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Abstract

As a defense mechanism against the wide variety of exogenous biotic and abiotic agg
have developed highly effective defense strategies against each type of stresqailfitegeheniknaictic
a molecular communication systenebéeihse is started, which triggers the induction of defense me
the plant (Desender et al.,, 2007). Among the signal molecules involved in the activation o
defenses, in this Final Project, salicylic acid (SA) and gentigicaexidt@éd as key componen
incompatible and compatible interactions, respectively.

To determine the signalling role of these metabolitesNabt@midyagitransgenic plants, una
to accumulate SA and GA in response to the infectitivelyedpses been crucial. THais(plants are mor|
susceptible to pathogens that develop incompatible interachagéplartidecould be more susceptil
pathogen attacks in compatible interactions.

The main objective of this TFG is thetatizaiion of the metabolic phenotyegfansgenid
plants and to study the pattern of expression of the possible gene ohiahmatgl&6%H, proposed a
responsible for the transformation of SA to GA.

For that purpose, exogenous treatmiémtGA and SA were performed, as well as with tw
precursors (benzoic acid acdumaric acid), Moneymakdomato plants atthhGand Nagltransgenid
plants, and susceptibility of the plants to them was studied. Subsequently, vee stadyedf ct
accumulation of SA and GA in such plants due to the exogenous application of these metab
Moneymakeomato plants infected with the Citrus Exocortis Viroid (CE\RBeaddriumas syringae
tomatdacterium were &med in order to verify if the orth@&Hoéne oArabidopsis thaliamentified i
tomatois induced ithese plaggathogen interactions in which the accumulation of GA takes place
differential expression of this gene was dsbid¥ladjlandNahGransgenic linapornexogenous treatmer
with SA, GA, BA anr@.

Our results indicate thahGandNagltransgenic plants accumulate lower levels of SA and (
may explain the lower susceptibility to exogenous todesteneadlith respect to their genetic backg
MoneymakeMoreover, the tomato ortholog of the Arabidopsis thal&8tdpgesented higher levelg
expression in infections that cause the accumulation of isfglgladtssubjected to thesattnents, thu

indicating a possible salicylayelfoxylase (S5H) activity.




UNIVERSITAT ESCOLA TECNICA SUPERIOR D'ENGINYERIA
POLITECNICA AGRONOMICA | DEL MEDI NATURAL
DE VALENCIA

Key words:

tomato, defense, salicylic acid (SA), gentisic adiah@?dg) exogenous treatments, -8¢dboxylase
(S5H

Resumen:

Como mecanismo de defensa ante la gran variedad de agresiones exdgenas, tanto de 1
como abiética, las plantas han desarrollado estrategias defensivas muy eficaces frente a cada t
la interaccién plap@ogeo, se pone en marcha un sistema de comunicacion molecular entre
desencadena la induccion de mecanismos de defensa en la planta (Desender et al., 2007). De ¢
sefial que participan en la activacion de estas defensas incestlEslEjo Fin de Grado se abol
estudio del acido salicilico (SA) y del gentisico (GA) como componentes clave de interacciong

compatibles respectivamente.

Para determinar el papel sefalizador de estos metabolitos, ha lsidubtenciéh de plant
transgénicadahGy Nag) incapaces de acumular SA y GA, respectivamente, como respuesta a |3
este modo, las plankEhGson mas susceptibles a patégenos en interacciones de tipo incompati

gue ladNaglpodrian resultar serlo en interacciones de tipo compatible.

El objetivo central del presente TFG es la caracterizacion del fenotipo metabdlico de plal
Nagly el estudio del patrén de expresion del posible gen de tenidtexsdsEH) propuesto com

responsable de la transformacion de SA a GA.

Para ello, se llevaron a cabo tratamientos exégenos con GA 'y SA, asi como con dos de
(acido benzoico y aaammarico) en plantas de toMateeymakerplantas transgénideshGy Nagly se
estudié la susceptibilidad de las plantas a los Ruosteosrmente, se llevd a cabo un estudid
acumulacion de SA y GA en dichas plantas como consecuencia de la aplicacion exdgena d
mencionados. Ademas, se aralipdantas de tomiteneymakénfectadas con el Viroide de la Exoco
los Citricos (CEVd) y la baddsgadomonas syringae pv toroatda finalidad de verificar si el ortélo
gen S3Hde Arabidopsis thaliaientificado en tomate, preseintles de expresion mayores en
interacciones plapttdgeno donde tiene lugar la acumulacion de GA, respecto al control. Por ult
la expresion diferencial de dicho gen en las distintas lineas tNais@g¢MNegtsometidas a taaientos|
exogenos con SA, GA, BEY.

