los correspondientes a CT. Las lineas
transgénicas 3 y 7 presentaron niveles de acumulacion superiores a las plantas control.
Las diferencias entre la linea 3 y las plantas control fueron estadisticamente
significativas para los niveles de CT a 24 y 48 horas post-inoculacion (hpi), y para FT a
las 48 hpi. La acumulacién de CT y FT alcanzd el valor méas alto en linea 7, y fue

significativa durante toda la infeccion, respecto a las plantas control.
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Figura 40. Acumulacién de HCAA en hojas de plantas transgénicas de tomate THT infectadas con
la bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato. Niveles de acumulacion de cumaroil tiramina (CT)
y feruloil tiramina (FT) en hojas infiltradas con P. syringae (inf) e infiltradas con tampon (mock) de
plantas transgénicas THT-3 y THT-7 y plantas control (C) a las 0, 24 y 48 horas después de la
inoculacién. Las muestras fueron analizadas por UPLC-PDA-Micromass Q-TOF. La media y el error
estdndar mostrados corresponden a tres plantas independientes de un experimento
representativo. Se llevé a cabo un andlisis estadistico t de Student con los datos correspondientes
a tres experimentos independientes. La significacion estadistica se muestra para plantas
transgénicas infectadas frente a plantas control infectadas. El asterisco (*) indica que existe
significacién estadistica con un valor p < 0.05. El doble asterisco (**) indica que existe
significacion estadistica con un valor p < 0.01.
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Comparando los valores alcanzados en esta linea frente a plantas control,
observamos que las plantas control acumularon 943 nmol de CT y 228 nmol de FT por
gramo de peso fresco transcurridas 48 horas desde la inoculacion bacteriana, mientras
que las plantas transgénicas THT acumularon 1704 nmol de CT y 333 nmol de FT por
gramo de peso fresco. Por tanto, la acumulacion de HCAA de tiramina fue
aproximadamente 2 veces mayor en plantas de tomate THT inoculadas con P. syringae
en comparacion con lo observado en plantas control infectadas. Por dltimo, la
acumulacion de CT y FT también aument6 en hojas infiltradas con la solucién de MgCl,
(mock), probablemente como consecuencia de las heridas producidas por la

infiltracion.

Ademas de CT y FT, en las plantas transgénicas de tomate THT infectadas con P.
syringae hemos detectado también la acumulacion de HCAA de octopamina y
noradrenalina. Esto concuerda con resultados previos de nuestro grupo (Lopez-Gresa
et al., 2011), donde se detectd la acumulacion de estas mismas amidas en hojas de
tomate ‘Rutgers’ transcurridas 24 y 48 horas desde la infiltracion bacteriana. La Figura
41 muestra los resultados de acumulacion de cumaroil octopamina (CO), feruloil
octopamina (FO), cumaroil noradrenalina (CNA) y feruloil noradrenalina (FNA) en hojas
de plantas de tomate THT y plantas control 48 horas después de la inoculacién con P.
syringae. Observamos que las plantas de la linea 3 mostraron diferencia
estadisticamente significativa en el contenido de FO, en comparacion con las plantas
control. En cuanto a la linea 7, las diferencias fueron estadisticamente significativas en
la acumulacion de las cuatro amidas (CO, FO, CNA y FNA). Comparando los niveles de
acumulacion entre la linea 7 y las plantas control, para las HCAA de octopamina las
plantas control acumulan 60.3 nmol de CO/g PF y 7.3 nmol de FO/g PF, mientras que
las plantas de la linea 7 acumularon cuatro veces més CO y el doble de FO por gramo
de peso fresco. Respecto a los niveles de las HCAA de noradrenalina, las plantas
control acumularon 33 nmol CNA/g PF y 2.1 nmol FNA/g PF, mientras que las plantas
transgénicas triplicaron la cantidad de CNA y duplicaron la de FNA. En resumen, la
acumulacion de todas estas HCAA fue globalmente 3 veces mayor en plantas

transgénicas THT infectadas con P. syringae comparado con lo observado en las
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plantas control. A diferencia de las HCAA de tiramina, las HCAA de octopamina y
noradrenalina no fueron detectadas en las hojas infiltradas con la disolucion de MgCl,

transcurridas 48 horas desde la infiltracion.
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Figura 41. Acumulacion de HCAA de octopamina y noradrenalina en hojas de plantas
transgénicas de tomate THT infectadas con la bacteria Pseudomonas syringae pv. tomato. A)
Niveles de acumulacion de cumaroil octopamina (CO) y feruloil octopamina (FO) en hojas
infectadas de plantas transgénicas THT-3 y THT-7 y plantas control (C) 48 horas después de la
inoculacién. B) Niveles de acumulacion de cumaroil noradrenalina (CNA) y feruloil noradrenalina
(FNA) en hojas infectadas de plantas transgénicas THT-3 y THT-7 y plantas control (C) 48 horas
después de la inoculacion. Las muestras fueron analizadas por UPLC-PDA-Micromass Q-TOF. La
media y el error estdndar mostrados corresponden a tres plantas independientes de un
experimento representativo. Se llevd a cabo un analisis estadistico t de Student con los datos
correspondientes a tres experimentos independientes. El asterisco (*) indica que existe
significacién estadistica con un valor p < 0.05, respecto a las plantas control. El doble asterisco

(**) indica que existe significacion estadistica con un valor p < 0.01, respecto a las plantas
control.
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Por tanto, se habia detectado hasta el momento la acumulacién de HCAA de
tiramina tanto de manera constitutiva, en el caso de CT, como inducida en respuesta a
herida, donde se acumulan CT y FT, y ahora también como consecuencia de la
infeccion bacteriana. Sin embargo, la acumulacion de HCAA de octopamina y
noradrenalina Unicamente se ha detectado en plantas infectadas, sugiriendo que la
acumulacion de estas HCAA se produce exclusivamente como consecuencia de la
infeccion. Ello podria indicar una menor disponibilidad en la planta para la formacion
de HCAA de las aminas octopamina y noradrenalina, en comparacién con la tiramina.
Por otra parte, estos resultados también podrian explicarse teniendo en cuenta la
afinidad de sustrato de la isoforma THT1-3 de tomate, que es mayor por la tiramina y
menor por la noradrenalina (von Roepenack-Lahaye et al., 2003), coincidiendo con las

HCAA gue se acumulan en mayor y menor cantidad, respectivamente.

Como se ha mencionado anteriormente, CT y FT han sido extensamente
implicadas en la respuesta defensiva, siendo varios los estudios que demuestran que
su sintesis se activa en plantas en respuesta a la infeccion por patégenos (Negrel y
Jeandet, 1987; Keller et al., 1996). Otras HCAA derivadas de la dopamina y la
octopamina han mostrado una elevada accion bactericida, asi como una notable
actividad antioxidante (Zacarés et al., 2007). Por dltimo, entre las HCAA acumuladas en
tomate destaca la feruloil noradrenalina (FNA), ya que presenta una extraordinaria
actividad antioxidante (LOpez-Gresa et al., 2011). Todo esto indica que las HCAA
podrian constituir un componente quimico importante de la respuesta defensiva del
tomate, actuando como agentes antimicrobianos de defensa frente a patégenos o bien
reforzando la pared celular (Martin-Tanguy y Negrel, 1987; Negrel y Lherminier, 1987;
Halbrock y Scheel, 1989; Liyama et al., 1994). Por tanto, la mayor acumulacion de
HCAA que observamos en plantas transgénicas de tomate THT podria conllevar una
mayor resistencia de estas plantas frente a los ataques patogénicos. Para estudiar
dicha hipétesis, hemos estudiado el crecimiento bacteriano que se produce en plantas

de tomate THT infectadas con la bacteria P. syringae pv. tomato.
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2.2. Crecimiento bacteriano en plantas transgénicas de tomate THT infectadas con la

bacteria P. syringae pv. tomato

Con el fin de investigar el efecto de la sobreexpresion de THT y la consiguiente
elevada acumulacion de HCAA en la defensa de la planta, se cuantifico el crecimiento
bacteriano en plantas transgénicas de tomate THT infectadas con P. syringae pv.
tomato, en comparacion con plantas control. Para ello, las hojas fueron infiltradas con
una suspension bacteriana y se recogieron muestras a las 24 y 48 horas después de la
inoculacion para ser analizadas como se describe en Materiales y Métodos. Los

resultados obtenidos del conteo se presentan en la Figura 42.
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Figura 42. Crecimiento de Pseudomonas syringae pv. tomato en hojas de plantas transgénicas de
tomate THT. Las unidades formadoras de colonias (cfu) bacterianas en plantas transgénicas THT-3
y THT-7 y plantas control (C) se determinaron como se describe en Materiales y Métodos. El
crecimiento bacteriano se cuantifico 24 y 48 horas después de la inoculacion. La mediay el error
estdndar mostrados corresponden a cinco plantas independientes de un experimento
representativo. Se llevd a cabo un analisis estadistico de t de Student con los datos
correspondientes a tres experimentos independientes. El asterisco (*) indica que existe
significacién estadistica con un valor p < 0.05, respecto a las plantas control.

El crecimiento bacteriano se redujo significativamente en ambas lineas
transgénicas a las 48 horas post-inoculacion, respecto a plantas control.

Concretamente, en este punto de la infeccion la linea 7 presentd una disminucion del
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32% en el numero de unidades formadoras de colonias (cfu) con respecto a las plantas
control. La comparacion del crecimiento bacteriano en las dos lineas transgénicas
independientes 3 y 7 pone de manifiesto un efecto dosis, ya que la resistencia
observada correlaciona con la acumulacién de HCAA (Figuras 40 y 41) en estas lineas.
En cuanto a los sintomas, se observo la aparicion de necrosis y clorosis en las hojas
inoculadas con la bacteria, sin detectar diferencias macroscépicas claras entre las
plantas control y las plantas transgénicas. Por lo tanto, las plantas transgénicas de
tomate THT exhibieron una resistencia significativa al crecimiento de la bacteria

virulenta P. syringae pv. tomato.

En Arabidopsis thaliana, el enzima Agmatina Cumaroil Transferasa (AtACT) cataliza
la Ultima reaccion en la biosintesis de las HCAA. En respuesta a la infeccion con el
hongo Alternaria brassicicola, los transcritos de AtACT aumentaron rapidamente y se
detecto la acumulacién de HCAA de agmatina y putrescina en las hojas de la roseta
(Muroi et al., 2009). En consecuencia, mutantes de Arabidopsis para AtACT mostraron
una mayor susceptibilidad al hongo patégeno, indicando que la acumulacion de HCAA
forma parte de los mecanismos de defensa de A. thaliana. Por otro lado, plantas
transgénicas de torenia (Torenia hybrida) que sobreexpresan el gen AtACT,
presentaron acumulacion de HCAA, acompafiada de una mayor resistencia frente al
hongo necrétrofo Botrytis cinerea (Muroi et al., 2012). Nuestros resultados apoyan

estos trabajos en la relacion entre presencia de amidas y resistencia.

Desde nuestro conocimiento, esta es la primera vez que se observa que la
sobreexpresion de THT conlleve una mayor resistencia a una infeccion bacteriana. La
reduccion en el crecimiento bacteriano detectada en las plantas transgénicas THT
sugiere que la mejora de la resistencia puede deberse a la elevada acumulacion de
HCAA.
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2.3. Acumulacién de SA e induccion del gen PR-1 en plantas transgénicas de tomate

THT infectadas con la bacteria P. syringae pv. tomato

El &cido salicilico (SA) desempefia un papel fundamental en la respuesta defensiva
de la planta, puesto que sus niveles aumentan notablemente tras la invasion
patogénica y su acumulacion resulta crucial para el establecimiento de la resistencia en
muchas de las interacciones planta-patégeno (Métraux y Raskin, 1993; Dempsey et al.,
1999). Estudios realizados en nuestro laboratorio pusieron de manifiesto que plantas
de tomate infectadas con P. syringae presentaron un aumento rapido y transitorio de
SA alas 24 h de la inoculacion bacteriana (Bellés et al., 1999; Zacarés et al., 2007). Con
el fin de estudiar si la resistencia observada en plantas transgénicas de tomate THT
tenia relacion con la sefializacién de la respuesta defensiva, se midieron los niveles de
SA en plantas transgénicas y plantas control a lo largo de la infeccion con P. syringae.
Los resultados de la acumulacién de SA en hojas de tomate transgénico THT y plantas
de tomate control en respuesta a la infeccién con P. syringae se muestran en la Figura

43A.

No se observd diferencias significativas en los niveles de SA entre plantas
transgénicas y plantas control a las 24 horas post-inoculacion (hpi). No obstante, a las
48 hpi ambas lineas transgénicas presentaron niveles de SA significativamente més
altos que los detectados en plantas control. Esto correlaciona con los resultados
obtenidos en el ensayo de resistencia, puesto que las diferencias en crecimiento
bacteriano en las lineas transgénicas también resultaron estadisticamente
significativas a las 48 hpi, respecto a las plantas control. La linea 7 es de nuevo la que
presentd los niveles de SA mas altos. Concretamente, a las 48 hpi las plantas control
presentaban 6 nmol SA/g PF, mientras la linea 7 acumul6 hasta 16.9 nmol SA/g PF. Por
lo tanto, los niveles de SA fueron aproximadamente 3 veces superiores en plantas de
tomate transgénico infectado con P. syringae en comparacion con las

correspondientes plantas control.
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Figura 43. Acumulacién de acido salicilico y expresién del gen PR1 en plantas transgénicas de
tomate THT infectadas con Pseudomonas syringae pv. tomato. A) Niveles de &cido salicilico total
(SA) en hojas infiltradas con P. syringae (inf) e infiltradas con tampon (mock) de plantas
transgénicas THT-3 y THT-7 y plantas control (C) a las 0, 24 y 48 horas desde la inoculacion. Las
muestras fueron analizadas por HPLC acoplado a un detector de fluorescencia. B) Andlisis por RT-
PCR cuantitativa de la acumulacion de mRNA de PR1 en las plantas del apartado A). Los valores
obtenidos fueron normalizados respecto al nivel de expresion del gen Elongation Factor 1 alpha
(eEFla), tomando como valor de referencia 1 la cantidad de mRNA de las plantas control. La
media y el error estdndar mostrados corresponden a tres plantas independientes de un
experimento representativo. Se llevd a cabo un analisis estadistico t de Student con los datos
correspondientes a tres experimentos independientes. La significacion estadistica se muestra
para plantas transgénicas infectadas frente a plantas control infectadas. El asterisco (*) indica
que existe significacion estadistica con un valor p < 0.05, respecto a las plantas control.

