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Resumen

En la resistencia basal de Arabidopsis thaliana (Arabidopsis) frente a
patdgenos biotrofos hay una sefal fundamental: el acido salicilico (SA). Pese
a la importancia de esta molécula en plantas, todavia se desconocen muchos
pasos importantes en esta ruta.

El uso de mutantes que presentan alguna alteracién en la ruta de sefalizacién
del SA puede ser una herramienta util para estudiar esta ruta.

A partir de un rastreo genético en Arabidopsis, hemos identificado catorce
grupos de complementacion que no responden al SA.

El presente trabajo consiste en continuar la caracterizacion de uno de estos
mutantes, nrb2. nrb2 estd definido por seis alelos, y sus fenotipos
relacionados con el SA no muestran gran diferencia respecto a otros
mutantes encontrados previamente, excepto en que nrb2 es ligeramente
intermedio. Respecto a la genética, su mapeo y segregacion indica que esta
causado por un minimo de dos mutaciones y un maximo de tres. Este trabajo
consiste en encontrar los genes responsables del fenotipo nrb2, y cual es la
relacién entre estos. Para ello, hemos secuenciado los genes candidatos en
los alelos.

Ademas estudiamos la segregacidon de un cruce entre nrb2 x Col-0 con el
objetivo de establecer un modelo genético que muestre la relacién existente
entre los genes responsables.

Es importante destacar que la seleccién de los mutantes se ha efectuado en
base al menor crecimiento que produce la respuesta al SA en plantas
silvestres, por lo que cabe la posibilidad de que alguno de los mutantes
crezca de forma normal en presencia de SA pero produzca defensas en
respuesta al SA. Si bien es poco probable (hasta ahora ninguna de las plantas
analizadas separa estos dos fenotipos), un genotipo que se comportase asi
tendria un alto valor biotecnoldgico.
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Abstract

In the basal resistance of Arabidopsis thaliana (Arabidopsis) against
biotrophic pathogens, salicylic acid (SA) signaling is essential. Despite the
importance of this molecule in plants, several important steps in the SA
pathway are still unknown.

Mutants impaired in the SA pathway are a useful tool to study this pathway.

From a genetic screening in Arabidopsis, we have identified fourteen
complementation groups that do not respond to SA.

The present work consists in continue the characterization of one of these
mutants, nrb2. nrb2 is defined by six alleles and their phenotypes associated
with the SA show no major differences from others previously found, except
that nrb2 is slightly intermediate. Genetics, mapping and segregation, all
together, indicate that the nrb2 phenotype is caused by a minimum of two
and a maximum of three mutations. The aim of this work is to find the genes
responsible of the nrb2 phenotype, and the relationship between them. With
this purpose, we have sequenced the alleles of the candidate genes.

Moreover, the segregation from a cross between nrb2 and Col-0 has been
assessed, in order to propose a genetic model that describes the relationship
between the responsible genes.

It is important to note that the selection of the mutants has been based on
the slower growth caused by the SA in wild plants. For this reason, the
possibility of finding a mutant with normal growth in presence of SA, but that
produces defences in response to it shouldn’t be discarded, although this fact
would be very strange (none of the plants assessed present these two
phenotypes separated). This genotype would have an enormous
biotechnological value.
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LISTA DE ABREVIATURAS.
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1. INTRODUCCION.

1.1. Interaccion planta patégeno.

Las plantas, como el resto de seres vivos, estdn expuestas a cambios
continuos en el ambiente que las rodea, que alteran su estado de salud y
ponen en riesgo su supervivencia. Debido a esto necesitan una serie de
mecanismos de defensa adecuados. Los cambios a los que estan sometidas
se pueden clasificar en dos grupos segun su naturaleza: Bidticos (ocasionados
por las interacciones con otros seres vivos) y abidticos (provocados por las
caracteristicas fisico-quimicas del ecosistema).

Las plantas son organismos sésiles, inmoviles, por lo que no pueden escapar
de los distintos estreses a los que estdn sometidas, ademas carecen de
células inmunoldgicas especializadas por lo que no pueden generar
anticuerpos. Pese a esto, las plantas han desarrollado diversos mecanismos
de defensa enormemente eficaces y complejos que les permiten responder
en cada situacion de la forma mas adecuada (Jones y Takemoto., 2004). A la
vez, entre la planta y el patdgeno existe una coevolucion.

Los patdgenos pueden clasificarse segun el tipo de interaccidon que tienen con
las plantas en biotrofos, necrotrofos y hemibiotrofos (Dangl y Jones., 2001).
Los patdgenos biotrofos son aquellos que invaden la planta y se alimentan de
células metabdlicamente activas. Los patdégenos necrotrofos, por otro lado,
se alimentan de tejido muerto, para ello provocan la muerte de la célula
hospedadora, normalmente mediante la produccion de toxinas.
Los patdgenos hemibiotrofos presentan dos fases en su interaccidon con la
planta. Una primera fase conocida como fase silenciosa en la que viven de
forma latente en la planta. Cuando se alcanza una masa critica de patégenos
se desencadena la segunda fase en la que el patégeno se comporta como un
necrotofo, es decir, provoca la muerte de la célula hospedadora y se nutre de
tejido muerto (Glazebrook., 2005).

Se conoce como patogénesis el proceso de infeccidon, colonizacién y
reproduccion del patégeno en la planta, causandole algin detrimento en
alguna o en todas de estas fases. Para que se produzca esto, el patégeno
debe penetrar en la planta y esto puedo hacerlo a través de heridas o por
aberturas naturales (estomas). Una vez dentro debe superar una serie de
mecanismos de defensa de las plantas. Lo primero que deben solventar los
patdgenos son las llamadas defensas constitutivas de la planta, que son un
conjunto de barreras fisicas y quimicas que dificultan la entrada del patégeno
y proporcionan una resistencia inespecifica (Heath., 2000). Ejemplos de estas
defensas son la cuticula, la pared celular (Hickelhoven., 2007) y también
compuestos bioquimicos, por ejemplo metabolitos secundarios.



Si el patdgeno consigue atravesar las defensas constitutivas, las siguientes
barreras con las que se va a encontrar son las defensas inducidas. Las plantas
son capaces de distinguir entre las sefiales propias y las generadas por algun
patégeno. Incluso pueden distinguir las sefiales generadas por algun
patégeno de las generadas por otro organismo no patogénico. Esta capacidad
les permite activar las defensas inducidas rapidamente. Dentro de la
respuesta inmune inducida se pueden diferenciar dos niveles de
reconocimiento del patégeno. La primera respuesta activa de la planta se
produce gracias al reconocimiento de unos patrones moleculares asociados a
patégenos, denominados PAMPs (Pathogen-associated molecular patterns).
Estos patrones son moléculas muy conservadas propias de un conjunto
amplio de microorganismos y esenciales para su ciclo vital (Segonzac y
Zipfel., 2011). Los PAMPs son reconocidos por medio de unos receptores de
reconocimiento de patrones conocidos como PRRs (Pattern Recognition
Receptors). El reconocimiento de estos patrones induce la denominada
inmunidad activada por PAMPs o PTI (PAMP triggered immunity) (Jones y
Dangl., 2006).