Nuestros resultados indican que las plantas trarsgié@jddaglacumulan menores niveles d¢
y GA, lo que explicaria su menor susceptibilidad a los tratamientos exdgenos aplicados con re
geréticoMoneymakePor otra parte, el ortélogo en tomate 88HgleArabidopsis thaligmm@sento nivele
de expresion mayores tanto en las infecciones que producen la acumulacién de GA, ¢tagb

sometidas a estos tratamientos, indicasulpesible actividad salicitaidrbxilas&6H.
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tomate, defensa, acido salicilico (SA), acido gentisiab@:Npgratamientos exdgenos, BilBxilasa
(S5H)
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|.INTRODUCCION

|.1 El cultivo del tomate

El tomateSplanum lycopersi¢uss una planta herbaadiaptiledonegerenne y anual
Pertenecela familia de I&slaniceagescultivada en todo el mundo por el consumo deFse fruto
introducido en Europa en ,18d0de crecié y se adapté con facilidad al clima meditisrraneo
E.Peralta and David M.Spp@0éi7)Esla hortaliza méas cultivada en todo el mundo y la de mayor
valor econdmico. Su demanda aumenta continuamente y con ella su cultivo, produccion y comercio. L
produccion mundial del tomate se eleva a mas de 211.021.843 toneladietosedgir2(d
(utimos datos disponibles a nivel mundial) de la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura (FAO). Espafia es el octavo pais productor y el tercer pais exportadol
mundial por detras de RaBajos y Méxidaatod-AO).

Ademasalsus conocidas cualidades nutriciohaesyglestudios han demostrado una fuerte
correlaciomversa entre el consumo de tomate y el riesgo de ciertos tipos de cancer, enfermedades
cardiovasculares y degeneracién macular relacionada con laedxatdidadi 2008), haciendo

gue su consumo resulte muy beneficioso.

Debido a la importancia tanto nutricional como econdémica del cultivo del tdenate, resulta
especial interés el estaididos mecanismos de resistencia de las plantas frente a distintos estreses,
tanto bidticos como abidticos. Mediante dicho conocimiento, se pretenden desarrollar nuevas estrategie
biotecnoldgicas que proporcionen a las gartamten sistema defarsimas eficaz, reduciendo

las pérdidas ocasionadas por estos estreses en el cultivo de tomate.

El presente trabajo pretende contribuir al conocimiento que se tiene acerca de los mecanismos
gue disponen las plantas para defenderse frente ataques patedi@nicos!| estudio de diferentes
moléculas sefal que participan en la respuesta defensiva. Para ello, se estudiara el comportamiento d

plantas transgénickstomatacapaces de acumular algunas de estas moléculas sefial

I.2. El sistema defensivolde plantas

[.2.1Consideraciones generales

En la naturaleas plantas estan expuestas gran nimero de organipatdgenos como
hongos, bacterjasrusy viroidesPor ello,esultasorprendente quepesar dsu naturaleza séil
muerte de plantas por enfermedad termine siendo una situacionAsicppegpsgimecanismos
de defensa de lpfantastanto aquellos constitutivos como aquellos inducidos por la presencia del

patdégeno, saonsideradasuy efectivos.
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Por urlado, los mecanismos de defensa consti@amiwogstructurales como de naturaleza
guimicapperan constantemente en la planta detéaiemitada de patdégenos al orgagismo
constituyendo lo que se denossisdencia pasidalas plantad asdefeisasestructurales se basan
principalmente éa presenciaen la superficie de todos los tejidos de una cubierta protectora,
denominada cuticutanstituidgor cutina, suberigaceras, que forman una capa hidrofébica e
impermeable sobre la pared deélatas de la epidernfer su partea Idefensa quimica esta
compuesta plarpresencide una gran diversidad de sustanciaspéxichss organismos patdogenos
comocompuestos fendlicos, lactonas no saturadas, derivados sulfurados, psapnamsie/
defensa, entre otr@oiiejer@t al, 1990; Baket al, 1997; Pieters al, 2001, Staal y Dixelius,
2007).