Debido a que el SA es un importante regulador de la induccién de genes que
codifican proteinas de defensa (Pathogenesis-Related, PR; van Loon et al., 2006), nos
propusimos estudiar el patron de expresion del gen PR1. Para ello, se recogieron
muestras a las 24 y 48 horas desde la infiltracion bacteriana y se realiz una extraccion
de RNA total seguida de una RT-PCR cuantitativa. Los niveles de expresion del mRNA
de PR1 obtenidos se muestran en la Figura 43B. Se observa como los niveles de PR1
correlacionan con los niveles de SA, aumentando como consecuencia de la infeccion,
siendo superiores en las lineas transgénicas THT. En el caso de la linea 7, la expresion
de PR1 fue aproximadamente 1.5 veces superior en comparacién con plantas control a

las 48 hpi, siendo esta diferencia estadisticamente significativa.
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Los resultados sugieren que la resistencia mostrada por las plantas transgénicas de
tomate THT frente a la infeccion con P. syringae se debe a la mayor acumulacion de
HCAA en estas plantas transgénicas. Ademas, la comparacion entre dos lineas
transgénicas independientes ha puesto de manifiesto un efecto dosis, reforzando la
idea de que los niveles de HCAA correlacionan con la inhibicion del crecimiento
bacteriano. Esto concuerda con trabajos previos en los que se habia descrito la
relacion entre la acumulacion de HCAA y la expresion de resistencia, puesto que los
niveles de HCAA detectados en interacciones incompatibles en pimiento y tomate eran
muy superiores a los niveles alcanzados en las interacciones compatibles
correspondientes (Newman et al., 2001; von Roepenack-Lahaye et al., 2003). Los
niveles de HCAA que se detectan en las plantas transgénicas de tomate THT infectadas
son comparables, e incluso superiores, a los detectados en las interacciones

incompatibles en tomate por von Roepenack-Lahaye y colaboradores (2003).

Ademas de esto, mostramos en este trabajo que la mayor acumulacion de HCAA
viene acompafiada de un incremento en los niveles de SA, lo que conduciria o
reforzaria la activacion de las defensas de la planta. La posibilidad de que las HCAA
deban considerarse no sélo productos finales de la respuesta defensiva de la planta
frente al patégeno, sino también intermediarios metabdlicos, parece ser cada vez mas
factible (Bassard et al., 2010). En relacion con esto, resultaria interesante realizar
experimentos para estudiar si la aplicacién exdgena de HCAA puede activar el sistema

de defensa de la planta, y evitar asi posibles infecciones posteriores.

En resumen, hemos observado que las plantas transgénicas de tomate que se han
desarrollado en este estudio presentan una elevada expresion de THT y la consiguiente
acumulacion de HCAA en hojas, flores y frutos. Ademas, esta acumulacion de HCAA de
tiramina (CT y FT), octopamina (CO y FO) y noradrenalina (CNA y FNA) fue mayor en
plantas de tomate THT infectadas con P. syringae en comparacion con plantas
transgénicas control. Este aumento en el contenido de HCAA en las plantas
transgénicas viene acompafiado de un incremento en los niveles de SA y la induccion
de genes PR. Finalmente, las plantas transgénicas de tomate THT mostraron una mayor

resistencia a la infeccién por P. syringae, sugiriendo que las HCAA juegan un papel
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defensivo en esta interaccion. Es de destacar el valor de estas plantas transgénicas
como una herramienta Gtil a la hora de proporcionar nuevas aportaciones sobre la

funcién de las HCAA en éstay otras interacciones planta-patdgeno.
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A lo largo de este trabajo se ha destacado la importancia de los metabolitos
secundarios de naturaleza fendlica y el papel que éstos desempefian en la respuesta
defensiva de las plantas frente al ataque de patdgenos (Dixon et al., 2002).
Compuestos derivados del acido benzoico, como el &cido salicilico (SA), que es el mas
ampliamente estudiado, o el acido gentisico (GA), pueden actuar como moléculas
sefial, siendo capaces de activar la respuesta defensiva cuando se encuentran en forma
libre (Bellés et al., 1999; Shah, 2003). En este trabajo, ademas, hemos observado que
otro hidroxibenzoato, el &cido 2,4 dihidroxibenzoico (2,4-DHBA), también podria jugar

un papel en la activacion de la respuesta defensiva en tomate.

Otros compuestos de naturaleza fendlica se consideran componentes finales de la
respuesta defensiva, actuando directamente sobre el organismo patégeno. Tal es el
caso de las amidas derivadas del &cido hidroxicinamico (HCAA) (Bassard et al., 2010).
De hecho, nuestro grupo ha descrito que las HCAA se acumulan en plantas de tomate
en respuesta a infecciones patogénicas, y que algunas de ellas poseen actividad
antibacteriana, antifingica o antioxidante (Zacarés et al., 2007; Lopez-Gresa et al.,
2011).

En el presente trabajo se ha estudiado el papel que los metabolitos secundarios de
naturaleza fendlica juegan en la respuesta defensiva de las plantas desde dos
aproximaciones distintas. Por un lado, hemos llevado a cabo una estrategia de tipo
farmacoldgico, analoga a la ya descrita en el caso del SA, para estudiar la posible
resistencia a patdgenos inducida por el GA en plantas, asi como las posibles bases
moleculares que subyacen a la misma. Por otro, hemos realizado un abordaje genético,
consistente en la obtencién y caracterizacion de plantas transgénicas que presenten
niveles alterados del metabolito estudiado. Para este segunda aproximacion, hemos
utilizado como diana de manipulacion genética enzimas que participan en la regulacion
de la acumulacion de los metabolitos en su forma activa, como son las

glicosiltransferasas, en el caso de los compuestos derivados del &cido benzoico
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(O’Donnell et al., 1998; Tarraga et al., 2010), o el enzima tiramina hidroxicinamoil

transferasa, para el caso de las HCAA (von Roepenack-Lahaye et al., 2003).

La acumulacién de SA en plantas infectadas con un organismo patdgeno ha sido
descrita en numerosas ocasiones. También se ha detectado la acumulacion de GA en
respuesta a infecciones patogénicas en tomate, Gynura, pepino y Arabidopsis (Bellés et
al., 1999; Bellés et al., 2006; Fayos et al., 2006; Bartsch et al., 2010). Se ha descrito que
tratamientos exdgenos con SA o GA activan la respuesta defensiva de las plantas
(Bellés et al., 1999; Bellés et al., 2006; Mandal et al., 2009; Meher et al., 2011; Lison et
al., 2013). Ademas, se ha observado que tratamientos con SA también inducen
resistencia frente a diferentes patdgenos en tomate (Spletzer et al., 1999; Meher et al.,
2011) y otras especies vegetales (Saikia et al., 2003; Wang y Liu, 2012). Mediante un
abordaje farmacoldgico similar, en este trabajo hemos observado que tratamientos
con SA o GA inducen resistencia en plantas de Gynura y tomate frente a infecciones
con el Viroide de la Exocortis de los Citricos (CEVd) y el Virus del Mosaico del Tomate
(ToMV), respectivamente. La induccion de los genes implicados en el silenciamiento de
RNA (DCLs y RDRs) en plantas de tomate tratadas con SA o GA podria explicar el
retraso observado en la infeccion frente a ToMV como consecuencia de dichos
tratamientos. Nuestros resultados parecen indicar que existe una relacion entre la
resistencia mediada por SA o GA y la activacién de los mecanismos de silenciamiento
génico en tomate (Campos et al., 2014a). En el futuro seria interesante abordar
estrategias de este tipo para las HCAA, llevando a cabo tratamientos exdgenos con
amidas de sintesis (LOpez-Gresa et al., 2011) y analizando si se produce la activacion
del sistema defensivo de la planta y, por consiguiente, una mayor resistencia frente a

infecciones posteriores.

La obtencién de plantas transgénicas que presenten niveles alterados de fendlicos
ha sido clave en el estudio de la funcién que desempefian dichos compuestos en
plantas. Tal es el caso de las plantas transgénicas NahG, que expresan
constitutivamente el gen NahG de Pseudomonas putida, el cual codifica el enzima
salicilato hidroxilasa, que transforma el SA en catecol. La contribucién del SA a la

activacion de la resistencia sistémica adquirida (SAR) se estudié por primera vez en
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plantas transgénicas de tabaco portadoras del gen NahG. Dichas plantas apenas
acumulaban SA como consecuencia de una infeccion, y eran incapaces de inducir la
SAR frente al Virus del Mosaico del Tabaco (Gaffney et al., 1993). Méas adelante se
obtuvieron plantas transgénicas NahG en Arabidopsis y tomate, lo que ha permitido
profundizar en el estudio de la funcion del SA en la respuesta defensiva en dichas

especies (Delaney et al., 1994; Lawton et al., 1995; Brading et al., 2000).

En este trabajo hemos obtenido distintas plantas transgénicas con niveles
alterados de fendlicos, con el fin de estudiar el papel de estos compuestos en la
respuesta defensiva, mediante un abordaje de tipo genético. Por una parte, la
sobreexpresion de GAGT en plantas transgénicas de Arabidopsis ha provocado una
menor acumulacién de GA en forma libre, que es la forma activa del compuesto, y ha
resultado en una mayor susceptibilidad de estas plantas a la infeccion con la bacteria
P. syringae pv. tomato. También hemos obtenido plantas transgénicas de tomate con
sobreexpresion de THT, las cuales, en respuesta a la infeccion con P. syringae,
presentaron una mayor acumulacién de HCAA y una mayor resistencia a la bacteria,
respecto a plantas control. Curiosamente, los mayores niveles de HCAA iban
acompafiados de una alteracion en la acumulacién de SA, que resulto ser mayor en las
plantas transgénicas (Campos et al., 2014b). Tanto las plantas transgénicas de
Arabidopsis GAGT como las de tomate THT presentan niveles alterados de GA y SA,
respectivamente, en comparacion con las plantas control. Teniendo en cuenta la
relacion que hemos observado entre la resistencia mediada por SA o0 GA y la activacién
de los mecanismos de silenciamiento génico en tomate, seria interesante estudiar si en
estas plantas transgénicas se produce una mayor o menor activacién de la ruta de

silenciamiento de RNA como mecanismo de defensa frente a patdgenos.

También se han obtenido plantas transgénicas de tomate que han presentado un
fenotipo de tipo metabdlico. Por una parte, las plantas transgénicas de tomate con
sobreexpresion de GAGT tratadas exdgenamente con GA presentaron el mismo
fenotipo que habiamos observado previamente en plantas transgénicas de Arabidopsis
GAGT: un mayor porcentaje de conjugacion, que se traduce en una disminucion en la

cantidad de GA en forma libre. Futuros ensayos de patogenicidad ayudaran a
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esclarecer si el fenotipo metabdlico en tomate lleva asociado un fenotipo de
susceptibilidad, tal y como ocurre en Arabidopsis. Por otra parte, la proteina de tomate
Twil ha presentado actividad glucosiltransferasa in vitro frente a los hidroxibenzoatos
2,4-DHBA y 2,4,6-THBA. Tratamientos exdgenos con estos compuestos en plantas
transgénicas de tomate que silencian Twil han permitido confirmar su actividad in
vivo. El silenciamiento de esta glicosiltransferasa causa una disminucion en el
porcentaje de conjugacién de ambos compuestos, lo que supone un aumento en la
acumulacion de la forma libre en las plantas transgénicas, respecto a las plantas
control. Serd igualmente interesante llevar a cabo ensayos de patogenicidad en estas
plantas transgénicas y estudiar el fenotipo de resistencia/susceptibilidad. Del mismo
modo al que se propone para las plantas transgénicas que han mostrado fenotipos de
resistencia o susceptibilidad, estamos interesados en estudiar si, tanto las transgénicas
de silenciamiento de Twil, como las de sobreexpresion de GAGT, presentan alguna

variacion en la activacion de los mecanismos de silenciamiento de RNA.

Ademas de las conexiones descritas en este trabajo entre la sefializacibn mediada
por SA o0 GAy el silenciamiento de RNA, diversos autores establecen similitudes entre
el modelo de zig-zag propuesto para la respuesta inmune y el silenciamiento génico.
Dichas similitudes se basan principalmente en que los supresores de silenciamiento
descritos, no sélo para virus, sino también para bacterias, actuarian del mismo modo
que los efectores producidos por las bacterias para limitar la PTI. Por su parte, las
plantas desarrollarian sistemas de defensa contra la supresion del silenciamiento
génico producido por los patégenos, aportando asi nuevos ejemplos de la interminable
carrera de armas moleculares entre el patdgeno y la planta (Pelaez y Sanchez, 2013;
Pumplin y Voinnet, 2013; Nakahara y Masuta, 2014). Esto da idea de la enorme
complejidad del sistema defensivo de las plantas, las interconexiones entre las
diferentes respuestas y la variedad de componentes que intervienen en la activacion o

regulacion de unas vias u otras, asi como en el ataque directo al patogeno.

Los metabolitos secundarios de naturaleza fendlica, como el SA, el GA'y las HCAA
entre muchos otros, juegan un papel muy importante en sistema defensivo de las

plantas, no sélo formando parte de la respuesta defensiva final frente al patégeno,
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sino actuando como moléculas sefial y/o compuestos intermediarios. Por ello, la
generacion de plantas transgénicas que presenten niveles alterados de estos
metabolitos constituye una herramienta muy Util a la hora de profundizar en el estudio
de la funcion que desempefian en el complejo sistema defensivo de las plantas (Chong
et al., 2002; Poppenberger et al., 2003; Niggeweg et al., 2004; Guillet y de Luca, 2005;
Hagel y Facchini, 2005; Lorenc-Kukula et al., 2005; Lee et al., 2007; Song et al., 2008;
Pandey et al., 2014; Kim y Hwang, 2014). Al mismo tiempo, dicha estrategia puede
constituir un medio de obtencion de plantas mas resistentes frente a ataques
patogénicos de diversa naturaleza. También resulta de especial interés biotecnoldgico
el avance en la busqueda de nuevos fitofortificantes, es decir, compuestos que
aplicados exégenamente mejoren la resistencia de las plantas frente a patdgenos
(Walters et al., 2005; Noutoshi et al., 2012). Todo ello pone de manifiesto la
importancia de los compuestos de naturaleza fendlica en el sistema defensivo de las
plantas, reforzando maés si cabe el interés en el estudio del metabolismo secundario de

las plantas.
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Conclusions

VI.