No se han identificado muchos PRRs en plantas pero los que se han
identificado son proteinas transmembrana que presentan una gran afinidad y
especificidad por un determinado PAMP pudiendo llegar a detectarlo a
concentraciones muy bajas (Boller y He., 2009; Segonzac y Zipfel., 2011).
La importancia de la PTI ha sido comprobada porque por un lado las plantas
que carecen de algunos de los PRRs identificados presentan susceptibilidad a
determinados patdgenos y por otra parte se ha visto que para los patdégenos
es totalmente indispensable superar la PTI para continuar con la infeccion
(Zipfel., 2004; Segonzac y Zipfel., 2011).

Los patdgenos han desarrollado estrategias que les permiten alterar las
funciones celulares y asi superar la PTI. Principalmente lo hacen mediante la
secrecidn de unas moléculas conocidas como efectores. Los efectores poseen
actividades enzimaticas que les permiten modificar ciertas proteinas del
hospedador, para aumentar asi la virulencia del patdégeno y evitar su
reconocimiento por parte del receptor. Esta respuesta de los patdégenos se
conoce como susceptibilidad activada por efectores o ETS (Effector triggered
suceptibility) (Jones y Dangl., 2006).

El otro sistema de reconocimiento de la inmunidad inducida es la denominada
inmunidad activada por efectores o ETI (Effector Triggered Immunity). Este
sistema se basa en el reconocimiento directo o indirecto de efectores, gracias
a las proteinas codificadas por los genes de resistencia (R) (Jones y Dangl.,
2006). El reconocimiento mediado por los genes R también se conoce como
modelo de interaccién gen a gen y postula que la planta conseguira bloquear
el ataque del patdgeno siempre y cuando la planta posea un gen R y el
patdgeno un gen de avirulencia (Avr) (Flor., 1971). Cualquier otra



combinacidon dara lugar a una reaccidn de susceptibilidad. Este tipo de
resistencia suele ser inestable, ya que estd condicionada a la presencia de
ambos genes. Debido a esto, en determinadas situaciones los patégenos
consiguen superar la ETI, ya sea dando lugar a nuevos efectores o
modificando los ya existentes para que no sean reconocidos por los genes R
(de Wit., 2007). Teniendo en cuenta esto se puede afirmar que tanto planta
como patdgeno mantienen una constante coevolucién. En la figura 1.1 se
muestra el denominado modelo de “zig-zag”, donde se presentan las distintas
etapas existentes en el proceso de infeccidén y defensa.
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Threshold for HR
N "'6;";3‘" A
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Figura 1.1. Esquema que representa las diferentes etapas que tienen lugar en la
interaccién planta-patégeno. Fuente: Jones y Dangl., 2006.

El reconocimiento del patdégeno, ya sea via PRRs o via genes R, conduce a
una serie de respuestas defensivas. Las respuestas defensivas de las plantas
frente al ataque de patdgenos resultan en cambios importantes en los niveles
de varias fitohormonas implicadas en la traduccion de sefales, dentro de las
cuales el acido salicilico juega un papel preponderante.



1.2. Acido salicilico.

Desde el punto de vista quimico, el acido salicilico (SA) forma parte de un
amplio grupo de compuestos denominados fendlicos. Estos compuestos se
engloban dentro del lamado metabolismo secundario (Vlot et al., 2009). Los
compuestos fendlicos se caracterizan por poseer en su estructura quimica un
grupo hidroxilo unido a un anillo aromatico. Tradicionalmente el SA ha sido
mas conocido por su papel medicinal en humanos, pero en las ultimas dos
décadas su rol como molécula de sefializacién en plantas ha comenzado a ser
relevante. Se trata de una molécula muy versatil, que presenta un papel
destacado en la regulacidn de procesos relacionados con el crecimiento y
desarrollo vegetal (germinacidn de las semillas, fotosintesis, floracién,
termogénesis). En muchos de los procesos en los que interviene, lo hace de
forma indirecta, mediante la alteracion de vias de sefalizacion de otras
hormonas vegetales (Viot et al., 2009).

1.2.1. Biosintesis.

Se han descrito dos rutas por las que puede ser generado el SA y ambas
requieren el metabolito primario corismato (Vlot et al., 2009; Chen et al.,
2009). La primera ruta parte de un derivado del corismato, la L-fenilalanina
(Phe, de L-Phenylalanine). La Phe es convertida en trans-acido cindmico (t-
CA, de trans-cinnamic acid) mediante la accién de la fenilalanina amonio liasa
(PAL, de Phenylalanine ammonia lyase). La biosintesis del SA a partir del t-
CA se realiza mediante la participacion de dos posibles intermediarios finales:
El acido ortocumarico o el acido benzoico. Esta ruta se conoce como ruta PAL
y tiene lugar en el citoplasma (Vlot et al., 2009; Dempsey et al., 2011). La
segunda ruta es la ruta del isocorismato (IC, de Isochorismate). El IC es un
derivado del corismato. Esta segunda ruta es mas corta y ocurre en el
cloroplasto. Se trata de un proceso que se produce en dos pasos y que implica
la participacion de las enzimas isocorismato sintasa (ICS) e isocorismato
piruvato liasa (IPL) (Vlot et al., 2009; Dempsey et al., 2011). En Arabidopsis
thaliana (Arabidopsis) la mayor parte del SA producido procede de la segunda
ruta, la ruta del IC (Wildermuth et al., 2001). En la figura 1.2 se presenta un
esquema de las dos rutas de biosintesis del SA en plantas, asi como también
se indican algunas de las posibles modificaciones quimicas que puede sufrir
esta molécula tras su biosintesis.
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Figura 1.2. Esquema simplificado de las dos rutas de biosintesis del SA: la ruta de la
fenilalanina amonio liasa y la ruta del isocorismato. También se muestran algunas de las
modificaciones quimicas del SA tras su biosintesis. Fuente: Vlot et al., 2009.

1.2.2. Metabolismo y funcion del SA.

El SA se encuentra en los tejidos de las plantas en forma libre o conjugada.
A excepcidén de unas pocas plantas, no se encuentra gran cantidad de SA
enddgeno en forma libre. Las modificaciones del SA alteran su actividad,
acumulacion y movilidad (Dempsey et al., 2011). Alguna de estas
modificaciones son la glucosilacion., la metilacién o la conjugaciéon con
aminoacidos (Loake y Grant., 2007; Dempsey et al., 2011).

Ademas de las funciones ya mencionadas, el SA desempefia un papel
fundamental como molécula sefializadora para inducir las respuestas frente
a patdgenos biotrofos. White (1979), fue el primero en comprobar que el SA
tiene un papel en la resistencia a enfermedades. Su experimento consistia en
tratar con SA hojas de tabaco de una linea resistente al virus del mosaico del



tabaco y en ellas se observd la produccién de proteinas relacionadas con la
patogénesis (PR). Las proteinas PR son un grupo de proteinas que tienen un
papel importante en la resistencia de las plantas contra los patdgenos
(Edreva., 2005). Como su nombre indica se trata de proteinas codificadas por
la planta huésped en situaciones patoldgicas o relacionadas a la patogénesis
(Antoniw et al., 1980; Van Loon et al., 2006).