Por otro lado, los mecanismos de defensa activados por el patégeno permiten detener y prevenir
lainfecdn de los tejidesla gantaconstituyenda denominadasistencia acti@icharesistencia
es inducidéras elreconocimientpor parte de la plante factores de estrés procedentes del
patdgeno Como consecuencia t# reconocimiento se despliega una red deacénali
interconectada, complgjacoordinadajue determina los cambios transcripcionales, proteicos vy
metabdlicos que se producen en la(flangeret al, 1990; Ebel y Cosio, 198#nberger, 1999;
Beckers y Spp2D06; BalbiBevoto2008).

Segun sea la naturaleza del reconociemzatel patbgeno y la plasgaactivaran en la
plantaistintos nivelds defenseonocidos corRd | PAMP Triggered ImmuaitomdTI Effector
Triggered Immupityones y Dangl, 2006)

La activacion de PTI tiene lugar tras el reconocimiento inespecifico de los denominados
elicitore® PAMPsP@athogeissociated Molecular Paftecueson moléculgzroducidas por un
grupo depatdégenoy reconocidas ponas amplia variedad de huéspedes. Dichasamstécul
reconocas en las células vegetales por receptores transmembrana no especificos llamados PRRs
(Pattern Recognition Recéptdmmes y Dangl, 20@&hwessinger y Zipfel, 20083. mecanismos
de defensa de la planta activados por R¥Menel refuerzo de la pared celular mediante
deposiciones de callosa y lignina (Huckelhoven, 2007), la produccion de proteinas de defensa PR
(Pathogenesis Related Protates comguitinasae glucanasasa expresion de gemeslificantes
de prdeinas para el establecimiento de barreras fisidaterggen la expansion de la infeccion
patogénicy la induccion de enzimas que participan en la biosintesis de metabolitos secundarios
antimicrobianos (Broeketest, 2006).

Existen ocasioneslas que los patdgenos pueden superar esta primera barrera defensiva en la
planta (PTIintetizando los denominados factores de aviruleiidamédw)Dangl, 20@3tos
factores pueden ser reconocidos de forma especifica por los productssdderésistgncia R de

la planta, en lo que se denomina integpatiarge(Flor, 1971Luando tal interaccion tiene lugar,
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resulta en el establecimiento en la planta de un nuevo nivel defensivo déBamgladddaés,

2001; Jones y Dangl, 2006)

Segun el modelo de interaccion genBigyga 1)Xras el reconocimiento especifico entre el
producto de expresion de urRgdm la planta y el de un gendel patdgeno, se establece una
interaccion de tipwompatiblen la que es activada uascada de sefalizaciébn que conlleva la

muerte celular alrededor del punto de origen de la infeccién, impidiendo asi la expansion posterior de

patdégeno. Esta respudstalde la planta es conocida como Respuesta HipersenstdaHR)

mayoria de loasosja HRlleva consigo la activacion &edsstenci&istémicadquirida (SAR) en

los tejidos distales, que favorece la proteccion de la planta frente a un amplio espectro de posibles

infecciones patogénicas posteriores éR@hIsI996; Stichet al, 1997; Durrant y Dong, 2004;

Beckers y Spoel, 2006).

En el caso de que no ocurra un reconocimiento gen a gen entre la planta (portadora del gen R) y

el patdgeno (portador del &elh se dice que la interaccién es deotigmatibleEn este tipo de

interaccion, el patdbgeno escapa a las respuestas defensivas locales, extendiéndose por toda la planta

provocando la enfermedad. Como consecuencia de este hecho, se conoce a este tipo de infeccion com

sistémica y, en el caso de no producirse HR,ida conacno necrotizghignberget al, 2004;
Restrepet al, 2005; Thilmoeyal, 2006; Desendsdral, 2007; Wisat al. 2007; Balagt al. 2008).