VII.

. Salicylic and gentisic acids promote resistance to RNA pathogens in plants, thus

giving further support to the signaling function of these metabolites in the plant

defence response.

. There is a correlation between SA- and GA-mediated resistance and the

activation of gene silencing mechanisms in tomato plants.

Overexpression of the tomato glycosyltransferase GAGT in Arabidopsis thaliana
and tomato plants results in a decrease of the free GA content, confirming the

activity of this GA glycosyltransferase in vivo.

Arabidopsis plants overexpressing GAGT are more susceptible to infection with
the bacteria P. syringae pv. tomato, suggesting that GA could also play a role in

defence in this plant species.

The glycosyltransferase activity of the tomato protein Twil is confirmed. The
recombinant protein conjugates glucose to the hydroxybenzoates 2,4-DHBA
and 2,4,6-THBA in vitro. When treated with these substrates, Twil-silenced
transgenic tomato plants displayed a lower conjugation rate of both

compounds, thus confirming the activity of Twil also in vivo.

The glycosyltransferase Twil could play a role in tomato defence response,
since it is induced as a consequence of the infection with P. syringae. In
addition, Twil-silenced tomato plants showed a greater induction of PR1 upon

treatment with 2,4-DHBA, as compared to the corresponding control plants.

THT overexpression in tomato produces an enhanced accumulation of HCAA
and a better resistance to Pseudomonas syringae, confirming the defensive role

of these compounds.
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VI.

VILI.

. Los é&cidos salicilico y gentisico promueven resistencia a patdgenos de RNA en

plantas, lo que refuerza el papel sefalizador de estos metabolitos en la

respuesta defensiva.

. Existe una correlacion entre la resistencia mediada por SA y GA y la activacion

de mecanismos de silenciamiento génico en plantas de tomate.

La sobreexpresion de la glicosiltransferasa de tomate GAGT en plantas de
Arabidopsis thaliana y tomate resulta en una disminucion del contenido en GA
libre, confirmando la actividad conjugadora de GA de esta glicosiltransferasa in

Vivo.

Las plantas de Arabidopsis que sobreexpresan GAGT son mas susceptibles a la
infeccion con la bacteria P. syringae pv. tomato, sugiriendo que el GA podria

jugar un papel en defensa también en esta especie.

Se confirma la actividad glicosiltransferasa de la proteina Twil de tomate. La
proteina recombinante conjuga glucosa a los hidroxibenzoatos 2,4-DHBA vy
2,4,6-THBA in vitro. Plantas transgénicas de tomate que silencian Twil tratadas
con estos sustratos presentan un menor porcentaje de conjugacién de los

mismos, confirmando la actividad conjugadora de Twil también in vivo.

La glicosiltransferasa Twil podria jugar un papel en la respuesta defensiva de
tomate, puesto que se induce como consecuencia de la infeccion con P.
syringae. Las plantas transgénicas de tomate que silencian Twil tratadas con
2,4-DHBA, presentan ademdas una mayor induccion de PR1, respecto a las

correspondientes plantas control.

La sobreexpresién de THT en tomate produce una mayor acumulacién de HCAA
y una mayor resistencia frente a Pseudomonas syringae, confirmando el papel

defensivo de estos compuestos.
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We have observed that treatments with salicylic acid (SA) or gentisic acid (GA) induced resistance to RNA
pathogens such as ToMV and CEVd in tomato and Gynura auriantiaca, respectively. Accumulation of SA
and GA has been found to occur in plants infected by these pathogens, thus pointing out a possible
defence role of both molecules. To study the molecular basis of the observed induced resistance to RNA
pathogens the induction of silencing-related genes by SA and GA was considered. For that purpose, we
searched for tomato genes which were orthologous to those described in Arabidopsis thaliana, such as
AtDCL1, AtDCL2, AtDCL4, AtRDR1, AtRDR2 and AtRDR6, and we tracked their induction in tomato along
virus and viroid infections. We observed that CEVd significantly induced all these genes in tomato, with
Gene silencing the exception of ToRDRG, being the induction of ToDCL4 the most outstanding. Regarding the ToMV
ToMV asymptomatic infection, with the exception of ToRDR2, we observed a significant induction of all the
CEvd indicated silencing-related genes, being ToDCL2 the most induced gene. Subsequently, we analyzed their
Tomato transcriptional activation by SA and at the time when ToMV was inoculated on plants. ToDCL2, ToRDR1
and ToRDR2 were significantly induced by both SA and GA, whereas ToDCL1 was only induced by SA. Such
an induction resulted more effective by SA treatment, which is in agreement with the stronger SA-
induced resistance observed. Our results suggest that the observed delay in the RNA pathogen accu-

Keywords:
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Gentisic acid

mulation could be due to the pre-induction of RNA silencing-related genes by SA or GA.

© 2014 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

Higher plants can not move, and are consequently exposed to a
wide array of damaging agents, including biotic (viroids, viruses,
bacteria, fungi, insects) and abiotic (drought, salinity, heat, cold, soil
toxicity) environmental aggressions. To cope with these continuous
challenges, plants have evolved broad and efficient mechanisms to
obtain an adequate defence. One prominent defensive response of
plants against pathogen attack is the synthesis of a remarkably vast
array of low molecular weight compounds with disparate functions
in plant-pathogen interactions (Dixon, 2001).

Resistance in plants can also be induced by treatments with a
variety of abiotic and biotic elicitors that lead to the activation of
plant defence responses and consequently enhanced protection
against disease. The interest in developing agents for activating the
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plant’'s own resistance mechanisms to control diseases has
increased over the last years (Walters et al., 2005).

The simple phenolic salicylic acid (SA) plays a very important
role in plant defence, and is crucial to establish the resistance
response in many plant-pathogen interactions (Delaney et al.,
1994). In this sense, elevated levels of SA are found in many
incompatible plant-pathogen interactions but also in some
compatible ones (Baebler et al., 2011; Bellés et al.,, 1999) and
exogenous treatments with SA induce in the plant the synthesis of a
group of proteins that are collectively referred to as pathogenesis-
related (PR) proteins, many of which have antimicrobial properties
(van Loon et al., 2006). Moreover, nahG plants, which are unable to
accumulate SA, are more susceptible to pathogens (Vlot et al.,
2009). Several studies have demonstrated that exogenous treat-
ments with SA induce resistance to different pathogens in tomato
(Mandal et al., 2009; Meher et al., 2011; Shang et al., 2011; Spletzer
and Enyedi, 1999) and other plant species (Edgar et al., 2006; Saikia
et al., 2003; Wang and Liu, 2012).

Gentisic acid (GA), a metabolic derivative of SA, has been pro-
posed as a signal molecule for plant defence response in compat-
ible, non-necrotizing, interactions (Bellés et al., 1999). Interestingly,
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GA has been found to accumulate in different compatible plant-
pathogen interactions (Bellés et al., 2006, 2008), being produced
at much higher levels than other signal molecules such as SA.
Moreover, exogenous GA elicits the induction of a specific set of
pathogenesis-related proteins (PRs) which are not induced by SA
(Bellés et al., 1999, 2006; Lison et al., 2013). Additionally, NMR-
based metabolomics showed that glycosylated gentisic acid was
the most important induced metabolite of viroid-infected plants
(Lopez-Gresa et al., 2010). Unlike SA, which is conjugated to
glucose, GA is conjugated to xylose by a specific GA-xylosyl-
transferase in tomato (Fayos et al., 2006; Tarraga et al., 2010). Sal-
icylic acid has been widely related to the establishment of plant
resistance against pathogen attack. In contrast, little is known on
the possible role of gentisic acid in plant pathogen resistance.

Gene silencing is a kind of induced resistance which occurs in
plants infected with RNA pathogens. It consists of a series of
interconnected pathways that limit the synthesis, stability and
translatability of foreign or aberrant RNAs. These processes have
three stages in common: (a) presence or formation of double-
stranded RNA (dsRNA), (b) processing of this dsRNA into small
RNA fragments called sRNA, and (c) incorporation of the sRNA into
a complex that is associated specifically with the complementary
RNA target. As a result, the negative regulation of RNA target occurs,
producing the so-called gene silencing (Brodersen and Voinnet,
2006; Carr et al., 2010).

Different genes have been described to participate in the gene
silencing mechanisms. In the first stage (a), the double-stranded
RNA may be already present or may result from the copy of a
single-stranded RNA (ssRNA) into a dsRNA by an RNA-dependent
RNA polymerase (RDR or RdRP). In the second stage (b), the
dsRNA is processed into sRNAs by Dicer-like endoribonucleases
(DCL). Finally (c), the sRNA generated by DCLs are incorporated into
the AGO-RISC complex, where they will serve as a template to direct
the specific degradation of the RNA target (Brodersen and Voinnet,
2006).

RNA silencing could explain different induced-resistance phe-
nomena such as cross-protection between homologous viruses. In
this case, an infection using a mild virus strain protects the plant
against a severe strain of the same virus or a closely related one, a
mechanism that has remained unexplained for more than 75 years
(Ziebell and Carr, 2010). Similarly, RNA silencing has also been
described for viroids, which are single-stranded, circular, non-
coding RNAs that infect plants, causing devastating diseases
(Flores et al., 2005). It has been observed that the infection by
members of the two viroid families Pospiviroidae and Avsunvir-
oidae is followed by the accumulations of their corresponding
sRNAs (Navarro et al., 2012; Sano et al., 2010).

Several lines of evidence indicate a possible overlap between
RNA-silencing pathways and signal transduction pathways gov-
erned by SA. Among them, NtRdARP activity has been found to
increase in tobacco plants following SA treatment (Xie et al.,
2001). Orthologous genes of NtRDR1 have been also character-
ized in other species, such as Nicotiana glutinosa (NgRDR1),
Nicotiana benthamiana (NbRDR1m), Arabidopsis thaliana (AtRDR1),
Medicago truncatula (MtRDR1) and rice (OsRDR1), being all of
them induced by both viral infection and SA treatments (Liu et al.,
2009; Quilis et al., 2008; Yang et al., 2004; Yu et al., 2003). Be-
sides, certain viral silencing suppressor proteins also suppress
SA-mediated defence (Ji and Ding, 2001). Environmental condi-
tions (e.g., temperature) influence the induction of SA-dependent
defence responses and RNA silencing (Szittya et al., 2003; Wang
et al., 2009). Therefore, it should be considered that there are
links between RNA silencing and SA-mediated defence, although
the way these connections are established remains unclear (Carr
et al,, 2010).

Using different plant-pathogen systems we have investigated
the involvement of salicylic acid and gentisic acid in the induction
of resistance to RNA pathogens. Symptom development and path-
ogen spread was monitored, and the expression of different
silencing-related genes was also analysed along the infections and
treatments. Our results indicate that salicylic acid and gentisic acid
might play a role in plant resistance against RNA pathogens.

2. Methods
2.1. Plant material and growth conditions

Seeds from tomato (Solanum lycopersicum cv. “Rutgers”) were
surface-sterilized with 50% (v/v) bleach before use. Plants were
grown in 15-cm diameter pots containing a mixture of peat and
vermiculite mixed 1:1 (one plant per pot), and were sub-irrigated
with Hoagland solution. Plants were cultivated in a greenhouse at
a temperature of 25/30 °C (day/night) with a relative humidity
between 50 and 70% and a photoperiod of 16 h light/8 h darkness.
Four-week-old tomato plants were used in all the experiments
described in this article.

Gynura aurantiaca DC. plants were grown as previously
described (Bellés et al., 1990) from rooted cuttings in a greenhouse
at 30/24 °C (day/night), with a relative humidity between 50 and
70% and a photoperiod of 16 h light/8 h darkness.

2.2. Treatments with SA and GA

Tomato plant treatments were carried out by stem-feeding,
according to the method described by Gu et al. (2000). For that
purpose, four-week-old Rutgers tomato plants were excised with a
scalpel just above the cotyledons, and the stems were immersed in
50 ml plastic tubes containing either buffer 50 mM sodium phos-
phate pH 7.4 (control plants), 1 mM SA in phosphate buffer or 2 mM
GA, prepared in the same buffer. These concentrations were chosen
according to our previous experience since GA conjugates to a
much greater extent than SA after the corresponding treatments
(Tarraga et al, 2010). Treatments were performed in a growth
chamber at a constant temperature of 24 °C and a photoperiod of
16 h light (55—75 pmol/m?/s) and 8 h darkness. Both third and
fourth leaves from the explants were harvested at the indicated
times and immediately frozen in liquid nitrogen for RTqPCR anal-
ysis. For virus inoculation, explants were transferred to water 48 h
after the corresponding treatment, and the third leaf was then
inoculated with ToMV.

Treatments of G. aurantiaca plants were performed by spraying
plants until run-off with 1 mM SA or 2 mM gentisic acid (sodium
salt forms) supplemented with 0.05% Tween 20 (Sigma) as a wet-
ting agent. Equivalent control plants were only sprayed with 0.05%
Tween 20. Treatments were repeated three times a week during the
entire experiment.

2.3. Pathogen inoculations

Infection of Rutgers tomato plants with the Murakishi PV-0143
strain of Tomato Mosaic Virus (obtained from Leibniz Institute
DSMZ, Braunschweig, Germany) was performed with a viral extract
obtained from leaves of ToMV-infected tomato plants that were
homogenized in 10 mM sodium phosphate buffer (pH 7.2), 0.5%
sodium bisulphite, 0.5% diethyldithiocarbamic acid (1 g leaf mate-
rial in 20 mL buffer) as described (Bellés et al., 2006). Tomato ex-
plants were placed in 50-ml plastic tubes containing distilled water,
and the third leaf (numbered from cotyledons to apex) was dusted
with carborundum (particle size 0.037 mm). One millilitre of viral
extract or buffer (mock-inoculated control) was applied to the
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Fig. 1. SDS-PAGE analysis of soluble proteins from Tomato Mosaic Virus (ToMV)-infected tomato leaves. Prior inoculation, plants were pre-treated either with buffer (B), gentisic
acid (GA) or salicylic acid (SA), and leaf tissue samples were collected at the indicated days post-inoculation (dpi). Protein size markers (kDa) are indicated on the left. Arrow on the
right indicates the ToMV coat protein (CP). A) Protein profile of infected (local) leaves. B) Protein profile of systemic (distal) leaves.

dusted leaf by gently rubbing the adaxial surface with a soft camel-
hair brush. The third and fourth leaves (local and distal tissues,
respectively) were harvested separately at the indicated times, and
immediately frozen in liquid nitrogen.