Ademas de su papel en la activacion de los genes PR, el SA también presenta
un rol importante en la traduccién de sefales que conduce al establecimiento
de la respuesta hipersensible (HR) y la resistencia sistémica adquirida (SAR)
(Vlot et al., 2009).

La prueba mas sdlida de la participacion del SA como sefial defensiva procede
de experimentos con plantas donde los niveles enddégenos de SA estaban
alterados. Se ha podido ver como en plantas en las que los niveles de SA eran
mas bajos, no conseguian desarrollar la SAR o la expresion de genes PR.
Estas plantas también mostraban mayor susceptibilidad a ciertos patdgenos.
Se ha comprobado que la adicién de SA o algunos de sus analogos consiguid
restaurar la resistencia y la expresién de genes PR (Vernooij et al., 1995). Un
nuevo enfoque en el control y prevencion de enfermedades se basa en el uso
de compuestos activadores de la SAR, como el SA. También ha habido interés
por encontrar mutantes incapaces de desencadenar la SAR, aunque las
concentraciones de SA sean lo suficientemente altas como para activarla. Uno
de estos mutantes es el denominado como nprl (Non expresser of PR genes
1) (Cao et al., 1997). NPR1 esta implicado en la ruta de sefializacidn del SA,
actuando después de la sintesis de este y antes de la expresidon de genes de
defensa. Esta considerado como el gen clave en la percepcién del SA, aunque
todavia no esta claro si actla como un receptor por si mismo.

El problema de utilizar SA es que las cantidades de este compuesto necesarias
para dar lugar a un efecto reproducible en la induccidn de defensas en
Arabidopsis resultan toxicas (van Leeuwen et al., 2007), lo que limita su
posible uso. Para superar esta barrera se han desarrollado distintos analogos
quimicos que no presentan estos inconvenientes. Uno de ellos es el BTH
(Benzotiadiazol) (Lawton et al., 1996), el cual ha sido utilizado en este
proyecto. Es posible realizar tratamientos con BTH a concentraciones
parecidas a las utilizadas con el SA, sin que resulten téxicas y que al mismo
tiempo desencadenen las respuestas defensivas. A nivel comercial la
desventaja que presenta el BTH es que produce una pérdida de biomasa. Un
estudio reciente aprovechd esta caracteristica del BTH, relacionando la
pérdida de masa con la activacién de las defensas, obteniendo asi un nuevo
modelo de percepcién de SA (Canet et al., 2010).

En otro estudio ha sido descrito un nuevo mutante, que es insensible a BTH,
denominado nrb4 (Non-response to BTH 4). El gen NRB4 también se



considera que es necesario para la percepcion del SA. Se ha determinado que
NRB4 forma parte del complejo Mediator y es el ortélogo de MED15 en
Arabidopsis (Canet et al., 2012).

Pese al esfuerzo realizado, todavia no se tiene un gran conocimiento sobre la
ruta de sefializacion del SA.



2. OBJETIVOS.

El acido salicilico es una molécula de gran importancia en la sefalizacion
frente a patdégenos biotrofos. Sin embargo, la ruta de sefalizacién es muy
compleja y el conocimiento que se tiene de ella no es muy amplio.

El estudio de mutantes que presenta alguna alteracidn con respecto a la
sefializacion mediada por SA puede ser una herramienta eficaz para
esclarecer los integrantes de esa ruta.

Se dispone de una coleccion de mutantes insensibles al BTH. De esta
coleccién se ha escogido un grupo de complementacién denominado nrb2.

En el presente trabajo se va a continuar la caracterizacion de este mutante
con los objetivos de:

- Establecer cudl es la causa del fenotipo nrb2, indicando en la medida
de lo posible los genes implicados. Para ello se analizardn mediante
secuenciacion los genes candidatos.

- Proponer un modelo genético a partir del andlisis de segregacion que
explique cudl es la relacién entre los genes responsables del fenotipo
nrb2.



3. MATERIALES Y METODOS.

3.1 Material Vegetal.

El material vegetal utilizado para esta investigacién proviene de una coleccion
de mutantes de Arabidopsis thaliana (Arabidopsis) sin respuesta a BTH
obtenida previamente (Canet et al, 2010). El mutante estd definido por seis
alelos: n204 (nrb2-1), n208 (nrb2-2), n212 (nrb2-3), n218 (nrb2-4), n221
(nrb2-5), y n225 (nrb2-6). Los alelos estan en fondo NPRI1H, que
originalmente estd en el ecotipo Columbia (Col-0) con un transgén que
sobreexpresa NPR1 (35S::NPR1) (Cao., et al, 1998).

3.2 Métodos.

3.2.1. Extraccion de DNA.

- Para secuenciar.

En primer lugar se toman hojas jovenes de las plantas a analizar. Esas
hojas se introducen en un vial con 600 pul de EDM (100ml Tris-HCI
pH7.5, 1 M; 25ml NaCl, 5 M; 25ml EDTA, 0.5 M; 12.5ml SDS, 20%) y
se guardan a -20°C durante 30 minutos. Después se hierven a 96°C
durante 10 minutos. A continuacion se centrifuga la muestra durante
un minuto a maxima velocidad. Se toman 500 ul del sobrenadante y
se llevan a otro tubo evitando tomar el tejido. A este nuevo tubo se le
afiaden 500 ul de isopropanol, se agita en vortex y se centrifuga
durante 10 minutos a maxima velocidad. Una vez centrifugado se
descarta el sobrenadante y se afiaden 500 pl de etanol. A continuacién
se vuelve a centrifugar durante 10 minutos a maxima velocidad. Se
vuelve a descartar el sobrenadante y secamos el vial en el speed vac
durante 5 minutos. Se afiaden 500 ul de TE (Tris-HCI pH 7.5 10 mM
EDTA Na 1 mM) y se calienta a 65°C durante 10 minutos. Por ultimo
se agita en el vortex y se centrifuga durante 10 minutos. Las muestras
se guardan a -20°C hasta su utilizacién.

- Para analizar
Se toman hojas jovenes de las plantas a analizar y se introducen en
100 ul de EDM. Los tubos se congelan durante 30 minutos y
seguidamente se hierven a 96°C durante 10 minutos. Por ultimo se les
anaden 900 pl de TE. Para facilitar la extraccion, cuando se van a
analizar muchas muestras en lugar de utilizar tubos se utilizan placas
de PCR y placas microtiter.