Genotipo del patégeno

Avr avr
—% e
Avr avr
S
g No enfermedad Enfermedad
S (Interaccion (Interaccion
© incompatible) compatible)
S
o
B R
k)
s & A
O] r
Avr r avr
Enfermedad Enfermedad
(Interaccion (Interaccion
compatible) compatible)

Figura 1. Modelo de interaccion-ggren.Para que tenga lugar la interaccion de tipatibésnsp requiere

la presencia del gen dominante tanto en la planta como en el patégeno. La alteracién o la pérdida del gen dominan

tanto en la planta (el cambio deRgbeloek) como en el patégeno (cambio dehalplirav) genera una

reaccion de tipo compatible, desencadenandose la enfermedad, ya que no se produce el reconocimiento del

patégeno y, por tanto, no se activa la respuesta defensivae{Buchao@n
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As2, por ejempl o, p | eon poradorad del genadenredis®iacia Ri o Gr
desarrollan una interaccion dentipmpatibleuando son infectadas con la baesmimomonas
syringapv.tomatadDC3000 portadoras del AerPto Sin embargo, si son infectadas con la misma
bacteria deficient en ese gen de avirul enci @mpatblgsevr Pt o) ,
desarrolla la enfermedatios ejemplos de infecciones compatiahebién denominadas sistémicas
seriarlas producidas por el viroide de la exocortis de |¢€EWM@asVirus del Broceado del Tomate
(TSWV) eplantas de tomate

[.22. Activacion de laespuesta defensiva de las plantas

Elreconocimiento del patdégeno por parte de la planta desencadena la activacion de la respuesta
defensiva en la misechaespuesta defensiva frente al ataque patigéaitayar a nivel local y
sistémico. La respuesta defensiva local es la primera en activarse, actua emtladaomke!d
patdégeno e impildeextension de la infeccion por toda la planta. Por latresladlesta defensiva
sistémicas activada por mediacion de moléculas sefial generadas en el lugar de entrada del patdégeno y
protege a la planta frente a posteriores ataques pateghnesa naturaldzas respuestas local y
sistémica s&sociadnconlas antes mencionadas Reacgénsensibl&iR) y Bsistenci&istémica
Adquirida (SAR), respectivan(Eigera 2)

Resnstenaa

///

\ \
\\\adqumda ‘//’J
gy

Resistencia
sistémica

adquirida (SAR)

Patégeno V\\_ 7
Figura 2. Respuesta defensiva de las plantas frente al ataque patdgéaiamién del patégeno a la

membranglasmatica induce una ruta de transduccion de R&Bales RTSlesemboca en la respuesta

hipersensiblelR, queelimina las células velgstinfectadas antes de motias3células vegetales que mueren
liberammolécukasefial quesontransportad por toda la plantaEn las células sankas, sefialemduca una

RTS que genera moléculas antimicrobianas. Esta respuesta es conocida como respuesta sistémica adquirida (SAR
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[.22.1. Respuesta defensiva local

En la respuesta local, la HR es el primer sintoma perceptible que confirma la existencia de
respuesta de la planta frente al ataque patogénico @dedepder). Como ya se ha comentado,
tiene lugar tras el reconocimiento entre los productene® Aas del patégeno y R de la planta, y
consiste en la muerte celular en el sitio de infeccion, que se alcanza a ver macroscopi&amente a las 12
horas (Penell y Lamb, 1997). Generalmente, esta respuesta se asocia a interacciones de tipo
incompatiblejnsembargo, existen casos en los que en interacciones compatibles las caracteristicas
microscopicas del tejido necrético son idénticas a las correspondientes en HRefVieshouwers
2000). En el caso en el que la activacién de EeHpRodozcagran parte de la respuesta defensiva
no se genera, posibilitando el desarrollo de la enfermedad al producirse la extension sistémica de I

infeccién (Lorranal. 2003).

Tras el reconocimiento del patégeno por la planta, tiene lugar de forma muy rapida la
despolarizacion de la membrana plasmética y un cambio de su potencial idnico en la célula vegetal qu
ha sido infectada, favoreciendo la activacion de la respuesta detealsR@0@1aDe este modo,
los transportadores idnicos, como la boAbRada, se ven alterados provocando una modificacion
del flujo de iones que conlleva una acumulactéardelCaoplasma y una saktlacelular de\Cl
K+ (Dangét al.1996; Scheel, 1998; NiUrnbetgdr2004).