Inoculation of tomato and G. aurantiaca plants with citrus exo-
cortis viroid (CEVd) was performed following the protocol
described by Bellés et al. (1990).

2.4. Protein extraction and electrophoretic analysis

Leaf tissue was harvested under liquid nitrogen and stored
at —80 °C until use. Protein extracts of tomato leaves were per-
formed by homogenization in extraction buffer (50 mM Tris—HClI,
pH 7.5, 15 mM 2-mercaptoethanol), as described in Rodrigo et al.
(1993). Proteins were separated by SDS-PAGE and stained with
Coomassie Brilliant Blue R-250 as described by Conejero and
Semancik (1977).

2.5. RNA extraction and treatment
Total RNA of tomato leaf tissue was isolated using TRIzol reagent

(Invitrogen) according to the manufacturer’s protocol. RNA was
further precipitated by adding one volume of LiCl 6 M, and then the

A

Treatments

Number of plants with symptoms

pellet was washed with LiCl 3 M and dissolved in RNase-free water.
Finally, 2 units of TURBO DNase (Ambion) were added per L RNA to
remove contaminating genomic DNA.

2.6. Quantitative RT-PCR analysis

One pg total RNA was used to obtain the corresponding cDNA
target sequences using an oligo (dT);g primer and the PrimeScript
RT reagent kit (Perfect Real Time, Takara) according to the
manufacturer’s protocol. PCR was carried out in the presence of
the double-stranded DNA-specific dye Power SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems). Amplification was monitored
in real time with the 7500 FAST Real-Time PCR System (Life
Technologies). The PCR primers used for RT-PCRs are shown in
Table S2.

2.7. Statistical analysis

The parameter used to perform the statistical analysis was the
plant “Infectivity Index”. It consists of the total number of days that
each plant presents symptoms, thus providing a measure of the
delay in the onset of symptoms. Data from a total of 122 plants
corresponding to 3 independent experiments were used to perform

B

17 22 27 32

37

Days post-inoculation

Fig. 2. Disease development in Gynura aurantiaca plants infected with CEVd. Plants were treated either with buffer, gentisic acid (GA) or salicylic acid (SA). A) Comparison of CEVd
symptoms (stunting, leaf epinasty and rugosity) in Gynura aurantiaca plants treated with buffer, GA or SA. B) Evolution of the number of Gynura aurantiaca plants showing CEVd

symptoms at the indicated days post-inoculation.



38 L. Campos et al. / Plant Physiology and Biochemistry 77 (2014) 35—43

a Kruskal—Wallis test (non-parametric test equivalent to the one-
way ANOVA).

For the gRT-PCR analysis shown in Figs. 3 and 4, a t-test analysis
was performed. Comparisons between multiple groups (SA-
treated, GA-treated and buffer-treated plants) in Fig. 5 were made
by analysis of variance (ANOVA) for each time point. A p value
<0.05 was considered significant.

The SPSS v.19 package (IBM) was used for all the statistical
analysis.

3. Results
3.1. SA and GA treatments induce resistance to ToMV in tomato

The tomato—ToMV plant—pathogen interaction has been used
to study the effect of SA and GA treatments on the plant resistance
to RNA pathogens. Along the infection, the accumulation of SA and
GA has been described to occur (Bellés et al., 1999). To study the
effect of these compounds on resistance to the virus, tomato plants
were cut and stem-fed either with SA, GA or buffer solutions for
48 h. Explants were then transferred to water and inoculated with
ToMV as described in Methods. Samples of both the inoculated
leaves (local tissues) and the immediately superior leaves (distal
tissues) were taken at different time points. As a marker of the
infection, we analyzed the accumulation of the ToMV coat protein
by SDS-PAGE.

As Fig. 1A shows, all the inoculated (local) tissues accumulated
viral coat protein at the studied times. However, plants treated with
SA seemed to have slightly lower levels of viral protein when
compared with GA-treated or control plants.

Regarding the distal samples (Fig. 1B), the coat protein appeared
to be detectable upon eight days after inoculation. At 9 dpi, a sys-
temic infection was clearly noticeable in the buffer-treated samples,
whilst the plants treated with GA and SA presented significantly

lower levels of the viral protein, therefore indicating a systemic
resistance of tomato plants to ToMV induced by GA and SA. Finally,
a slight difference can be observed after 10 dpi between the GA-
induced resistance and the resistance mediated by SA, the last
one being the most effective.

These results indicate that SA or GA treatments induce systemic
resistance to ToMV in tomato plants.

3.2. SA and GA treatments induce a delay in the appearance of
CEVd symptoms in G. aurantiaca

It has been reported that G. aurantiaca plants infected with
Citrus exocortis viroid (CEVd) accumulate GA and SA (Bellés et al.,
2006). To study whether the SA- or GA-induced resistance also
took place in this systemic RNA-based infection, G. aurantiaca
plants were sprayed either with these compounds or buffer solu-
tions, and then inoculated with CEVd. Treatments were repeated
throughout the experiment, as described in Methods.

A follow-up of the onset of symptoms was carried out by
observing the appearance of leaf epinasty and reduced growth
during the development of the infection. As shown in Fig. 2, plants
treated with GA or SA presented a delay in the onset of symptoms
with respect to control plants treated with buffer. Similarly to what
was found for the viral infection in tomato, the resistance induced
by SA was more effective than that promoted by GA.

To check the statistical significance of the differences shown in
Fig. 2, we used the “Infectivity Index” of the plant as a measure of
the delay in the onset of symptoms. This parameter consists of the
total number of days that each plant presents symptoms, in such a
way that the smaller this number is, the higher the delay would be
in the appearance of symptoms. Infectivity indexes from the plants
corresponding to 3 independent experiments were used to perform
a statistical analysis (see Methods). We observed statistically sig-
nificant differences (p-value = 0.018) among the infectivity indexes
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Fig. 3. Expression levels of tomato DCL1, DCL2, DCL4, RDR1, RDR2 and RDR6 genes in ToMV-infected tomato plants determined by real-time qRT-PCR analysis. Values were first
normalized to the actin expression level and then made relative to the mRNA amount in the control, which refers to non-infected plants. Three biological repetitions were carried
out. Expression levels are expressed as means +/— standard errors. A t-test analysis was performed. Asterisks (*) indicate statistical significance with p value < 0.05. Double asterisks

(**) indicate statistical significance with p value < 0.01.
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for Control, GA and SA treated plants (Supplementary Data
Table S1A). Comparing the groups in pairs (Control-GA and Control-
SA), the differences were statistically significant (p-value = 0.046
and p-value = 0.008, respectively), thus indicating that both
treatments provoke a significant delay in the onset of symptoms
with respect to the control plants treated with buffer. There was not
significant difference between the infectivity index of the GA and
SA treated plants (p-value = 0.403) plants (Supplementary Data
Table S1B). Therefore, these results indicate that both SA and GA
treatments induce resistance to CEVd in plants of G. aurantiaca in a
similar way.

3.3. Tomato genes involved in gene silencing are induced by ToMV
and CEVd

To study the molecular basis of the observed resistance to RNA
pathogens, we considered to test the induction by SA or GA of gene
silencing related genes, in tomato. So we decided to look for the
tomato DCL, AGO and RDR genes and study their pattern of in-
duction by virus and viroid infections. Based on the corresponding
sequences of A. thaliana and using the Blast tool of Solgenomics
database (http://solgenomics.net/tools/blast/index.pl) we found
the tomato orthologues of the AtDCL1, AtDCL2, AtDCL4, AtRDR1,
AtRDR2 and AtRDR6 genes (Supplementary Data Table S2). To test
the correct assignment of the tomato sequences with the RDRs and
the DCLs described in A. thaliana, we performed a phylogenetic tree
from sequence alignments for each group of genes (See Supple-
mentary Data, Fig. S1). The different RDRs and DCLs proposed for
tomato matched precisely to those described in Arabidopsis.
Moreover, the tomato sequence orthologous to the Arabidopsis
RDR1 turned out to be the so-called RdRp, described by Schiebel
et al. (1998). All these data confirmed the alignment-based
correspondences.

To verify the possible involvement of these candidate sequences
in tomato RNA gene silencing, we tested their expression upon
CEVd and ToMV infection. For virus infection, real-time-
quantitative PCR was performed for tomato RDR and DCL se-
quences, using RNAs from ToMV-infected tomato plants taken 7
days after the inoculation, as well as their corresponding unin-
fected controls (see Methods). We observed a statistically signifi-
cant induction of all the silencing-related genes as a consequence of
the asymptomatic virus infection, with the exception of the RNA-
dependent RNA polymerase ToRDR2, which displayed only a mi-
nor increase in its expression which resulted to be non-significant
(Fig. 3). ToMV infection provoked the strongest induction on
ToDCL2, reaching levels up to 40 times higher than those found in
control plants.

To track the expression pattern of these genes for a RNA path-
ogen of a different nature, tomato seedlings were inoculated with
citrus exocortis viroid (CEVd). A systemic infection was clearly
established twenty days after the inoculation, whose symptoms
consisted of leaf epinasty and reduced growth. At that stage, we
carried out RT-qPCR analyses for the indicated silencing-related
genes from CEVd-infected tomato plants and their corresponding
controls. Fig. 4 shows that CEVd infection significantly induced all
these genes, with the exception of the ToORDR6 polymerase, whose
expression was barely higher and statistically non-significant as
compared to control plants. Unlike what happened in viral infec-
tion, the induction of ToDCL4 appeared to be the most prominent in
viroid-infected plants.

3.4. Tomato genes involved in gene silencing are induced by GA and
SA treatments

In an attempt to explain the increased resistance to virus found
in tomato plants treated with SA and GA, we considered to study
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Fig. 5. Expression levels of silencing-related genes in tomato plants treated either with buffer, gentisic acid (GA) or salicylic acid (SA). The mRNA levels of the pathogenesis-related
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expressed as means +/— standard errors. Comparisons between multiple groups (SA-, GA- and buffer-treated plants) were performed by analysis of variance (ANOVA) for each time

point. The same letter indicates that there are no significant differences (p value < 0.05).

the effect of these signal molecules in the expression of tomato
DCLs and RDRs. For that purpose, we performed the tomato stem
feeding treatments, either with SA, GA or buffer, collecting tissue
samples at different time points: 0, 4, 8, 12, 24 and 48 h of incu-
bation. These samples were analyzed by RT-qPCR with specific
primers of the tomato silencing related genes. We used the in-
duction of tomato Pathogenesis-Related PR1 and P23 genes as
positive control of the treatments with SA and GA, respectively
(Fig. 5A) (Bellés et al., 1999).

As TFig. 5B shows, SA treatment significantly induced the
expression of both ToDCL1 and ToDCL2 endonucleases, showing a

maximum at 12 h and 8 h, respectively. Treatment with GA treat-
ment resulted in a statistically significant induction of ToDCL2, with
a maximum at 4 h. Therefore, the induction of ToDCL2 by GA
seemed to be faster than the effect caused by SA, although less
intense. A slight induction of the three tomato DCLs was observed
in the buffer-treated plants, which might be due to the wound
produced by the stem feeding treatment. On the other hand, a
strong and significant repression of ToDCL4 was detected upon
treatments with SA or GA.

As far as the tomato RDR polymerases are concerned (Fig. 5C),
ToRDR1 and ToRDR2 were found to be strongly induced by SA,
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displaying a maximum at 8 and 12 h of treatment, respectively.
Interestingly treatment with SA produced a 100-fold increase in the
expression of ToRDR1 (also known as RdARP). On the other hand, we
could detect a significant induction of ToRDR1 and ToRDR2 by GA
after 4 h of treatment. Similarly to what was observed for ToDCL4,
no induction of ToRDR6 was detected upon SA or GA treatments.
Again, we observed a slight induction of the three RDRs in the
control plants, which could be due to the wound caused by the
treatment. Similarly to what was found for ToDCL4, a repression of
ToRDR6 was observed in the plants treated with SA or GA.

These results indicate that the observed GA or SA induced
resistance could be related with the induction of the genes involved
in the gene silencing response in tomato. The greater efficiency of
the SA-induced resistance correlates with the stronger SA induction
of the DCLs and RDRs, with respect to the effect produced by GA.

4. Discussion

An increased resistance to ToMV has been found in tomato
plants treated with SA or GA. Besides, G. aurantiaca plants sprayed
with SA or GA also present a delay in the onset of symptoms of
CEVd infection. Both pathogens are RNA-based, and the accumu-
lation of SA and GA has been described to occur in both plant-
pathogen systemic interactions (Bellés et al., 1999).

It is well known that SA plays a very important role in plant
defence signalling (Vlot et al., 2009). Moreover, a number of studies
have demonstrated that exogenous treatments with SA induce
resistance to different pathogens in different species (Edgar et al.,
2006; Mandal et al., 2009; Meher et al., 2011; Saikia et al., 2003;
Shang et al.,, 2011; Spletzer and Enyedi, 1999; Wang and Liu,
2012). Studies with different plant-pathogen systems establishing
a compatible, non-necrotizing interaction, have reported a signifi-
cant accumulation of gentisic acid (GA) in infected plants (Bellés
et al., 1999, 2006; Lopez-Gresa et al., 2010). Furthermore, exoge-
nous applications of this compound induce defensive responses
different than those mediated by salicylic acid (SA). Therefore,
gentisic acid has emerged as a signalling molecule additional to
salicylic acid in compatible infections (Bellés et al., 1999). In this
paper, we have demonstrated that treatments with GA can also
induce resistance to RNA pathogens, in a similar way as its meta-
bolic precursor SA.

It is commonly admitted that the SA-induced resistance is due in
part to the induction of PR proteins (Bowles, 1990;
Hammerschmidt, 2009; Van Loon and Van Strien, 1999). Many
PRs have antibacterial or antifungal activity (Van Loon and Van
Strien, 1999), however none of the described PR proteins seems
to have antiviral activity (Cutt et al., 1989; Linthorst et al., 1989).
Related to this, it has been described that the induced tomato
resistance to different RNA viruses caused by treatments with jas-
monic acid and SA, seems not to be related with PR proteins (Shang
et al., 2011). Therefore, it is of great interest to explore the molec-
ular basis of the observed SA and GA induced plant resistance by
considering the induction of genes not related with defence against
herbivores, fungi or bacteria, but specifically targeted to pathogens
based on RNA, such as viruses and viroids.