3.2.2. Reaccion en cadena de la DNA polimerasa.

La reaccion en cadena de la DNA polimerasa (PCR) es un procedimiento
utilizado para sintetizar in vitro grandes cantidades de una regién concreta
de DNA. Las reacciones de PCR preparadas para cada muestra son de un
volumen de 21 ul y constan de:

- Tampodn de reaccion 10x (comercial). Volumen: 2.1 pul

- Deoxinucleodtidos trifosfato 2 mM. Volumen: 2.1 ul

- Cebadores. 2 uM, Volumen: 2.1 ul

- Agua. Volumen: 13.2 ul

- Polimerasa (Taq). 5 U/uL. Volumen: 0.5 pul

- DNA. Volumen: 1 pul.

Los volumenes presentados estan referidos a una reaccion 1x (en cuanto a la
concentracidn de cebadores). En determinadas reacciones de PCR se han
utilizado concentraciones de 3x y 7x (Se utiliza el mismo volumen que las 1x
en todos los componentes a excepcion de los cebadores que aumentan tres
veces O siete veces su volumen respectivamente, siendo el agua el
componente de la reaccidn que disminuye su volumen para ajustar el
volumen a 21 ul). A no ser que se indique lo contrario la concentracién
utilizada es 1x.

Todos los reactivos y cebadores fueron comprados a Sigma (Barcelona,
Espana) y Fermentas (Madrid, Espafia).

3.2.3. Secuenciacion.

Se realiza una PCR por triplicado de aquellas muestras que van a ser enviadas
a secuenciar. Se hacen tres reacciones por cada muestra. La razén es porque
la Taq polimerasa introduce mutaciones con relativa frecuencia por lo que
para evitar que un error se propague se reparte la reaccién en tres pocillos
que después se combinaran. Antes de mandar a secuenciar se comprobd que
el resultado de la PCR habia sido el correcto mediante una electroforesis. Las
muestras se enviaron al servicio de secuenciacién del IBMCP que dispone de
un secuenciador automatico (ABI 3100, Applied Biosystems). Las muestras a
secuenciar se proporcionaron como alicuotas de 5 pul. Por ultimo, las
secuencias se compararon mediante el algoritmo BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) con la base de datos de secuencia del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

3.2.4. Electroforesis en gel de agarosa.
Para analizar los fragmentos de DNA resultantes de la PCR se realizaron
electroforesis en geles de agarosa al 1% y al 2%, segun el tamafio de los

fragmentos a analizar.
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Para preparar la agarosa al 1% se afiadieron 5 gramos de agarosa (D1low) a
500 ml de BSB 1x (para preparar esto se diluian 40 ml de BSB 50x (95g
Na.BsO7:10H,O + 60g Hs3BOs3) en 2 litros de agua). Posteriormente se
calentaba la mezcla durante 4 minutos y se agitaba utilizando un agitador
magnético, la mezcla volvia a ser calentada y agitada hasta conseguir la
disolucidn de la misma. Por ultimo se afadian 25 ul de bromuro de etidio a la
disolucidn y se agitaba. La disolucion se guardaba a 65°C.

Para preparar agarosa al 2% se seguia el mismo procedimiento teniendo en
cuenta que la cantidad de agarosa inicial era de 10 gramos en lugar de 5
gramos.

Dependiendo del numero de muestras a analizar se usaron geles de trece
pocillos o de cincuenta pocillos. Para ello se vertié sobre el soporte adecuado
la cantidad precisa de agarosa fundida y se dejo enfriar en presencia del peine
con el nimero de pocillos adecuados durante 35 minutos aproximadamente.
Después se retird el peine y el gel se colocé en la cubeta de electroforesis
para cargar las muestras. Antes de cargar las muestras a estas se les afiadid
la cantidad correspondiente de tampdn de carga (LB). Las electroforesis se
corrieron durante 30 minutos a 130 V. Las bandas se observaron sobre un
transiluminador de luz ultravioleta gracias al bromuro de etidio presente en
el gel. Los tamafos de los fragmentos de DNA se estimaron mediante
comparacién del marcador de referencia (A DNA-HindIII para fragmentos
mayores de 1kb y generuler 1000 bp para fragmentos menores de 1kb).

3.2.5. Siembra.

Las semillas de Arabidopsis fueron sembradas en pequefias macetas o en
semilleros segun el tratamiento que iban a recibir y se mantuvieron a 4°C y
oscuridad durante 3 dias. Después fueron transferidas a condiciones de
crecimiento bajo un régimen de dia corto (8 horas de luz a 21°C y 16 horas
a 19°QC).

3.2.6. Tratamiento con BTH.

El tratamiento con BTH se realizd mezclando BTH con agua (6.25 mg de
BTH/50 ml de agua). El BTH es rociado utilizando un aerosol. El tratamiento
se realiza los dias 3, 6, 10, 13, 17 (Considerando como dia 0 el dia que las
plantas son transferidas a condiciones de crecimiento).

3.2.7. Cuantificacion de DNA.

La concentracién de DNA se determind mediante medida espectrofotométrica
con un NanoDrop ND-1000. Esta medida se utilizd para calcular la cantidad
de DNA que era necesario para enviar a secuenciar.
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3.2.8. Digestion del DNA.

La digestion con endonucleasas de restriccion permitié la caracterizacidon
fisica de fragmentos de DNA. A cada muestra de DNA a digerir, se le
anadieron 4 ul de una solucion compuesta por 0.5 ul de enzima, 2ul del
tampon de reaccidn correspondiente para esa enzima y 1.5 ul de agua. La
utilizacién de estas enzimas se llevd a cabo de acuerdo con las
recomendaciones de las casas comerciales suministradoras (Fermentas
(Madrid, Espafia)).

3.2.9. Analisis de segregacion.

Se analizé la segregacién de varias poblaciones del cruce nrb2-1 x Col-0. Para
ello se sembraron semillas de los individuos a analizar y se realizaron
aplicaciones de BTH 350 uM, segun el procedimiento de Canet et al., 2010.
Tras cinco aplicaciones se contaron las semillas germinadas y las plantas
desarrolladas; y entre las desarrolladas, se valord su respuesta al BTH. Como
controles se utilizaron Col-0 y nrb2-1.

3.2.10. Diseiio de marcadores.

Partiendo de un fichero donde se recogen mutaciones para distintos genes,
se disefiaron marcadores que permitian diferenciar entre el genotipo mutante
y el silvestre. En un primer momento se selecciond un gen que presentaba
alguna mutacioén. A continuacion se buscaba la secuencia gendmica de este
gen en la base de datos TAIR (www.arabidopsis.org). Esta secuencia era
guardada en un fichero de texto, anotando donde empieza el gen y su
orientacidon. Después se comparaban la secuencia del gen mutado con la
secuencia de referencia del gen obtenida en TAIR, para encontrar la
mutacién. Es recomendable escoger un gen que presente mas de una
mutacién, ya que asi serd mas sencillo confirmar que la posicion de la
mutacion es la correcta. Haciendo uso de la herramienta bioinformatica
dCAPS Finder 2.0 (http://helix.wustl.edu/dcaps/dcaps.html), se buscaba una
enzima que cortase la secuencia mutante frente a la silvestre o viceversa.
Una vez conocida la enzima y el sitio de corte, se disefiaban cebadores para
una zona de 500 nucledtidos aproximadamente, que englobara el corte,
haciendo uso de la herramienta bioinformatica Primer-BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Se modificaron los
valores de temperatura, tamano del amplicén y se selecciond la base de datos
“Genome” del organismo Arabidopsis thaliana. Por Ultimo se escogieron un
par de cebadores que solo amplificaban el gen en cuestién y se comprobd
que el patron de corte era lo suficientemente claro como para permitirnos
discernir entre silvestre y mutante.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

Como ya se ha dicho el principal objetivo de este trabajo es la caracterizacion
del mutante nrb2. Este mutante procede de una coleccion de mutantes
insensibles al BTH. Sus fenotipos relacionados con el SA no muestran gran
diferencia con otros mutantes encontrados previamente, excepto que nrb2 es
ligeramente intermedio.