B calcio parece tener un papportante en el establecimiento de las barreras defensivas:
podriaestar implicado en la deposicion de callosa en la pared celular, asi como en la sintesis de
fitoalexinas; asi mismo, el i6n calcio podria estar activando factores de transgulecion que re
directamente la expresion de genes de defensa en la plantagalM®&8¢hYang y Poovaiah,
2002)Por otra parte, su acumulacién en el citoplasma provoca alteraciones en quinasas y fosfatasas que
pueden traducirse en una activacion dejadDPH oxidasa (Blumetadt] 1998). La activacion
de dicho complaje responsable de la aparicidn transitoria de especies reactivas de oxigeno (ROS),
tales como el radical superéxido (€ peroxido de hidréges@)H\ este fendbmeno de generacion
de ROS se | e conoce cebanOI7j Estapdsmeses reactivasxie oigena v a 0
resultan tdxicas para el patdégeno y, por tanto, contribuyen a los mecanismos de defensa de la plant:
(Torret al, 206). Ademas, mediante la explosion oxidativa se activan algunos genes protectores y la
accion conjunta y coordinada de los ROS, el 6xido nitrico (NO) y el §6idpasdinGilElgproceso
de muerte celular programada en la respuesta hipé@tsdiesibleet al. 1994; RomeRuertagt
al, 2004).

Finalmente, cabe mencionar, que en la respuesta defensiva local, también es inducida la sintesis
de fitoalexinas (metabolitos antimicrobianos) y la expresién de proteinas relapaingédassien la

(Pathogenesis Related ProteRs)gBe actuarian directamente sobre el patégeno.
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[.22.2. Respuesta defensiva sistémica

Como se ha comentado anteriorneemtetivacion deH&lleva consigo la aparicion de la
SARen los tejidos distales, protegiendo a la planta de posibles ataque®pbstoteesion es
de larga duracién y proporciona resifitemigia un amplio espectro de patdgenos (Hunt and Ryals,
1996Neuenschwandsral. 1996).

El conjunto matario de proteinas defensivas inducidas ea ldupdarte I8ARsonlas
proteinaslefensivaBRs(Glazebrook, 199rrant y Dong, 2004; Beckers y SpoglL260BRs
son proteinas de bajo peso molecular y elevada resistencia a proteasas, que se acumulan bajo
condiciones patogénicas, tanto en el tejido infectado como sistéasdaRisatelasifican en 17
familias (van Loenhal, 1994), todas ellas aorcibnes relacionadas con la limitacion del avance del
patdgendzntre estas funciones se ha descrito su actividad antibacteriana o antifungica, (van Loon
2006). La induccién de $8Rha descrito en interacciones de tipo tanto incompatibleatiste com
Asi, se ha descrito que se acumulan tras la infeccién con oomicetos, virus, viroides, hongos y bacterias
el ataque de nematodos o insectos, indicando que estas proteinas ejercen un papel general en la
adaptacion a condiciones de estrés Ribtiee(et al. 1990; van Loon y van Strien, 1999; van Loon
et al.2006).

Tanto Ehecho de que algunas PRs presaat@idad antimicrobasiacomo su acumulacion
durante las respuestas HR y B#lRan questas proteingaegan un papel importante en el
mantenimiento de la resistencia en la plantagflait883)De hecho, su presencia se utiliza como
marcador de la activacion de la respuesta defensiva de la plarea dl/&2006pn

I.3. Principales molécas sefalizadoras de la respuesta defensiva

La activacion de la respuesta sistémica indiebegpeducirse sefiales que se generen en
el punto de infeccién y giagen hastis zonas distales, donde tenga lugar la activacion de las
defensagFigura 2Entre estas sefialesd@tlo jasmoénico (JAcido salicilico (SAlgtileno (E),
han sidéas hormonatescritas comesponsables ¢ regulacion deerespuesta defensoelas