To this respect, RNA silencing is a powerful defence mechanism
against RNA pathogens, with a great specificity and adaptability
(Ding and Voinnet, 2007). Moreover, there are several lines of ev-
idence indicating that there is some kind of cross-talk between
defences mediated by SA and the RNA silencing in various species,
such as tobacco, A. thaliana or N. benthamiana (Carr et al., 2010; Xie
et al., 2001; Yang et al., 2004; Yu et al., 2003). Therefore we decided
to study the involvement of SA and GA in the regulation of the
silencing-related genes implicated in the observed resistance to
RNA pathogens.

A search in the Sol Genomics Network database allowed us to
obtain the tomato orthologous sequences of AtDCL1, AtDCL2,
AtDCL4, AtRDR1, AtRDR2 and AtRDR6 which perfectly matched to
the genes that have been very recently described (Bai et al., 2012).
The expression of DCL endonucleases has been reported to be
activated as a result of virus or viroid infections (Carr et al., 2010).
On the other hand, the RDRs have also been implicated in viral and
viroidal silencing. Therefore, we tested whether the expression of
the tomato RDR and DCL genes that we found was altered as a result
of a viral or viroidal infection.

In ToMV-infected tomato plants, we have observed an induction
of all the analyzed genes with the exception of ToRDR2, being
ToDCL2 the most prominently induced gene.

In A. thaliana, genetic studies have revealed the hierarchical
access of DCL4 and DCL2 to viral dsRNA. DCL4 is the primary sensor
of viral dsRNAs and produces 21 nt vsiRNAs, the most abundant size
class in infected tissues. DCL2 acts as a DCL4 surrogate to generate
22 nt vsiRNAs (Deleris et al., 2006; Llave, 2010). However, we have
observed that ToDCL2 is induced by ToMV in a greater extend that
ToDCIL4. In accordance to our results, a significant induction of the
DCL2 gene has been reported in tomato upon Pepino mosaic virus
(PepMV) infection, being the induction of DCL4 by PepMV much
less pronounced (Hanssen et al., 2011). The authors claim that such
an induction of DCL2 could be indicative of the presence of a virus-
encoded silencing suppressor that could be interfering with DCL4
activity. Finally, although DCL1 is a minor contributor to vsiRNA
formation in plants infected with RNA viruses (Llave, 2010), DCL1 is
thought to excise hairpin-like structures from primary transcripts
in dsDNA-Cauliflower mosaic virus-infected plants, thereby facili-
tating access by the other DCLs (Moissiard and Voinnet, 2006). In
accordance to this, we have also observed a slight induction of DCL1
in tomato by ToMV.

On the other hand, numerous studies indicate that the RDRs are
involved in antiviral silencing, since plants that present alterations
in the activity of these proteins show an increased susceptibility to
RNA and DNA viruses. Although they may act in a complementary
and coordinated manner, it seems that the RDRs display specific
sensitivities to different viruses (Llave, 2010). This could explain the
fact that ToRDR1 and tomato ToRDR6 were induced by ToMV, while
ToRDR2 was not altered. The induction of RDR1 by virus has been
described in other plant-virus systems such as A. thaliana infected
with the crucifer-infecting Tobacco Mosaic Virus (TMV-cg) (Yu
et al,, 2003). Similar results have been reported in tobacco plants
infected either with Tobacco Mosaic Virus (TMV) (Xie et al., 2001),
with Plum Pox Virus (Alamillo et al., 2006) or with Tomato Ring
Spot Virus (Jovel et al., 2011). Accordingly, to what has been
described in tomato plants infected with PepMV (Hanssen et al.,
2011), we have observed a slight up-regulation of ToRDR6 in to-
mato plants infected by ToMV.

Concerning the viroid infection, we have observed an induction
of all the analyzed genes in tomato, with the exception of ToRDR6,
being the induction of ToDCL4 the most outstanding.

The endonuclease DCL1 has been implicated in the cleavage of
RNA molecules derived from DNA viruses and also in the formation
of microRNAs (Brodersen and Voinnet, 2006). Since viroids are RNA
molecules, the observed DCL1 induction could be related to the
accumulation of microRNAs acting on plant mRNAs. Therefore, this
induction is in accordance with the hypothesis, supported by many
authors, that the viroid-activated silencing would be part of the
viroid disease itself more than a plant defence mechanism (Gomez
et al., 2008; Markarian et al., 2004; Martinez et al., 2010; Matousek
et al., 2007; Navarro et al., 2012; Papaefthimiou et al., 2001; Wang
et al., 2004). To our best knowledge, the induction patterns of DCL2
and DCL4 by viroid infection have not been studied so far, although
their activities on viroid RNA particles are supposed to occurred
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since the accumulation of VdsRNAs have been described several
times (Navarro et al., 2009).

The ToRDR1 viroid induction has also been described in tomato
plants infected by Potato Spindle Viroid (Schiebel et al., 1998).
Although we have observed no induction ToRDR6 by viroid, RDR6
has been involved in the induction of viroid symptoms in plants of
N. benthamiana infected with Hop Stunt Viroid (HSVd) (Gomez
et al., 2008) or by the Potato Spindle Tuber Viroid (PSTVd) (Di
Serio et al., 2010). Finally, some authors have proposed that RDR2,
which we have observed to be induced by CEVd in tomato, could be
implicated in the recognition of (+) viroid RNAs (Navarro et al.,
20009).

Our results on the induction pattern of the tomato orthologous
silencing-related sequences upon viral and viroid infection
confirmed the possible involvement of these genes in RNA silencing
mechanisms. Consequently, we analyzed the transcriptional in-
duction of the tomato silencing-related genes by SA and GA, in
order to explain the previously observed induced resistance.

As mentioned above, there are different lines of evidence that
correlate the SA-induced response and RNA silencing (Carr et al.,
2010). Among these, it has been described that RDR1 is induced
as a consequence of SA treatments in different plant species (Liu
et al., 2009; Quilis et al., 2008; Xie et al., 2001; Yang et al., 2004;
Yu et al., 2003). Our results are added to those already described,
since they indicate that ToRDR1 is induced as a result of exogenous
SA treatments in tomato. Similarly, ToDCL1, ToDCL2 and ToRDR2 are
also induced by SA treatments, which further reinforce the rela-
tionship between SA-induced response and RNA silencing.

Exogenous GA treatments were also found to induce RNA
silencing-related genes in tomato, such as ToRDR1 and DCL2,
although their effect appeared to be weaker. The involvement of
gentisic acid in gene silencing could explain the increased gene
expression and activity of RDR1 in systemic infections caused by a
compatible strain of TMV (Xie et al., 2001), although the accumu-
lation of SA does not occur in these plants (Malamy et al., 1990).

In addition, our results seem to indicate that wounding could be
activating some tomato DCLs and RDRs. Accordingly, evidences that
correlate wound response and gene silencing have been reported.
For instance, RdR1 has been found to mediate the resistance of
Nicotiana attenuata to herbivore attack in nature (Pandey and
Baldwin, 2007), and DCL2 and DCL4 are proposed to participate
in the anti-herbivore defences (Bozorov et al., 2012). On the other
hand, we have observed a repression of ToDCL4 and ToRDR6 upon
treatment with SA and GA, when compared with buffer-treated
plants. This could be due to an antagonistic effect of the SA or GA
treatments on the wounding response. The antagonism between SA
and jasmonic acid, which is the signal molecule implicated in the
wound response, has been well established in the literature
(reviewed in Thaler et al., 2012; Derksen et al., 2013).

In summary, we have observed that both SA and GA treatments
induce resistance to different RNA pathogens and activate RNA
silencing-related genes in tomato. Treatments involving stronger
induction of these genes correlated with the stronger resistance.
Besides, we have found that shorter GA and SA treatments, which
are insufficient to produce an effective accumulation of PR proteins
(Matsuoka and Ohashi, 1986) produce a delay in virus accumulation
(see Supplementary Figure S2). Therefore, our results suggest that
the observed induced resistance could be due to the induction of
RNA silencing mechanisms, thus reinforcing the connections be-
tween gene silencing and plant pathogen defence.
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Hydroxycinnamic acid amides (HCAA) are secondary me-
tabolites involved in plant development and defense that
have been widely reported throughout the plant kingdom.
These phenolics show antioxidant, antiviral, antibacterial,
and antifungal activities. Hydroxycinnamoyl-CoA :tyramine
N-hydroxycinnamoyl transferase (THT) is the key enzyme
in HCAA synthesis and is induced in response to pathogen
infection, wounding, or elicitor treatments, preceding HCAA
accumulation. We have engineered transgenic tomato plants
overexpressing tomato THT. These plants displayed an en-
hanced THT gene expression in leaves as compared with
wild type (WT) plants. Consequently, leaves of THT-over-
expressing plants showed a higher constitutive accumula-
tion of the amide coumaroyltyramine (CT). Similar results
were found in flowers and fruits. Moreover, feruloyltyra-
mine (FT) also accumulated in these tissues, being present
at higher levels in transgenic plants. Accumulation of CT,
FT and octopamine, and noradrenaline HCAA in response
to Pseudomonas syringae pv. tomato infection was higher in
transgenic plants than in the WT plants. Transgenic plants
showed an enhanced resistance to the bacterial infection.
In addition, this HCAA accumulation was accompanied by
an increase in salicylic acid levels and pathogenesis-related
gene induction. Taken together, these results suggest that
HCAA may play an important role in the defense of to-
mato plants against P. syringae infection.

Hydroxycinnamic acid amides (HCAA) are low molecular-
weight phenolic compounds that have been found in a wide
range of plant families (Martin-Tanguy et al. 1978). They are
formed by the condensation of hydroxycinnamic acids, such as
p-coumaric (4-hydroxycinnamic acid) and ferulic (4-hydroxy-
3-methoxycinnamic acid) acids, with different amines. Among
these, polyamines such as putrescine and spermidine or the
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B-phenylethylamine-alkaloids tyramine (2-[4-hydroxyphenyl]
ethylamine) and octopamine (2-hydroxy-2-[4-hydroxyphenyl]
ethylamine) have been shown to form part of HCAA (Facchini
et al. 2002; Strack 1997). The presence of HCAA has been
reported throughout the plant kingdom, usually as main phe-
nolic constituents of flowers, seeds, and pollen grains (Bottcher
et al. 2008; Handrick et al. 2010; Luo et al. 2009). These phe-
nolic compounds, showing strong antioxidant and chemo-
therapeutic effects, are often considered as nutraceuticals
(Kawashima et al. 1998; Nagatsu et al. 2000; Park and Schoene
2002; Roh et al. 2004; Zhang et al. 1997), and they represent
an important class of bioactive compounds with antiviral, anti-
bacterial, antifungal, and insecticidal activities (Grandmaison
et al. 1993; Lee et al. 2004; Tebayashi et al. 2007).

HCAA play an important role in plant defense, and their
synthesis is induced in response to various stresses, including
pathogen infection, wounding, or elicitor treatments, in differ-
ent plant tissues (Hahlbrock and Scheel 1989; Keller et al.
1996; Pearce et al. 1998; Schmidt et al. 1998; Newman et al.
2001). They have been particularly described in solanaceous
plants (Clarke 1982; Keller et al. 1996; Negrel and Javelle
1997). In this respect, tomato plants challenged with the bacte-
rial pathogen Pseudomonas syringae pv. tomato have been
reported to synthesize p-coumaroyloctopamine and p-couma-
roylnoradrenaline in response to infection (von Roepenack-
Lahaye et al. 2003).

Two major roles have been proposed for HCAA in plant de-
fense. On the one hand, they can be incorporated into the plant
cell wall in order to strengthen it against microbial degrada-
tion. Some studies have reported that HCAA of tyramine are
synthesized in the cytosol and are transported into the cell wall
through a peroxidase-mediated process in response to wound-
ing or pathogen challenge (Clarke 1982; Negrel and Lherminier
1987; Hagel and Facchini 2005). The accumulation of HCAA
together with other cell wall-bound phenolics creates a barrier
against pathogens either by reducing the digestibility of the cell
wall, by directly inhibiting the growth of fungal hyphae, or both
(Grandmaison et al. 1993).

On the other hand, HCAA can act directly as antimicrobial
agents. For instance, coumaroyltyramine (CT) and feruloylty-
ramine (FT), which accumulate in pepper plants infected with
the bacterial pathogen Xanthomonas campestris, display anti-
bacterial activity in vitro (Newman et al. 2001). In addition,
FT isolated from allium roots has been reported to present
antifungal activity (Fattorusso et al. 1999). Moreover, it has
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been found that inoculation of tomato cv. Rutgers with Pseu-
domonas syringae pv. tomato led to the accumulation of CT
and FT as well as dopamine HCAA (coumaroyldopamine and
feruloyldopamine) upon bacterial infection. Interestingly, the
HCAA of dopamine showed a notable bactericidal action. This
HCAA accumulation was accompanied by a rapid and sharp
induction of salicylic acid (SA) (Zacarés et al. 2007). This
compound has been described as an important intermediary
signal in the activation of certain plant defense responses to
biotic and abiotic stress agents (Delaney et al. 1994). The accu-
mulation of SA in the plant induces the synthesis of patho-
genesis-related (PR) proteins, such as PR-1 (Tornero et al.
1997; van Loon et al. 2006).

Hydroxycinnamoyl-CoA:tyramine N-hydroxycinnamoyl
transferase (THT; EC 2.3.1.110) is the key regulatory enzyme
responsible for the synthesis of HCAA (Facchini et al. 2002;
Negrel and Javelle 1997; Negrel and Martin 1984; Schmidt et al.
1999) and is induced in response to elicitor treatment, wound-
ing, and pathogens (Negrel et al. 1993; Schmidt et al. 1998;
Villegas and Brodelius 1990). This suggests a general role for
THT in plant defense responses. The enzyme was first isolated
from tobacco (Negrel and Martin 1984) and has been purified
from other species, such as potato, tobacco, and opium poppy. In
order to establish the specificity for different acceptors, purified
enzymes have been characterized and wide substrate specificity
has been reported for all of them (Hohlfeld et al. 1996; Negrel
and Javelle 1997; Yu and Facchini 1999). It is generally assumed
that THT displays the highest affinity to tyramine, followed by
octopamine and dopamine. In tomato, THT is encoded by a
multigene family. Four different tomato 7HT homologs have
been identified, one being fomTHTI-3, which is highly ex-
pressed upon Pseudomonas syringae pv. tomato infection (von
Roepenack-Lahaye et al. 2003).