El punto de partida de este proyecto es el trabajo fin de Master realizado por
Don Fernando Rivas en este laboratorio. En este trabajo se comenzd la
caracterizacion genética de nrb2. El primer paso fue mapear el gen mutado
por marcadores, encontrando dos regiones en las que puede localizarse la
mutacion. La primera region en el cromosoma I de aproximadamente 25 Mb
y la segunda en el cromosoma III de unas 6 Mb. Sin embargo, al secuenciar
los genes candidatos mas obvios aislados del mutante nrb2 correspondientes
a esa zona no se encontrd que estuvieran mutados. En este trabajo también
se indica que el fenotipo nrb2 esta causado por un minimo de dos mutaciones
y un maximo de tres.

4.1. Genes candidatos.

En el momento de empezar este trabajo, habian sido enviados a secuenciar
tres alelos (antes ya se habia mandado un alelo) con el objetivo de encontrar
mutaciones, que proporcionaran algun gen candidato a ser el responsable del
fenotipo. Se esperaba encontrar mutaciones que fueran canodnicas (las que
causadas el 95% por el mutageno utilizado, EMS), Unicas y que pudieran
estar tanto en regiones codificantes como en sitios de transicion entre
intrones y exones (splicing).

4.1.1. Genes candidatos en el cromosoma III.

En todos los alelos secuenciados aparecié un gen que presentaba el tipo de
mutaciones buscadas, RST1 (RESURRECTION1). El gen RST1 se encuentra
en el cromosoma III y su posicidon en este cromosoma coincide con la regidon
que aparecid en el trabajo anterior, por lo que el gen RST1 pasé a ser el gen
candidato del cromosoma III.

Se realizd una busqueda bibliografica para conocer mas detalles sobre este
gen, averiguando que guarda relacion con la sefalizacion mediada por SA. El
mutante rst1 se obtuvo mediante mutagénesis insercional y la importancia
del gen fue confirmada con tres alelos independientes (Chen et al., 2005). En
otro trabajo posterior se establecié el papel de RST1 en la defensa de plantas
frente a patdgenos. El gen RST1 codifica una proteina que se localiza en la
membrana plasmatica y posee once dominios transmembrana. RSTI1
interviene en la regulacion de las rutas de sefalizacién dependientes de SA y
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acido jasmonico (JA), estableciendo una interaccién antagonista entre ambas
rutas, regula de forma directa la ruta de senalizacion dependiente del JA y de
forma indirecta la del SA (Mang et al., 2009). En este trabajo también se hace
referencia a que las plantas rstl muestran mayor susceptibilidad a un
determinado patégeno biotrofo (Erysiphe cichoracearum). Para comprobar si
en las plantas rst1 existe alguna alteracién de las respuestas defensivas,
compararon la expresiéon de las proteinas PR1 y PR2 en plantas silvestres y
mutantes. Observaron que tras la inoculacién del patégeno la expresion de
las proteinas PR en las plantas mutantes era mucho menor que en las plantas
silvestres. Ademas observaron como la cantidad de SA acumulado tras la
inoculacion del patégeno era mayor en las plantas silvestres que en las
mutantes (previamente habian comprobado que la cantidad de SA en ambas
plantas antes de la inoculacién era muy similar). De esta manera se evidencia
gue el gen RST1 es necesario para que se produzca la adecuada acumulacién
de SA y se puedan activar correctamente las respuestas inducidas frente al
ataque de patdgenos. En la figura 4.1 se reproduce una figura de este trabajo
donde se midieron los niveles de SA en diferente genotipos, y se comprobd
que los alelos nulos de rst1 acumulan menos SA tras la inoculacidon del
patdgeno.

SA
. 250 B Uninfected
E 200 I [lInfected
= L50;
2 100)

& o050 ‘ _|‘I“
0.00 : : -

Col-0 rstl-2 rstl-3 pad4-1

Figura 4.1. Las plantas mutantes rst1 acumulan menos SA que la forma silvestre (Col-0) tras la
inoculacidn del patégeno. Fuente: Mang et al., 2009.

Toda la informacién obtenida mediante busqueda bibliografica no hacia mas
que reforzar la hipdtesis de que RST1 estaba involucrado en el fenotipo nrb2.

Por ello, al comenzar el trabajo de laboratorio, lo primero que se hizo fue
secuenciar los dos alelos que faltaban (nrb2-3 y nrb2-5), con el objetivo de
confirmar que RST1 es el gen del cromosoma III que esta involucrado en el
fenotipo nrb2. La estrategia seguida para secuenciar este gen fue

14



secuenciarlo en cuatro fragmentos, para lo que se utilizaron cuatro pares de
cebadores. Los fragmentos adyacentes poseen una region solapante. Esto se
debe a que la secuenciacion tiende a introducir errores al principio y al final
de la secuenciacion. Secuenciando por duplicado estas regiones, se minimiza
el posible error. En la figura 4.2 se muestra un esquema de la estrategia
utilizada para secuenciar el gen RST1.

Figura 4.2. Esquema de la estrategia de secuenciacion del gen RST1. En gris claro las partes

individuales de cada cebador y en gris oscuro las partes solapantes entre ellos.

Antes de enviar a secuenciar el gen, se realizé la amplificacién de los cuatro
fragmentos mediante PCR, tras comprobar que los cebadores funcionaban
correctamente. La figura 4.3 muestra el resultado de la comprobacion del
correcto funcionamiento de los cebadores utilizados para amplificar el gen
RST1.
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Figura 4.3. Comprobacién de los cebadores de RST1 en el alelo nrb2-1. En la primera linea se

muestra el marcador de peso molecular utilizado para estimar el tamafio de los fragmentos
amplificados por PCR. En las lineas 2, 3, 4 y 5 se muestra el resultado de la amplificacién del alelo
nrb2-1 con los cebadores correspondientes utilizando una concentracién de cebadores 1x en la

reaccién de PCR. En las lineas 6, 7, 8 y 9 se muestra el resultado de la amplificacion del alelo

nrb2-1 con los cebadores correspondientes utilizando una concentracién de cebadores 3x en la

reaccién de PCR.