plantas

Se ha observado que la infeccion de plantas conspdédgiEsimta naturaleza provoca
variaciones en el nivetstas moléculas sg@aliest al2007; RobeBeilaniantzt al2007)Por otra
parte, aplicaciones exdgenas con estas hormonas producen en la planta la activacion de la respuest:
defensivanentragjueplantas transgénicas con niveles altded@®snismas, presentan variaciones
en la resistencia frente a diferentes infeggGoheso y Robin, 20@8&pet al, 2013
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Diversos estudios han demostrado la implicacion de otras fitolemosooasocidas en
estecontexte@n las rutas de sefalizacion de la respuesta defensiva en plantas, como el acido abscisico,
las auxinas, el &cido giberélico, las citoquininas, los brasinoesteroides, las hormgnaspeptidicas
recientemente] glicasl 3fosfato y el acido awml (Bari y Jones, 20R@chroo y Robin, 2013
Ademas destasmoléculas sefian nuestro laboratorio fue identificado el acido gentisico (GA), un
compuesto de naturaleza fenodlica y de estructura similar a Isatielliécjdoero con un papel
diferencial en la activacion de la respuesta defensiva de las plaatagUesnpatagénicos (Bellés
et al.1999).

A continuacion peofundizara en el estudicdielo salicilico (SA) y@do gentisico (GA)
debida la importancia de estas moléculas en la activacion de programas de defensas inducibles y el

estudio de su papel sefializador llevado a cabo en el presente proyecto

1.3.1. El 4cido salicilico

El &cido salicilico (aAcidiodPoxibenzoico, SA) esampuesto fendlico implicado en multitud
de proceso&ste compuesto es de especial interés para la industria farmacéutica debido, entre otros, a
su efecto analgésico, antiinflamatorio y antipirético (Pierpoint, 1997; Mackowiak, 2000). En plantas, s
funabn mejor caracterizada es la de actuar como molécula sefial capaz de activar la respuesta defensivz

y aumentar dairesistencia a diferentes ataques pato@oatosight y Pajerowiskehtar, 2013

El SA parece desempefiar una funcion esencial en la activacion de HR y SAR, ademas de ser
necesario para el desarrollo de los sintomas de enfermedac{@,2OORIIEl incremento en los
niveles endégenos de SA y ddesiiados glicosiladosphntas infectadasta relacionado con la
activacion de genes que codifican proteinas PR y el establecimiento de la resistenbi@ de la planta.
hedo, aplicaciones exdgenas der&#fiueven en la planta dos fases de expresion génica. En la
primera fase, qtiene lugar a las dos o tres horas después del tratamiento, se expresan enzimas
detoxificantes (glutafidransferasas, glicosiltransferasas, etc.), que favorecen la proteccion celular
frente al estrés oxidativo (Horvath y Chua, 1996). En la segureladage entre las doce y las
dieciséis horas después de la aplicacion del SA, se produce la activacion de geaeslPR (Sticher
1997, Uquillat al, 2004). La expresion de dichos genes y, por consiguiente, la aplicacion exdgena de

SA, hace méssistente a la planta frente a un ataque patogénico (Shah, 2003).

Hasta hace unos afios, estaba ampliamente admitido que el SA era sintetizado en la planta a
partir de la fenilalanina, a través de la ruta de los fenilpropanoieteal ($86fgr Siambargo,
actualmente, existen pruebas que apoyan que la ruta biosintética de{Repaaridsdtofuente

principal de SA durante la infeccion patogénica y el establecimiento de la SARaVgZild&ymuth
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Se han descrito dos rutabidsintesis de SA a partir denitalanina, diferenciadas en la
etapaque implica la hidroxilacién del anillo ardnmiéittdmente la fenilalanina se convierte en acido
cinamico por la fenilalanina amoni{Phdpg posteriormente el acido cingmiede ser hidroxilado
para formar acido emonarico. De forma alternativa, la cadena lateral de acido cinamico se oxida para
dar el acido benzoico, el cual se hidroxila a continuacién en la posicion orto paraAdaindagar a SA
vias se originan atpade corismato, el producto final de laigiardedFigura IWildermutt al,

2001).
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Figura 3Biosintesis y metabolismo del SA en plarfasplantas existen dos vias de sintesis de acido salicilico

(SA)ambasniciadas a partir del corismato: la ruta partiendo de isocorismato y la ruta biosintética de SA a partir de
fenilalanina.