In order to study the role of THT in HCAA biosynthesis,
transgenic plants overexpressing the 7THT gene had been engi-
neered previously. Transgenic tobacco lines with an increase in
THT activity showed high levels of CT and FT in leaves in
response to wounding (Hagel and Facchini 2005). Also, over-
expression of the pepper THT gene in rice increased HCAA
content upon exogenous tyramine application (Lee et al. 2007).
These authors proposed that the absence of HCAA accumula-
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tion in healthy or untreated transgenic plants may be due to
possible amine substrate limitation. Therefore, it could be inter-
esting to transform species presenting higher basal levels of
amines. That is the case in tomato, which contains constitu-
tively elevated levels of tyramine and serotonin (Feldman and
Lee 1985; Kang et al. 2009).

Thus, in the present study, we have generated transgenic to-
mato plants (Solanum lycopersicum) overexpressing the tomato
THTI-3 gene. We have extensively characterized these plants
by analyzing the accumulation of HCAA in the different tis-
sues and studying their response to infection by Pseudomonas
syringae pv. tomato.

RESULTS

Generation and selection
of transgenic tomato plants overexpressing THT.

To study the biological function of the HCAA accumulation,
transgenic tomato plants expressing the rtomTHTI-3 gene un-
der the control of the constitutive double Cauliflower mosaic
virus (CaMV) 35S promoter were generated. To this purpose,
wild-type (WT) tomato (S. [ycopersicum cv. Moneymaker)
plants were transformed with the binary vector pBI-THT via
Agrobacterium tumefaciens (discussed below). Different inde-
pendent transgenic lines were regenerated in vitro in the pres-
ence of kanamycin. Plants from all these lines were first assayed
for B-glucuronidase (GUS) activity and were then tested by
reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) for
neomycin phosphotransferase II (Npt II) and THT gene ex-
pression. Lines 3, 4, and 7 displayed the highest levels of THT
mRNA, presented positive GUS activity, and all of them accu-
mulated Npr II mRNA. These lines were selected for further
studies.

THT gene expression and HCAA accumulation
in transgenic tomato leaves.

Transgenic lines 3, 4, and 7 were analyzed to accurately ob-
tain the level of THT mRNA accumulation. For this purpose,
tomato leaves from both THT transgenic lines and WT plants
were used to perform quantitative RT-PCR, using specific pri-
mers for the tomato THT gene. All the transgenic lines ana-
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Fig. 1. Tyramine N-hydroxycinnamoy! transferase (THT) gene expression and hydroxycinnamic acid amides content in leaves of THT transgenic tomato
plants. A, Quantitative reverse transcription-polymerase chain rection analysis of THT mRNA accumulation in leaves from different transgenic tomato lines
(3, 4, and 7), and wild-type (WT) plants. The Elongation Factor I alpha (eEF1¢) gene was used as endogenous reference. B, Accumulation of coumaroyl-
tyramine (CT) in leaves from the plants shown in A, analyzed by ultra-performance liquid chromatographic-photodiode array-Micromass quadrupole-time-
of-flight. Results correspond to means + standard error of three independent plants from a representative experiment. A t-test analysis was performed with
the data coming from three independent experiments. Asterisks (*) indicate statistical significance with P value <0.05 with respect to WT plants. Double
asterisks (**) indicate statistical significance with P value <0.01 with respect to WT plants.
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lyzed presented higher constitutive THT gene expression when
compared with the parental plants (Fig. 1A). The THT gene-
expression levels largely varied among the different transgenic
lines, with line 4 showing the lowest levels of THT mRNA ac-
cumulation and line 7 the highest ones. In fact, THT gene ex-
pression in line 7 was approximately 12-fold higher than that
observed in WT plants.

In order to study the correlation between THT gene expres-
sion and HCAA accumulation in the different lines, leaves
from control and THT-transgenic tomato plants were subjected
to ultra-performance liquid chromatographic-photodiode array
(UPLC-PDA)-Micromass quadrupole-time-of-flight (Q-TOF)
analysis to measure the HCAA content (discussed below). Pre-
vious studies reported that HCAA of tyramine accumulated to
high levels in tomato in response to various stresses, such as
wounding or pathogen infection (Pearce et al. 1998; Zacar¢s et
al. 2007). Among them, we have detected the constitutive
accumulation of amides formed by tyramine with ferulic or
coumaric acids in noninfected transgenic tomato plants. Al-
though FT was barely detectable (data not shown), all the
transgenic lines presented CT levels higher than those found in
WT plants (Fig. 1B). These CT accumulation levels correlated
well with the observed THT mRNA levels (Fig. 1A). Line 7
presented the highest levels of CT accumulation, containing up
to 10 times the content found in WT plants. Statistical analysis
showed that the differences observed in the three lines with
respect to WT plants were statistically significant, with lines 3
and 7 exhibiting the highest levels. Therefore, these two inde-
pendent lines were selected for further assays.

THT gene expression and HCAA accumulation
in flowers of transgenic tomato plants.

To better characterize the overexpressing transgenic plants,
we used quantitative RT-PCR to analyze the THT mRNA accu-
mulation in flowers at the anthesis stage for transgenic tomato
and WT plants. As shown in Figure 2A, both transgenic lines
constitutively expressed elevated THT mRNA levels. In line 7,
THT mRNA levels were around threefold higher than those
observed in WT flowers. On the other hand, to determine
whether the THT expression levels in flowers were correlated

Flower THT expression

Flower CT accumulation

with HCAA accumulation, flowers at the anthesis stage from
WT and transgenic tomato plants were subjected to UPLC-
PDA-Micromass Q-TOF analysis (discussed below). Unlike
what was found in leaves, accumulation of both CT and FT
was detected in tomato flowers. The level of CT was quite
similar in transgenic and WT flowers, showing no statistical
differences. However, the accumulation of FT was signifi-
cantly higher in both transgenic lines as compared with WT
plants. Line 7 presented FT levels up to fourfold higher than
the levels detected in WT flowers.

THT gene expression and HCAA accumulation
in fruits of transgenic tomato.

In a manner similar to that previously described for leaves
and flowers, we tested both constitutive THT gene expression
and HCAA accumulation in WT and transgenic tomato fruits.
First, mature (red) fruits from transgenic tomato lines and WT
plants were analyzed by quantitative RT-PCR, using specific
primers for tomato THT gene expression. As observed in
leaves and flowers, the level of THT gene expression in trans-
genic fruits was higher (approximately sixfold in line 7) than
that observed in the WT fruits (Fig. 3A).

HCAA levels were also examined in WT and transgenic to-
mato fruits. For this analysis, mature fruits from transgenic to-
mato and WT plants were collected and processed as described
below. Samples were then subjected to UPLC-PDA-Micromass
Q-TOF analysis to measure the content of HCAA. Similar to
observations in flowers, levels of CT and FT were higher in
transgenic plants than in the WT (Fig. 3B). While CT levels
were significantly higher for both analyzed transgenic lines,
differences in FT levels were only significant for line 7. In this
line, both CT and FT levels were fourfold higher than those
observed in the WT plants. The increase in HCAA content in
fruits of THT transgenic tomato plants correlates with the high
levels observed in flowers.

HCAA accumulation

in Pseudomonas syringae—infected transgenic tomato plants.
Previous studies have reported the induction of THT 1-3 in

tomato plants upon P. syringae infection, thus indicating a pos-
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Fig. 2. Tyramine N-hydroxycinnamoyl transferase (THT) gene expression and hydroxycinnamic acid amides (HCAA) content in flowers of THT transgenic
tomato plants. A, Quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction analysis of THT mRNA accumulation in flowers harvested from the flower
stalk at the anthesis stage from wild-type (WT) plants and transgenic lines THT-3 and THT-7. The Elongation Factor | alpha (eEF1¢) gene was used as en-
dogenous reference. B, Accumulation of coumaroyltyramine (CT) and feruloyltyramine (FT) in flowers from the plants shown in A, analyzed by ultra-per-
formance liquid chromatographic-photodiode array-Micromass quadrupole-time-of-flight. Results correspond to means + standard error of three independent
plants from a representative experiment. A z-test analysis was performed with the data coming from three independent experiments. Asterisks (* or **)
indicate statistical significance with P values <0.05 or <0.01 with respect to WT plants.
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sible role for this gene in plant defense (von Roepenack-
Lahaye et al. 2003). Moreover, it has been reported that ‘Rut-
gers’ tomato leaves infected with Pseudomonas syringae pv.
tomato showed a rapid THT activation, followed by HCAA
accumulation (Lépez-Gresa et al. 2011; Zacarés et al. 2007).
In order to analyze the HCAA accumulation upon a virulent
P. syringae infection, time-course studies were performed on
WT and THT tomato plants. As described below, infected
and mock-inoculated leaves from WT and THT tomato plants
were harvested at 0, 24 and 48 h after P. syringae infiltration.
Results of the time-course analysis for CT and FT accumula-
tion in leaves from THT and WT tomato plants upon P. syrin-

Fruit THT expression

Fruit CT accumulation

gue challenge are presented in Figure 4. As a general
overview, all plants displayed enhanced levels of CT and FT
along the compatible infection, both amides increasing in a
time-dependent manner. The absolute levels of these metabo-
lites differed substantially depending on HCAA, the highest
values corresponding to CT. Lines 3 and 7 displayed higher
HCAA levels as compared with WT plants. Differences be-
tween line 3 and WT plants were statistically significant for
CT levels at both 24 and 48 h postinoculation (hpi) and for
FT levels at 48 hpi. Line 7 presented significantly higher val-
ues of both CT and FT at 24 and 48 h after the bacterial in-
oculation. In this line, the accumulation of tyramine HCAA
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Fig. 3. Tyramine N-hydroxycinnamoyl transferase (THT) gene expression and hydroxycinnamic acid amides (HCAA) content in fruits of THT transgenic
tomato plants. A, Quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction analysis of 7HT mRNA accumulation in mature fruits from wild-type (WT)
plants and transgenic lines THT-3 and THT-7. The Elongation Factor I alpha (eEF1a) gene was used as endogenous reference. B, Accumulation of couma-
royltyramine (CT) and feruloyltyramine (FT) in mature fruits from the plants shown in A, analyzed by ultra-performance liquid chromatographic-photodiode
array-Micromass quadrupole-time-of-flight. Results correspond to means * standard error of three independent plants from a representative experiment. A #-
test analysis was performed with the data coming from three independent experiments. Asterisks (* or **) indicate statistical significance with P values
<0.05 or <0.01with respect to WT plants.

CT accumulation FT accumulation

A 2000 B 400
OwT OwT
1600 F-{OTHT-3 b OTHT-3
B THT-7 . 300 [ |mTHT7 [
] sl - .
2 =200 R
o o
1 e | £
= c
L TN || S
F I | |
0 Bl 0 il
mock inf mock inf mock inf mock inf mock inf mock inf
0 24 48 0 24 48

Hours postinfection Hours postinfection

Fig. 4. Hydroxycinnamic acid amides (HCAA) accumulation in leaves from tyramine N-hydroxycinnamoy! transferase (THT) transgenic tomato plants upon
infection with Pseudomonas syringae pv. tomato. A, Levels of coumaroyltyramine (CT) and B, feruloyltyramine (FT) in infected (inf) and mock-inoculated
(mock) leaves from wild-type (WT) plants and transgenic lines THT-3 and THT-7 at 0, 24, and 48 h after P. syringae pv. tomato infiltration. Samples were
analyzed by ultra-performance liquid chromatographic-photodiode array-Micromass quadrupole-time-of-flight. Results correspond to means + standard error
of three independent plants from a representative experiment. A t-test analysis was performed with the data coming from three independent experiments. Sta-
tistical significance is shown for infected transgenic plants with respect to infected WT plants. Asterisks (* or **) indicate statistical significance with P val-
ues <().05 or <0.01with respect to WT plants.
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upon bacterial infection was approximately twofold higher
when compared with that observed in WT plants. CT and FT
levels showed a slight increase in the mock-inoculated ones,
probably as a consequence of the wounding produced by the
inoculation method.

We have also detected the accumulation of HCAA of octo-
pamine and noradrenaline in the transgenic tomato plants
infected with P. syringae. This is in agreement with our previ-
ous results (Lopez-Gresa et al. 2011), in which the same amides
were found to accumulate in ‘Rutgers’ tomato leaves at 24 and
48 h after bacterial infiltration. Figure 5 shows our results of
coumaroyloctopamine (CO), feruloyloctopamine (FO), couma-
roylnoradrenaline (CNA), and feruloylnoradrenaline (FNA)
accumulation in leaves from THT and WT tomato plants 48 h
after P. syringae challenge. We observed that plants from line
3 exhibited statistical differences in the content of FO when
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compared with WT plants. Differences were statistically sig-
nificant for all the amides (CO, FO, CNA, and FNA) in line 7.
In these plants, the accumulation of these HCAA was approxi-
mately threefold higher upon Pseudomonas syringae infection
as compared with that observed in WT plants. In contrast with
HCAA of tyramine, HCAA of octopamine and noradrenaline
were not detected in mock-inoculated leaves during 48-h ex-
periments.

Resistance in P. syringae—infected transgenic tomato plants.