En las figuras 4.4 y 4.5, se muestran los resultados
los alelos nrb2-3 y nrb2-5 respectivamente.
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Figura 4.4. Cromatograma de la secuencia del gen RST1 del alelo nrb2-3 (arriba), comparado con
el cromatograma de la secuencia de referencia del gen RST1 (abajo). Las flechas sefialan la
posicién de la mutacion.
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Figura 4.5. Cromatograma de la secuencia del gen RST1 del alelo nrb2-5 (arriba), comparado con
el cromatograma de la secuencia de referencia del gen RST1 (abajo). Las flechas sefialan la
posicién de la mutacién.

Como se puede observar en las figuras 4.4 y 4.5 los resultados de la
secuenciacion muestran que en los dos alelos el gen RST1 estd mutado. Este
resultado sumado al hecho de que el gen se encuentra en la zona de mapeo
del gen mutado y la informacion obtenida mediante busqueda bibliogréfica,
nos lleva a poder afirmar que el gen RST1 es necesario para el fenotipo nrb2.

4.1.2. Genes candidatos en el cromosoma 1.

La regidon del cromosoma I donde puede localizarse la mutacion es muy
amplia y se tienen varios genes candidatos:

- AT1G20400. La secuenciacidn de los cuatro alelos (previa al inicio de
este proyecto) mostroé que en los cuatro alelos este gen estaba mutado.
En tres de estos alelos se encontraron mutaciones producidas por EMS,
mientras que la mutacion encontrada en el otro alelo no era de este
tipo. Este hecho hizo que este gen fuera considerado como el principal
gen candidato. Para confirmar su papel en el fenotipo nrb2, se
secuenciaron los dos alelos restantes, siguiendo la misma estrategia
que la llevada a cabo en la secuenciacibn de RSTI1.
Sorprendentemente, los resultados de la secuenciacion mostraron que
en ninguno de los dos alelos el gen estaba mutado. Estos resultados
nos llevaron a desplazar al gen a un segundo plano, si bien todavia no
se descarta que pueda estar involucrado en el fenotipo nrb2, debido a
gue la mutacién se encuentre en alguna regién del gen no secuenciada,
como por ejemplo el promotor.
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- LNO1. Este gen codifica una nucleoporina necesaria para la
embriogénesis y la viabilidad de las semillas de Arabidopsis. En tres de
los cuatro alelos, aparecen mutaciones canonicas. Para verificar si este
gen esta involucrado en el fenotipo nrb2, se enviaron a secuenciar los
alelos restantes, siguiendo la misma estrategia que la llevada a cabo
con los genes anteriores. Sin embargo, problemas en la optimizacion
de la reaccién de PCR han impedido que se haya logrado obtener la
secuencia de este, en el momento de escribir este trabajo.

- NPRI1H. Se trata de un gen NPR1 bajo el control de un promotor 35S,
y es la planta transgénica que se mutagenizé. El hecho de que, una
vez retrocruzados dos veces, NPR1H esté presente en todos los alelos
del mutante nrb2 hace pensar que este gen puede estar implicado en
el fenotipo. Su posible efecto sobre la mutacién se ha valorado
posteriormente mediante un anadlisis por marcadores de Ila
segregacion.

4.2. Modelo genético de la mutacion nrb2.
4.2.1. Analisis de una poblacion nrb2-1 x Col-0 F2. Fijacion de rst1.

Paralelamente, a la secuenciacidon de estos alelos se realizé un analisis de una
poblacion nrb2-1 x Col-0 F2 utilizando un marcador para RST1. Col-0 es un
ecotipo o variedad de Arabidopsis, utilizado en este caso por ser el parental
de nrb2. En las inserciones de T-DNA estudiadas en RST1, este gen
presentaba una herencia recesiva (Chen et al., 2005). En la figura 4.6 se
muestra un ejemplo de los resultados obtenidos del analisis de la poblacion
nrb2-1 x Col-0 con el marcador de RST1.
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Figura 4.6. Anadlisis de una poblacidn nrb2-1 x Col-0 con el marcador RST1. En la primera linea se
muestran los marcadores de peso, y a continuacidn, cada linea corresponde a una planta. En
este marcador, la presencia de dos bandas denota un heterocigoto, una banda sin cortar (mas
arriba) significa una planta mutante rst1, mientras que una banda cortada (mas abajo) implica
gue la planta es homocigota silvestre RST1.

Los datos obtenidos del analisis con marcadores (Figura 4.6) confirman este
comportamiento, ajustandose a la proporcién 3/4 de plantas silvestres y 1/4
de plantas mutantes, descartando asi algun tipo de efecto de letalidad.

Las plantas nrb2-1 x Col-0 F2 que son rst1 fueron seleccionadas para obtener
a partir de ellas una poblacidn F3 con la que estudiar la relacién existente
entre rst1 (ya fijado) con el gen o los genes del cromosoma I implicados en
el fenotipo y asi proponer un modelo genético que pueda explicar la causa
del fenotipo nrb2.

4.2.2. Analisis de una poblacion nrb2-1 x Col-0 F3.
4.2.2.1. Analisis de plantas individuales.

Al obtener la F3 de las plantas seleccionadas, se sembraron las semillas
obtenidas de cada individuo F2 en macetas individuales, tratando cada una
de ellas con BTH y se observaron los fenotipos de cada planta. El objetivo de
este proceso era fenotipar la F2 a partir de sus descendientes. El fenotipo de
las macetas podia ser silvestre, mutante o heterocigoto, y ese fenotipo nos
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da informacién de como es genéticamente la F2 en relacién a los genes que
controlan el fenotipo nrb2. Los resultados obtenidos de este analisis se
recogen en la tabla 4.1.

Tabla 4.1. Fenotipos obtenidos en el andlisis con el marcador RST1 sobre la poblacién nrb2-1 x
Col-0 F3.

Planta Fenotipo
1 Heterocigota
2 Heterocigota
3 Mutante
4 Mutante
5 Heterocigota
6 Mutante
7 Mutante
8 Heterocigota
9 Silvestre
10 Mutante
11 Heterocigota
12 Silvestre
13 Heterocigota
14 Mutante
15 Heterocigota
16 Silvestre
17 Heterocigota
18 Heterocigota
19 Heterocigota
20 Silvestre
21 Heterocigota

A partir de estos datos se confirma algo que ya se sospechaba, y es que el
gen RST1 no es capaz por si mismo de producir la mutacién nrb2, hecho que
podemos confirmar con la aparicidon, en este analisis, de individuos de
fenotipo silvestre que son rst1.

Con estas 21 plantas se realizé un analisis de segregacidén para comprobar si
los resultados obtenidos se ajustan a los modelos genéticos propuestos, es
decir que el fenotipo mutante esté controlado por dos o tres genes.

Hay que tener en cuenta que el gen RST1 esta fijado en estas plantas y
sabemos que participa en el fenotipo nrb2, por lo que en el analisis de
segregacion se realizd para un modelo de un gen o dos genes. Se realizaron
y? para ambos modelos que se presentan en las tablas 4.2 y 4.3.
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Tabla 4.2. % para el modelo de un gen realizado con los datos de la poblacién nrb2-1 x Col-0 F3
(mut = Mutante; silv = Silvestre; Het = Heterocigota). Los nimeros en negrita indican que la
segregacion real se ajusta a la tedrica propuesta.