La mayor parte del SA libre en la célula se conjuga con glucosa@B#eDfbighardsido
(Figura 4puequeda recluido efinterior de la vacu@etando asiu posible efecto toxico. Este SA
conjugado es liberado durante una infeccion patogénica por la accion de glucosil kidatlasas (Dean
2005)Las vias de catabolismo de SA todavia estan por esclareceasgoSenemtestudmbre
senescencia foliarAnmabidopsise ha demostrado que la enzimahBlPoRilasa (S3H), inducida por
SA,conviertel SA en acido Zifthidroxibenzoico {RI3BA) y 2BHBAGA)in vitrppero sélo 2,3
DHBAIn vivo Ambo®,3DBHA y 2BBHA soformas desactivadas de @&#&a formaciévitala
sobreacumulacion&i&(Bartsch Met al.2010Kewei Zhargt al, 2013).También se ha descrito la

metilacién de SA para dar lugar atatietito (MeSA), que ha sido desonito la sefial movil
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implicada en la activacion de la SAR en tabaebdlP28K7). De hecho, se han obtenido plantas
transgénicas de tomate que silencian la metiltransferasa de SA (SAMT), confirmando el papel que tiene

conversion del SA a MeSlA esspuesta defensiva de las plantas éAale2@10).

1.3.2. El &cido gentisico

El &cido gentisico (acidediisiroxibenzoicd,5DHBA GA es un compuesto fendlico,
formado a pardie la hidroxilaciénedrcarbono &el acido salicilico Euestréaboratorio el GA fue
identificad@uranteun estudio comparativo de la acumulacién de compuestos fendlicos de una
interaccion de tipo compatible, entre plantas de tomate control e infectadas con el viroide de la exocort
de los citricos (CE\EY).este estudio se observo en las hojas de las plantas infectadas una importante
acumulacién de GA (Beitéd, 1999). En este mismo labora®iia observado que el GA también
se acumula como consecuencia de infecciones no necrotizantes en otras especies vegetales, tales comn
Gynura aurantiagaCucumis sativi(iBelléset al, 2006)También se ha llevado a cabo un estudio
metabolémico, mediaesonancia magnética nud®diN(en combinacion con un analisis de datos
multivariable, para analizar los cambios metabdlicos globales implicados en la int@EAGtion tomate
Dicho estudio ha permitido la identificacion de diferentes metalaolitesermesta respuesta
sistémica, siendo el GA el metabolito duentefsente se induce (L-Gpesat al.2010).

A diferencia del SA, gaeonjuga siempre a glucosa, el GA se une exclusivamente a xilosa
(Fayost al, 2006)siendd@sAglicositansferas&l enzima responsable de@stpugaciofrigura 4)
(Tarraget al, 2010).
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SA 20b gluadsido GA B0 xilésido

Fgura 4. Conjugados de los acidos salicilico (SA) y gentisico (GA) en plantas.

Por otra parte, se ha vistaglieaciones exdégenas de GA también promueven la induccién de
proteinas de defensa PR (P23, P32 y P34) en plantas, siendo estas PRs diferentes a las inducidas por
propio SA (Bellés al, 1999). Recientemente, también se ha demostrado que aplidgeitases
tanto de SA como de GA, promueven no solo la acumulacion de PRs, sino también la activacion de
mecanismos de silenciamiento génico. Esta activacion produce una mayor iepisteiasicade la
patdogenos de RNA (Carepas 2014).
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La elevadacamulacion de GA en diferentes interacciones de tipo compatible, su capacidad
parainduciPRs distintas a las inducidas por el SA, asi como su potencial para inducir mecanismos de
silenciamiento génico y resistencia a patégenos de RNA sugieres gue@nBdnente mas de la
respuesta defensiva de las plantas que podria actuar como una sefial adicional y complementaria al S/
en las interacciones plpatageno de tipo compatible.

|.4. Estudio del papel del SA & @ediante plantas transgénicas

Como ya se lmentado anteriormenateSA y el GA se acumulan como consecuencia de
una interacciéon plapgadgeno de tipo incompatible y compatible, respectiainacimnes
exdgenas con estos compuestos feradlin@sla respuesta defensivalate plantasasi como
mecanismos de silenciamiento de/ Ridducen un aumento endistemcia a ataques posteriores
(Boatwright y Pajerowiskikhtar, 201&amposet al, 2014 Con el fin de confirmar el papel
sefalizador de estas moléculas sefial, elnestal@icde plantas transgénicas con niveles alterados

de estos compuestos resulta de gran interés.