To investigate the effect of THT overexpression and the con-
sequent high accumulation of HCAA in plant defense, we
studied the response of transgenic tomato plants to infection
with the bacterial pathogen P. syringae pv. tomato. To test bac-
terial growth, WT and transgenic tomato plants were infiltrated
with P. syringae and were harvested at 24 and 48 hpi (dis-
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Fig. 5. Accumulation of hydroxycinnamic acid amides (HCAA) of octopamine and noradrenaline in tyramine N-hydroxycinnamoyl transferase (THT) trans-
genic tomato plants upon infection with Pseudomonas syringae pv. tomato. A, Levels of coumaroyloctopamine (CO) and feruloyloctopamine (FO) in leaves
from wild-type (WT) plants and transgenic lines THT-3 and THT-7 at 48 h after P. syringae pv. tomato infiltration. B, Levels of coumaroylnoradrenaline
(CNA) and feruloylnoradrenaline (FNA) in leaves from WT plants and transgenic line THT-3 and THT-7 tomato plants at 48 h after P. syringae pv. tomato
infiltration. Samples were analyzed by ultra-performance liquid chromatographic-photodiode array-Micromass quadrupole-time-of-flight. Results corre-
spond to means + standard error of three independent plants from a representative experiment. A r-test analysis was performed with the data coming from
three independent experiments. Asterisks (* or *¥) indicate statistical significance with P value <0.05 or <0.01with respect to WT plants.
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cussed below). Results of the time-course analysis correspond-
ing to bacterial growth in leaves from transgenic (THT-3 and
THT-7) and WT tomato plants upon P. syringae challenge are
presented in Figure 6. Bacterial growth was significantly re-
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Fig. 6. Growth of Pseudomonas syringae pv. tomato on leaves of tyramine
N-hydroxycinnamoyl transferase (THT) transgenic tomato plants. Leaf
colony-forming units (CFU) of bacteria were measured in wild-type (WT)
plants and transgenic lines THT-3 and THT-7. Bacterial growth was meas-
ured 24 and 48 h after inoculation. Results correspond to means + standard
error of five independent plants from a representative experiment. A ¢-test
analysis was performed with the data coming from three independent experi-
ments. Asterisks (*) indicate statistical significance with a P value <0.05
with respect to WT plants.
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duced in both transgenic lines with respect to the control
plants at 48 hpi. For line 7, a 32% decrease was observed in
the number of colony-forming units (CFU) as compared with
WT plants at 48 hpi. Comparison of bacterial growth between
lines 3 and 7 reveals a dosage effect, thus correlating resis-
tance with HCAA accumulation (Figs. 4 and 5). Concerning
the symptoms, we observed the appearance of necrosis and
chlorosis in the infected leaves, without clear macroscopic dif-
ferences between WT and transgenic infected plants.

SA accumulation and PR-1 gene induction
in P. syringae—infected transgenic tomato plants.

It is generally admitted that SA plays a central role in plant
defense (Dempsey et al. 1999; Métraux and Raskin 1993). Pre-
vious studies reported that ‘Rutgers’ tomato plants infected
with P. syringae produced a rapid and sharp increase of SA
after bacterial inoculation (Bellés et al. 1999). In order to test
whether the resistance induced by THT overexpression might
be related to signaling, we followed SA levels in transgenic
and WT plants along the course of infection with P. syringae
(Fig. 7A). We observed no significant differences in SA levels
between WT and transgenic lines at 24 hpi. Nevertheless, at 48
hpi, both transgenic lines presented significantly higher levels
of SA when compared with the levels detected in the WT
plants. This is in accordance with the results shown here, in
which significant differences in bacterial growth occurred at
48 hpi between transgenic lines and WT. Among them, SA lev-
els in line 7 were threefold higher in P. syringae—inoculated
plants as compared with the corresponding WT plants.

Since SA is a major regulator of PR protein gene induction,
total RNA was isolated at different timepoints after the onset
of bacterial infiltration and was subjected to quantitative RT-
PCR analysis in order to determine the expression levels of
PR-1 mRNA (Fig. 7B). Correlating with the observed SA
accumulation, the expression of PR-I increased as a conse-
quence of the infection, being higher in both THT lines. Ex-
pression of the PR-1 gene was approximately 1.5-fold higher
in line 7 when compared with that observed in WT plants at 48
hpi, a statistically significant difference.
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Fig. 7. Accumulation of salicylic acid and expression of PR-/ gene in tyramine N-hydroxycinnamoyl transferase (THT) transgenic tomato plants upon
infection with Pseudomonas syringae pv. tomato. A, Levels of salicylic acid (SA) in infected (inf) and mock-inoculated (mock) third and fourth leaves from
wild-type (WT) plants and transgenic lines THT-3 and THT-7 harvested at (), 24, and 48 h after P. syringae pv. tomato infiltration. B, Quantitative reverse
transcription-polymerase chain reaction analysis of PR-1 gene in infected and mock inoculated leaves from the plants shown in A. Results correspond to
means * standard error of three independent plants from a representative experiment. A f-test analysis was performed with the data coming from three
independent experiments. Statistical significance is shown for infected transgenic plants with respect to infected WT plants. Asterisks (*) indicate statistical
significance with a P value <(.05 with respect to WT plants.
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DISCUSSION

THT is the key enzyme in HCAA synthesis, catalyzing the
condensation of hydroxycinnamic acids with different amines.
The resulting amides have been described as an important
class of bioactive compounds with antiviral, antibacterial, anti-
fungal, and insecticidal activities (Grandmaison et al. 1993;
Lee et al. 2004; Tebayashi et al. 2007). In addition, THT in-
duction and the consequent HCAA accumulation occurs upon
pathogen infection or wounding, all pointing to their role in
plant defense (Grandmaison et al. 1993; Hahlbrock and Scheel
1989; Keller et al. 1996; Lee et al. 2004; Newman et al. 2001;
Pearce et al. 1998; Schmidt et al. 1998; Tebayashi et al. 2007).
In this study, to better understand the biological function of
this accumulation, we generated and characterized transgenic
tomato plants overexpressing THT. In addition, we studied
their response to the bacterial pathogen P. syringae pv. tomato
as compared with the response displayed by the WT plants.

Several overexpressing THT transgenic tomato lines have
been generated, showing abundant THT gene expression levels
in the leaves. Specifically, the best line presented a THT
mRNA accumulation approximately 12-fold higher than the
WT levels. This overexpression was directly coupled with a
high HCAA accumulation. This line showed the highest CT
accumulation as well, reaching levels 10-fold higher than that
observed in the WT plants.

The accumulation of tyramine derivatives, such as CT and
FT, has been previously reported in transgenic 7HT-overex-
pressing plants obtained in different species. For instance,
transgenic tobacco plants overexpressing THT have been re-
ported to rapidly accumulate FT and CT in response to wound-
ing (Hagel and Facchini 2005). In these plants, HCAA levels
were higher in THT wounded leaves when compared with
those observed in the WT plants. Unlike our results in tomato,
no constitutive HCAA accumulation was detected in trans-
genic THT tobacco leaves. Related to this, transgenic rice lines
overexpressing a THT gene from pepper have been obtained
(Lee et al. 2007). Similarly to what was observed in tobacco,
CT and FT contents were barely detectable when analyzing
transgenic 10-day-old rice shoots. However, leaves of these
seedlings supplemented with tyramine produced five times
more CT and FT relative to those grown in its absence, show-
ing transgenic leaves with the highest CT and FT contents. The
correlation between CT and FT levels and the presence of tyra-
mine also indicate a limited tyramine pool in rice plants.

Interestingly, we have observed that CT constitutively accu-
mulated in leaves of transgenic tomato plants overexpressing
THT, indicating that tyramine content is high enough in this
species, as described by Ly and associates (2008), and does not
play a substrate rate—limiting role in HCAA synthesis. Basal
levels of tyramine of WT and THT transgenic tomato plants
were measured and no clear differences were observed (data
not shown). Constitutive HCAA accumulation was also de-
scribed in transgenic tomato plants overexpressing SHT, an
enzyme implicated in HCAA synthesis that accepts serotonin
with the highest substrate affinity (Kang et al. 2009). These
authors have described HCAA accumulation in transgenic
SHT tomato plants upon wounding. We have also observed a
significantly enhanced accumulation of CT in wounded THT
transgenic tomato leaves when compared with the WT, while FT
levels remained practically unchanged (Supplementary Fig. S1).

We further characterized the transgenic tomato plants by
studying THT gene expression in flowers. Similar to what was
observed in the leaves, flowers showed an increase in THT
mRNA accumulation as compared with the WT plants. In con-
trast to what was observed in leaves, both amides CT and FT
were detected in flowers. The level of CT was quite similar,

whereas the accumulation of FT was fourfold higher in flow-
ers from transgenic line 7 compared with WT. In accordance
with the results observed in leaves, the presence of high levels
of tyramine HCAA in flowers was coupled with enhanced lev-
els of THT expression. Interestingly, the levels of HCAA of ty-
ramine (CT and FT) in flowers of this line were approximately
12-fold higher than the levels detected in the leaves.

Similar to our observations, pepper flowers have been re-
ported to accumulate high levels of HCAA. In addition, flow-
ers proved to be the organs with the highest levels of tyramine
in pepper, thus indicating that HCAA levels correlated with
those of the amine substrates (Kang and Back 2006). In accord-
ance with this, the higher levels of HCAA that we observed in
transgenic tomato flowers may be due to the basal content of
tyramine present in these organs. This HCAA accumulation
suggests an important function for these compounds, acting as
antimicrobial defense against pathogens, reinforcing the cell
wall during anthesis, or controlling sexual organogenesis
(Hahlbrock and Scheel 1989; Martin-Tanguy et al. 1987;
Negrel and Lherminier 1987; Liyama et al. 1994).

THT gene expression was also tested in mature (red) tomato
fruits from transgenic plants, showing approximately sixfold
higher levels in transgenic fruits in line 7 compared with WT.
This elevated THT expression was accompanied by a higher
FT and CT content. A high HCAA accumulation in fruits has
been proposed to contribute to the defense response. In this
respect, Kang and associates (2010) have recently reported the
accumulation of the HCAA caffeoylserotonin (CaS) in pepper
fruits challenged with the anthracnose fungus Colletotrichum
gloeosporoides. These authors suggested that CaS, which is
induced by pathogen infection and exhibits antifungal activity,
plays a key role in pepper plant defense. In agreement with
these results, the overaccumulation of CT and FT found in
THT tomato fruits may act as a constitutive defense against
possible infections. In fact, CT and FT have been long impli-
cated in plant defense against pathogen attack, and several
studies showed that their synthesis in plants is activated in re-
sponse to infection by fungi, viruses, or bacteria. For instance,
potato plants infected with Phytophthora infestans have been
reported to increase the synthesis of CT and FT (Keller et al.
1996) and FT biosynthesis was induced in tobacco upon
Tobacco mosaic virus infection (Negrel and Jeandet 1987).

In order to study the response of THT-overexpressing plants
to pathogen attack, transgenic tomato plants were infected
with the bacterial pathogen Pseudomonas syringae pv. tomato.
We observed that CT and FT accumulated in a time-dependent
manner along the course of infection, the highest values corre-
sponding to CT. The accumulation of CT and FT was up to
twofold higher in P. syringae—inoculated transgenic plants
from line 7 compared with the corresponding infected WT
plants. In addition, accumulation of other HCAA of octopa-
mine (CO and FO) and noradrenaline (CNA and FNA) was
also detected, with levels approximately threefold higher in
infected transgenic tomato plants from line 7 as compared with
WT. Hence, THT transgenic tomato plants overaccumulated
HCAA upon P. syringae infection.

We have previously reported the accumulation of HCAA of
tyramine, octopamine, and noradrenaline in tomato leaves
after bacterial infiltration. Interestingly, feruloylnoradrenaline
displays a very outstanding antioxidant activity, indicating that
it may be a component of the tomato chemical defense re-
sponse against pathogens (Lopez-Gresa et al. 2011; Zacarés et
al. 2007). Thus, supporting the idea that HCAA overaccumula-
tion may lead to an enhanced resistance to pathogens.

To investigate this possibility, we studied the response of
THT tomato plants to the bacterial pathogen P. syringae pv. to-
mato. It is worth noting that bacterial growth was significantly
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reduced in transgenic plants 48 hpi. To our knowledge, this is
the first report indicating that transgenic plants overexpressing
THT exhibit resistance to bacteria. Our results suggest that this
enhanced resistance is most probably due to HCAA overaccu-
mulation, Comparison of two independent transgenic lines re-
veals a dosage effect, thus reinforcing the idea that HCAA lev-
els correlate with inhibition of bacterial growth. This is in
accordance with the previously described relationship between
HCAA accumulation and expression of resistance, since
HCAA levels in pepper and tomato subjected to incompatible
interactions were higher as compared with the corresponding
compatible ones (Newman et al. 2001; von Roepenack-Lahaye
et al. 2003). HCAA levels detected in our infected THT over-
expressing lines are comparable, and even higher, than the
concentration found in the incompatible interactions described
in tomato by von Roepenack-Lahaye and associates (2003).

In Arabidopsis thaliana, AtACT catalyzes the last reaction in
HCAA biosynthesis. In response to Alternaria brassicicola
challenge, AfACT transcripts rapidly increased and HCAA accu-
mulation of agmatine and putrescine was detected in rosette
leaves (Muroi et al. 2009). Interestingly, an Arabidopsis AtACT
mutant showed enhanced susceptibility to the pathogenic fun-
gus, indicating that HCAA accumulation is a part of the effec-
tive defense mechanisms of Arabidopsis thaliana. On the other
hand, overexpression of AfACT in transgenic torenia (Toreniua
hybrida) plants resulted in HCAA accumulation accompanied
by an enhanced resistance against the necrotrophic fungus Bo-
trytis cinerea (Muroi et al. 2012). Our present results further
support the relationship between these amides and resistance.

SA plays a central role in plant defense signaling and it has
been reported to accumulate in tomato plants upon challenge
with P. syringae (Bellés et al. 1999; Dempsey et al. 1999).
Thus, levels of SA were measured in THT transgenic and WT
plants infected with P. syringae. SA levels were approximately
threefold higher in THT plants from line 7. Considering that
SA is a major regulator of PR gene induction (van Loon et al.
2006), the expression level of PR-1 was also tested at different
timepoints after the onset of bacterial infiltration. We have ob-
served that levels of PR-1 increased along the course of the in-
fection, being higher in THT plants as than WT plants. These
results correlated well with the SA accumulation levels observed
in the THT overexpressing plants.

HCAA promote resistance by creating a barrier against patho-
gens or directly acting as antimicrobial agents (Clarke 1982,
Fattorusso et al. 1999; Negrel and Martin 1984; Newman et al.
2001). Our results show that the accumulation of these com-
pounds is accompanied by the SA synthesis, leading to the
activation of plant defense. It is increasingly admitted that phe-
nolamides have to be regarded also as metabolic intermediates
rather than just final products (Bassard et al. 2010). Further ex-
periments to test whether exogenous HCAA application could
activate the plant defense system in order to prevent possible
infections would be of particular interest.