Observado Esperado

2 (2g.|=5. Valor p
b1 Total | %*(2g.1=5.99)

x Col-0
F3 |6 4 |11 |5,25 |5,25 |10,5 |21 0,42857143 0,80711755

mut | silv | Het | mut silv Het

Tabla 4.3. % para el modelo de dos genes realizado con los datos de la poblacién nrb2-1 x Col-
0 F3 (mut = Mutante; silv = Silvestre; Het = Heterocigota). Los numeros tachados indican que la
segregacion real no se ajusta a la tedrica propuesta.

Observado Esperado

2 = Valor p
nrb2-1 Total | % (2g.1=5.99)

x Col-0
F3 6 | 4 | 11 |1,3125|6,5625|13,125| 21 | 18,0857143 | 0,00011823

mut | silv | Het mut Silv Het

La tabla 4.2 recoge los datos de la ¥? para el modelo de un gen. Para este
modelo se espera una proporcion de mutantes de 1/4, los datos de la ¥ se
ajustan con una probabilidad elevada a este modelo. A partir de estos
resultados podemos proponer un modelo en el que el fenotipo mutante esté
causado por un gen recesivo en el cromosoma I mas el gen RST1. Es decir la
mutacion estaria producida por dos genes recesivos, uno en el cromosoma I
y otro en el cromosoma III. Ese gen del cromosoma I podria ser NPR1H, ya
que a priori es el modelo mas simple, ambos genes estan presentes en todos
los alelos y la posicion de ambos genes coincide con la posicion en la que
deben encontrarse los genes. Posteriormente se comprobara la validez de
este modelo.

En la tabla 4.3 se presentan los datos de la y? para el modelo de dos genes.
Como puede observarse los datos de la ¥? no son adecuados como para poder
aceptar esta hipotesis como probable. Sin embargo el niumero de individuos
analizados no es lo suficientemente elevado como para proporcionar una
prueba suficientemente sélida para descartar esta hipétesis.

4.2.2.2. Analisis de familias heterocigotas.

Ante esta situacidon se decidié analizar varias familias heterocigotas de la F3,
para tener una poblacion mayor sobre la que estudiar la segregacién. Ademas
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se realiz6 un analisis de plantas individuales de ambos fenotipos de estas
familias con el marcador de NPR1H (por si fuera este gen o su insercién el
que estd involucrado en la mutacion). En la tabla 4.4 se muestran la
caracterizacién genotipica de las familias heterocigotas analizadas con los
marcadores de NPR1H e INS. El marcador INS se desarrollo a partir de la
secuencia de los alelos nrb2, y se corresponde con el gen At1G12800, en el
cual estd inserto el transgen NPR1H.

Tabla 4.4. Genotipo para los marcadores NPR1H e INS de las familias analizadas.

Familia Fenotipos | NPR1H INS
8 Mutante Si No
Silvestre No Si
1 Mutante Si No
Silvestre Si No
Mutante Si No
13 ) p ,
Silvestre Si Si
Mutante No Si
15 ) p .
Silvestre Si Si
Mutante Si Si
17 A ,
Silvestre No Si
18 Mutante Si No
Silvestre Si No
19 Mutante Si No
Silvestre Si No
1 Mutante Si Si
Silvestre Si Si

Se sembraron una cantidad elevada de semillas de cada una de las familias
y fueron tratadas con BTH. Tras el tratamiento se evalué el fenotipo de los
individuos de cada una de las familias, lo que se presenta en la tabla 4.5.

Tabla 4.5. Fenotipos obtenidos en el andlisis de las distintas familias de nrb2-1 x Col-0 F3. (Mut
= mutantes; Silv = silvestre)

Sem.
Familia Germinadas |Mut Silv Total
8 185 36 146 185
11 173 41 131 172
13 120 16 104 120
15 94 44 48 92
17 166 27 133 160
18 193 48 145 193
19 66 17 49 66
21 127 60 67 127
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A partir de estos datos se obtuvieron distintas 32 acordes con los modelos
propuestos, que se muestran a continuacion en las tablas 4.6, 4.7, 4.8 y 4.9.

Tabla 4.6. ? para el modelo de un gen recesivo.

Modelo 1 gen mut rec
observado Esperado *(1g.l = Valor p
Familia | Total mut silv mut silv 3.84)
8 182 36 146 45,5 136,5 2,64468864 | 0,10389651
11 172 41 131 43 129 0,12403101 0,724703
13 120 16 104 30 90 871111111 | 6,00316276
15 92 44 48 23 69 255652474 | 4276807
17 160 27 133 40 120 5;63333333 | 6,04762209
18 193 48 145 48,25 144,75 0,00172712 | 0,96685059
19 66 17 49 16,5 49,5 0,02020202 | 0,88697431
21 127 60 67 31,75 95,25 33,5144357 | 7,0737E-09
Tabla 4.7. ? para el modelo de un gen dominante.
1 gen mut dominante
observado Esperado x*(1gl = Valor p
Familia | Total mut silv mut silv 3.84)
8 182 36 146 136,5 45,5 295,978022 | 2,47768E-66
11 172 41 131 129 43 240424031 | 3,6954E-54
13 120 16 104 90 30 243377778 | 7;24473E-55
15 92 44 48 69 23 36,2318841 | 1,75481E-09
17 160 27 133 120 40 2883 1A6674E-64
18 193 48 145 144,75 48,25 258,668394 | 3,34794E-58
19 66 17 49 49,5 16,5 85.3535354 | 2,49545E-20
21 127 60 67 95,25 31,75 52,1811024 | 5,06109E-13
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Tabla 4.8. % para el modelo de dos genes, uno dominante y otro recesivo.

2 genes 1 dom A¥*;
Modelo lrechb Genotipos mutantes A* _bb
observado Esperado 5
Familia| Total mut silv mut Silv (1l =3.84) valorp

8 182 36 146 34,125 147,875 0,12679628 | 0,72177717
11 172 41 131 32,25 139,75 2,92188432 |0,087385763
13 120 16 104 22,5 97,5 2,31111111 0,1284522
15 92 44 48 17,25 74,75 540546265 | ;98309843
17 160 27 133 30 130 0,36923077 |0,543423864
18 193 48 145 36,1875 | 156,8125 474571542 | 0;029371338
19 66 17 49 12,375 53,625 2,12742813 |0,144683337
21 127 60 67 23,8125 | 103,1875 67,6844337 | 1,91872E-16

Tabla 4.9. 2 para el modelo de dos genes recesivos.

Modelo 2 genes recesivos Genotipos mutantes aabb
observado Esperado
Familia | Total | mut silv mut Silv x*(1g.l = 3.84) |Valorp
8 182 36 146 11,375 170,625 56,8630037 4,67254E-14
11 172 41 131 10,75 161,25 90,7968992 1459203621
13 120 16 104 7,5 112,5 10,2755556 0;001348043
15 92 44 48 5,75 86,25 271408696 5,5962E-61
17 160 27 133 10 150 30,8266667 2:82134E-08
18 193 48 145 12,0625 |180,9375 |3134;205527 LA74T79E26
19 66 17 49 4,125 61,875 42,8646465 5,86612E-11
21 127 60 67 7,9375 119,0625 |364;246194 3,34967E-81

La tabla 4.6 recoge el analisis y? para el modelo de un gen recesivo. Los
resultados muestran que las familias 8, 11, 18 y 19 pueden explicarse con
este modelo mientras que la segregacion del resto de familias no se adapta
al modelo.

La tabla 4.7 muestra el analisis y? realizado para el modelo en el cual un gen
dominante es el responsable de la mutacion. Los datos obtenidos no se
ajustan a ninguna de las poblaciones por lo que se descarta esta hipotesis.

La tabla 4.8 muestra el analisis y? realizado para el modelo de dos genes uno
dominante y otro recesivo. Con este modelo podrian explicarse las familias 8,
11, 13, 17 y 19, las otras tres familias presentan valores de y? elevados que
impiden poder englobarlas dentro de este modelo.
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La tabla 4.9 muestra el analisis y? realizado para el modelo de dos genes
recesivos. Los datos obtenidos no se ajustan a ninguna de las poblaciones
por lo que se descarta esta hipotesis.

Fijandonos en el estudio con el marcador de NPR1H y el marcador INS que
se realiz6 sobre las distintas familias (tabla 4.4) cuyas segregaciones han sido
analizadas, podemos observar que en las familias 11, 18 y 19 el gen NPR1H
no esta segregando y es en estas familias en las que se obtienen unos valores
de y? que se ajustan mejor a un modelo de un Unico gen recesivo. Asi mismo,
estas familias también pueden explicarse segin el modelo de dos genes, uno
dominante y otro recesivo. Estos datos nos llevan a proponer un modelo
genético que explique la mutaciéon y que consistiria en tres genes, dos en el
cromosoma I y uno en el III. Centrandonos en el cromosoma I, uno de los
genes seria dominante mientras que el otro gen seria recesivo. El gen
dominante podria ser NPR1H, su insercion, o algin gen cercano a él. Por ello
cuando este gen no esta segregando (familias 11, 18 y 19) la %? presenta
valores adecuados al modelo de un gen recesivo, ya que este si que estaria
segregando. Mientras que por otro lado en aquellas familias donde NPR1H
(su insercién o algun gen cercano a él) continla segregando la 42 concuerda
mejor con el modelo de dos genes, uno dominante y otro recesivo.

4.2.2.3. Validacion de NPR1H como gen implicado en la mutacion
nrb2.

Para averiguar si NPR1H es uno de los genes del cromosoma I involucrado en
el fenotipo nrb2, se tomaron individuos de fenotipo mutante y silvestre
procedentes de cada una de las familias F3 cuya segregacion habia sido
analizada. Los resultados muestran que existen individuos mutantes sin
NPR1H, de manera que NPR1H queda descartado como uno de los genes
candidatos y cobra fuerza la hipoétesis de que un gen cercano genéticamente
al gen NPR1H sea el gen que esta involucrado en la mutacién nrb2. En la
figura 4.7 se muestra el resultado del analisis con estos marcadores realizado
sobre individuos de fenotipo mutante.

Figura 4.7. Resultados del analisis con el marcador NPR1H (A) y con el marcador INS (B) de
individuos nrb2-1 x Col-0 F3 (familia 15) de fenotipo mutante. Las flechas sefialan a un individuo
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de fenotipo mutante que no posee el gen NPR1H. El marcador NPR1H detecta la presencia del
gen silvestre NPR1 en forma de una banda, o bien la presencia del transgen NPR1H, en forma de
una banda mas pequeiia, adicionalmente a la banda de NPR1 silvestre. Por otra parte, el
marcador INS solo detecta la presencia de una copia (o dos) del gen silvestre.

4.2.2.4 Busqueda de nuevos genes candidatos en el cromosoma 1.

Ademas de los genes candidatos ya valorados, existen otros genes en el
cromosoma I que pueden estar implicados en la mutacidon. Para tratar de
averiguar de forma mas concreta la posicién de los posibles genes
involucrados en el fenotipo nrb2 se disefiaron marcadores para ocho genes
localizados en la regiéon del cromosoma I en la que se supone que deben
encontrarse. Sin embargo, el analisis con estos marcadores no proporciond
resultados satisfactorios.

4.2.2.5. Modelo genético propuesto para el fenotipo nrb2.

Teniendo en cuenta todo lo anterior, el posible modelo genético que se
propone para poder explicar la mayoria de los datos obtenidos seria: Siendo
A y B las formas silvestres de los genes en el cromosoma I y C la forma
silvestre en el cromosoma III, para que la mutacion nrb2 se exprese el
genotipo debe ser: heterocigoto u homocigoto mutante en A, mutante en B
y mutante en C. Siendo A un gen cercano genéticamente a NPR1H y C el gen
RST1. En la figura 4.8 se muestra un esquema del modelo genético propuesto
para el fenotipo nrb2.

Gen dominante.
Identidad desconocida.
Cercano a NPRIH.

/ Forma silvestre A,

2cromosomal

Gen recesivo.
\ Identidad desconocida. —J\\‘\-\:_ A* bb rstirstl
Posicion desconocida. fry T

Forma silvestre B.
Genotipo mutante

nrb2 ——P Tresgenes

\ Gen recesivo.

1 cromosoma 1l —> RSTL.
Forma siivestre RST1.

Figura 4.8. Esquema modelo genético propuesto para explicar el fenotipo nrb2.

26



5. CONCLUSIONES.

El gen RST1, situado en el cromosoma III de Arabidopsis, esta
involucrado en el fenotipo mutante nrb2, hecho que es confirmado a
partir de los resultados obtenidos en la secuenciacién de este gen en
los distintos alelos del mutante.

El gen RST1 no es el Unico gen responsable del fenotipo nrb2, como
confirma la aparicion de individuos silvestres rst1.

El gen NPR1H no esta involucrado en el fenotipo nrb2, ya que se ha
comprobado que existen individuos nrb2 que no poseen este gen.

El modelo genético propuesto con el que se pretende explicar la
mayoria de los datos obtenidos al analizar la segregacién de una
poblacion nrb2-1 x Col-0 F3, postula que el fenotipo nrb2 esta causado
por tres genes. Dos en el cromosoma I, uno de ellos dominante (cuya
forma silvestre es A) y otro recesivo (cuya forma silvestre es B) y el
gen RST1 situado en el cromosoma III.

Los resultados del analisis de segregacion se adaptan a la hipétesis de
que uno de los genes del cromosoma I, implicado en el fenotipo nrb2,
ocupa una posicién cercana a NPR1H.

A partir del modelo propuesto se concluye que para que la mutacién

nrb2 se exprese el genotipo debe ser: heterocigoto u homocigoto
mutante en A, mutante en B y mutante en RST1.
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