To summarize, this study shows that transgenic tomato
plants overexpressing THT display enhanced THT gene ex-
pression levels in leaf tissue coupled with a constitutive CT
overaccumulation. The same was observed when analyzing
transgenic flowers and fruits, and FT was also found to accu-
mulate constitutively in these tissues. In addition, the accumu-
lation of these two amides, together with CO, FO, CNA, and
FNA, was higher in Pseudomonas-infected THT tomato plants
as compared with WT plants. This increase in HCAA content
in the transgenic tomato plants was accompanied by increased
SA levels and PR gene induction. Finally, THT transgenic to-
mato plants showed enhanced resistance against P. syringae
infection, suggesting a defensive role for HCAA in this inter-
action. The present study highlights the value of these engi-
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neered transgenic plants as a tool to provide new evidence of
the HCAA role in this and further plant-pathogen interactions.

MATERIALS AND METHODS

Vector construction and tomato transformation.

The full-length cDNA of tomTHTI-3 (von Roepenack-
Lahaye et al. 2003) was amplified by RT-PCR, using total
RNA obtained from tomato leaves infected by the bacterial
pathogen Pscudomonas syringae pv. tomato. Primers used
were 5-CCGGATCCTCTAGAATGGCTCCTGCTCTTGAA
CA-3’ as the forward primer and 5-CCGGATCCCTAACAGC
TCCCTTTCGCCGT-3’ as the reverse primer, both oligonucleo-
tides containing the BamHI restriction site. The resulting PCR
product (THT) was cloned into the pGEM-T Easy vector
(Stratagene, La Jolla, CA, U.S.A.) and was sequenced. The
generation of the binary vector for plant transformation was
carried out in two steps. First, the DNA band obtained by diges-
tion of pGEM-THT with the restriction enzyme BamHI was
cloned into a pBluescript modified vector containing a double
region of the Cauliflower mosaic virus 35S and a nos termina-
tion sequence. Then, the [2XCaMV35S::THT::nos] cassette
was released by digestion with the restriction enzyme HindIIl
and was inserted into pBI121 vector. This vector carries the
neomycin phosphotransferase gene (NPTII) as a transgenic
selectable marker. The final construction (pBI-THT) was used
to transform Agrobacterium tumefaciens LBA4404. This Agro-
bacterium tumefaciens was then used for coculture with
tomato (Lycopersicon esculentum cv. Moneymaker) cotyle-
dons. Explant preparation, selection, and regeneration followed
the methods described by Ellul and associates (2003). Trans-
formation frequencies were around 15%. Transformants were
selected in kanamycin-containing medium and were propa-
gated in soil, for obtaining T; seeds. WT tomato seeds used in
all the studies came from in vitro-regenerated plants, which
were obtained in parallel with the transgenic plants.

GUS activity.

For the histochemical detection of GUS activity, fresh tissue
samples were infiltrated under vacuum for 25 min in a solution
containing 0.5 mg of X-Gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolyl glu-
curonide) and 0.1% Triton X-100 in 50 mM phosphate buffer
at pH 7.2, and were incubated at 37°C for 10 to 16 h. Tissue
samples were then destained with successive washes of 70%
ethanol.

Plant material and treatments.

Seeds from tomato (Lycopersicum esculentum cv. Money-
maker, Tm2?, pto), and transgenic tomato plants overexpress-
ing the THT gene were used in this study. Tomato ‘Money-
maker’ seeds were provided by J. D. G. Jones (John Innes
Centre, Norwich, U.K.). The Tm2? gene confers resistance to
Tomato mosaic virus. These plants lack the Pto resistance gene
that recognizes the AvrPto effector from Pseudomonas syrin-
gae pv. tomato DC3000, and therefore, they are susceptible to
this pathogen.

Plants (one per pot) were grown under standard greenhouse
conditions at a temperature range from 20 to 25°C, with al6-h
light and 8-h dark photoperiod and a relative humidity of 50 to
70%, in 12-cm diameter pots containing a 1:1 mixture of peat
(Biolan, Kauttua, Finland) and vermiculite. The pots were sub-
irrigated once a day with a nutrient Hoagland solution (Bellés
et al. 2006; Naranjo et al. 2003).

Three different types of tissue were analyzed for ‘Money-
maker’ control and T, THT transgenic tomato plants: leaves,
flowers, and fruits. For leaf tissues, the third and fourth leaves
from 4-week-old tomato plants at the five- to six-leaf stage



were harvested. Flowers were harvested from the flower stalk
in the anthesis stage. Tomato fruits were collected when ripe
(red). Each fruit was washed and cut, and seeds and placentas
were removed, so that the tissue sample consisted of the fleshy
part of the fruit (mesocarp and endocarp).

Wounding treatments were performed with 4-week-old
plants by crushing the third and fourth compound leaves per
plant with forceps, according to Lison and associates (2000).
Samples were collected 24 h after wounding.

Plant material was harvested in liquid nitrogen at the indi-
cated timepoints and were immediately reduced to a fine pow-
der with mortar and pestle or stored frozen at —80°C.

Bacterial inoculation and CFU determination.

The third and fourth leaves from 4-week-old tomato plants
(‘Moneymaker’ pto control and T, THT transgenic plants)
were infected with a bacterial suspension of Pseudomonas sy-
ringae pv. tomato DC3000 AavrPto (provided by S. Giménez,
Centro Nacional de Biotecnologia, Madrid). There was no
AvrPto-Pto—mediated gene-for-gene interaction; consequently,
a compatible interaction was established.

Bacteria were grown overnight at 28°C in 20-ml petri dishes
with King’s B agar medium supplemented with 100 ul of rifam-
picin (50 mg/ml). Then, bacterial colonies were transferred to
15 ml of King’s B medium and were grown overnight at 28°C.
Bacteria were pelleted by centrifugation and were resuspended
in 10 mM MgCl, to an optical density of 0.1 at 600 nm. Dilu-
tion plating was used to determine the final inoculum concen-
tration, which averaged 1 x 10° CFU/ml. One hundred micro-
liters of this bacterial suspension were injected into the abaxial
side of each leaflet with a 1-ml sterilized plastic syringe with-
out a needle, as described by Collinge and associates (1987).
Equivalent control leaflets were mock-inoculated with a sterile
solution of 10 mM MgCl,.

For determining in planta bacterial growth, three leaf disks
(1 cm? each) from the bacteria-infiltrated leaves were excised
from each plant, from a total of five plants per line and per
time, at the appropriate timepoints (24 and 48 h after inocula-
tion, adapted from Coego and associates [2005]). Then, the
three leaf disks were macerated in 10 mM MgCl, in order to
obtain the density of the bacterial populations, determined by
plating serial dilutions and counting the CFU on King’s B me-
dium supplemented with rifampicin.

RNA extraction and quantitative RT-PCR analysis.

Total RNA of tomato tissues was isolated using TRIzol re-
agent (Invitrogen, Carlsbad, CA, U.S.A.) according to the
manufacturer’s protocol. After extraction, RNA was further
precipitated by adding one volume of 6 M LiCl, and then, the
pellet was washed with 3 M LiCl and dissolved in RNase-free
water. Finally, 2 U of TURBO DNase (Ambion, Austin, TX,
U.S.A.) were added per microliter of RNA to remove contami-
nating genomic DNA. Quantitative RT-PCR analysis was per-
formed as previously described by Campos and associates
(2014). One microgram of total RNA was used to obtain the
corresponding cDNA target sequences, using an oligo(dT) g
primer and the PrimeScript RT reagent kit (Perfect Real Time,
Takara Bio Inc, Otsu, Shiga, Japan) according to the manufac-
turer’s protocol. Quantitative PCR was carried out in the pres-
ence of the double-stranded DNA-specific dye Power SYBR
Green PCR master mix (Applied Biosystems, Foster City, CA,
U.S.A)), and amplification was monitored in real time with the
7500 FAST Real-Time PCR system (Life Technologies). A
housekeeping gene transcript, Elongation Factor 1 alpha
(eEF1o), was used as endogenous reference. The PCR primers
were designed using the pcrEfficiency software (Mallona et al.
2011) (Supplementary Table S1).

Extraction procedure and
UPLC-PDA-micromass Q-TOF analysis of HCAA.

Extraction of methanol-soluble HCAA from tomato leaves,
flowers, and fruits was done according to Lopez-Gresa and
associates (2011). An aliquot of 0.5 g of frozen powdered tis-
sue from each sample was transferred to a mortar and was
homogenized with 1.5 ml of methanol. The extraction mixture
was vortexed for 1 min, and was then sonicated for 10 min and
centrifuged at 14,000 x g for 15 min. The pellet was resus-
pended in 0.5 ml of methanol, and the same steps were repeated
as above. Both supernatants (total volume 2 ml) were trans-
ferred to 5-ml glass tubes and were dried under a flow of nitro-
gen at 40°C. The residue was dissolved in 300 pl of methanol
and were filtered through 13-mm Nylon 0.45 pm Minispike
filters (Waters Corp., Milford, MA, U.S.A.). The solvent was
evaporated and the residue dissolved again in 200 pl of metha-
nol. All steps of the extraction were performed under dark con-
ditions to avoid cis/trans light-induced isomerization of phe-
nylpropanoid double bonds (Muhlenbeck et al. 1996).

A 5-ul aliquot from the final 200-pl sample was analyzed by
UPLC-mass spectrometry (MS) using an ACQUITY UPLC-
PDA system coupled to a Q-ToF Micromass spectrometer
(Waters Corp.). Separation was performed on an Acquity BEH
C18 column (2.1 mm x 150 mm i.d., 1.7 wm). The mobile
phase consisted of formic acid/ultrapure water (1:1,000
vol/vol; phase A) and formic acid/acetonitrile (1:1,000 vol/vol;
phase B). Gradient conditions were as follows: 95 to 90% A in
14 min, 90 to 80% A in 15 min, 80 to 65% A in 10 min, 65 to
57% A in 1 min, 57 to 0% A in 1 min, held at 100% B for 3
min, returned to 95% A in 1 min, and equilibrated for 4 min
before the next injection. The flow rate was 0.4 ml/min. The
column and sample temperatures were kept at 40 and 4°C, re-
spectively. UV spectra were acquired between 210 and 600 nm
with a 1.2-nm resolution and 20 points per second sampling
rate. MS analysis was performed by electrospray ionization in
negative mode. The mass spectrometer was calibrated with so-
dium formate (10 ng/ul in 90:10 propan-2-ol/water). Analysis
conditions were as follows: capillary voltage, 3.0 kV; cone
voltage, 45 eV; desolvation temperature, 300°C; source tem-
perature, 120°C; cone gas flow, 50 liters/h; desolvation gas
flow, 500 liters/h; collision energy,5 eV. MS data were ac-
quired in centroid mode in the mass-to-charge ratio scan range
100 to 1,500 with a scan time of 0.52 s and an interscan time
of 0.1 s. Leu-enkephalin was used as the lockmass using a Lock-
Spray exact mass ionization source. All data were acquired
using Masslynx NT4.1 software (Waters Corp.). HCAA were
quantified using synthesized HCAA as standard. HCAA syn-
thesis was performed as described by Zacarés and associates
(2007) and Lopez-Gresa and associates (2011).

Extraction and HPLC analysis of SA.

Extraction of SA from tomato leaflets was done according
to previously published protocols (Bellés et al. 2008). Briefly,
leaves (0.3 to 0.5 g fresh weight of tissue) were ground with a
pestle in a mortar using liquid nitrogen and were then homoge-
nized in 1.5 ml of methanol. The extracts were vortexed vigor-
ously, were sonicated for 10 min, and were then centrifuged at
14,000 x g for 15 min. The pellet was resuspended in 0.5 ml of
methanol, and the same steps were repeated as above. The su-
pernatant (2 ml) was divided in two halves and was dried un-
der nitrogen at 40°C using 5-ml glass tubes. One half was dis-
solved in 1 ml of 0.1 M sodium acetate (pH 4.5), while the
other half was dissolved in 1 ml of 0.1 M sodium acetate (pH
4.5) containing 10 U/mg of almond B-glucosidase (EC
3.2.1.21) (14.3 U/mg; Fluka, Buchs, Switzerland), for hydroly-
sis experiments. Samples were incubated at 37°C for 3 h, and
then, to stop the reaction, perchloric acid (70%) was added to
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all of them until a final concentration of 5%. The supernatant
was extracted with 2.5 ml of 1:1 cyclopentane/ethyl acetate
using 5-ml glass tubes, and the organic upper phase was col-
lected and dried at 40°C under a flow of nitrogen. The pellet
was resuspended in 300 pl of methanol and was filtered through
13-mm nylon 0.45 um Minispike filters (Waters Corp.).

Aliquots (30 ul) were injected with a Waters 717 autosampler
into a reverse-phase Sun Fire 5-pm C18 (4.6 by 150 mm; Waters
Corp.) column equilibrated in 1% acetic acid. Eluents were 1%
acetic acid (eluent A) and methanol (eluent B). A linear gradi-
ent starting with 100% eluent A and 0% eluent B and ending
with 0% eluent A and 100% eluent B was applied over 20 min
at a flow rate of 1 ml/min. After washing the column with
100% methanol for 10 min, the initial conditions were applied
again, and the column was allowed to equilibrate with 1% ace-
tic acid for 10 min, with a total run time of 40 min. The oven
temperature was 30°C. Free and total SA (the sum of free SA
and its conjugated glucoside, SAG) was detected with a 470
Waters fluorescence detector (A excitation 313 nm; A emission
405 nm). SA was quantified with the Waters Millennium??
software using authentic SA as standard. Data were corrected
for losses in the extraction procedure, and recovery of metabo-
lites ranged between 50 and 80%.

Statistical analysis.

Results shown in Figures 1 to 5 and 7 correspond to means
+ standard error of three independent plants from a representa-
tive experiment. For the statistical analysis, data coming from
three independent growth experiments were used, which corre-
sponds to a total of nine individuals (three from each experi-
ment). For the bacterial growth analysis shown in Figure 6,
five individual plants per time were inoculated, and the corre-
sponding statistical analysis was performed for a total of 15
individuals.

Comparison between WT and each transgenic line were per-
formed by a r-test analysis, using Excel from Microsoft’s Office
Suite. A P value < 0.05 was considered as significant. The P
values coming from the #-test analysis are presented in Supple-
mentary Table S2.
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