1.4.1. Plantas transgénichiehG

Para el estudio del papel del SA en el desarrollo de la resistencia local y sistémica ha sido clave
el empleo de plantas transgénicas incapaces de acumular SA. Dichas plantas transgénicas expresat
constitutivamente el dgdahGde Pseudomonas putidmecodifica el enzima salicilato hidroxilasa
(SAH)que lleva a cabo la conversion de SA enCafgEmura 5)Debido a la ausencia de SA, en
estas plantas la SAR no es activada y, ademas, se incrementa la susceptibilidad al desarrollo de
enfermedadegn comparacidron sus parentales. Este hecho confirma el papel defensivo que
desempefial SA en las interacciones de tipo incompatible diGaffb@93; Delaney et al., 1994;

Lawtoret al, 1995; Matal., 1997).

La contribucion del SA a la détivde la SAR fue investigada por primera vez en plantas
transgénicas de tabaco portadoras délapéh Dichas plantas apenas acumulaban SA como
consecuencia de una infeccion y eran incapaces de inducir la SAR frente al virus del mosaico del tabac
(Gaffey et al. 1993). En posteriores investigaciones, se obtuvieron resultados similares en plantas
transgénicas degabidopsis thalignante a patdgenos virales, flingicos y bacterianosefDadlaney
1994; Lawtost al, 1995). Estas lineas transgénécasrs utilizado en varios estudios a pesar del
hecho de que la acumulacid@Adesultante podria ejercer algun efecto sobre las &airibiodas

a la deficiencia de SA.

10
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Por otro lado, tambiégaeeraron plantas transgéditasnate portadorasedte gen, y se
estudida respuesta de las mismas frente al Virus del Mosaico del Tabaco (TN\§dpspbango
fulvum(Bradinget. al, 2000). Con respecto a la infeccién con TMV, péaritasasontrol como las
NahGno contrajeron enfermedad puesttogtenian el gen Ffue confiere resistencia frente a
estevirus. Sin embargdas lesiones da zona inoculada resultaron mucho mayores en las plantas

NahQue en las control

Debido a la importancia det@®o mlécula sefian la respuesta defensiva, las plantas
transgénicadahGhan sido muy estudiadés.obstante, muchos menos estudios se han llevado a
cabo con estas plantas en interacciones de tipo compatible.

1.4.2. Plantas transgéniciag|

Con elobjetivo de contribuir al conocimiento del papel sefializador del GA en la respuesta
defensiva de las plantas, neiestro laboratorio hen obteido plantas transgénicas tdmate
incapaces de acumular BiBhas plantas deberian presentar una maytbitidadegp infecciones
de tipo compatible, ya que la acumulacion de GA tiene lugar en este tipo de intereceaipnes (Bellés
1999; Bellé=t al, 2006).

Para este fin, se prepar6 una construccion binaria que generaba una sobreexpresiéon del gen
bactedanoNag! El gemNaglkcodifica una gentisatddioxigenasa (GDO), que rompe el anillo aroméatico
del GA convirtiéndolo en mpadevlato(Figura 5jFuenmaycet al, 1998). En experimentos de
expresion transitoria Micotiana benthamiaaai como en plantas transgénicasradhédopsis
thalianadicha construccidn binaria fue testada aportando el GA de manera exdgena. En ambas especies
se observéd una disminucion en los niveles de GA con respecto a los controles, confirmando la activida
GDOin viveen plantas (TFC, Ana Hernandez Buendiasifi€no, estudios de susceptibilidad con
plantas transgénicadNaglrevelaron que dichas plantas parecen presentar cierta hipersusceptibilidad
frente al Virus del Bronceado del Tomate (TStue)bastante menor que la que presentan las
plantas transgéni®dashGLa hipersusceptibilidad a TSWV de las g&r@asen menor medida, la
de las plantadag) estaba correlacionada con los niveles de GA en la planta, confirmando el posible
papel quel GA podria tener en las infecciones de tipo compatible (TFC, Mayte Castellano Pérez, 2012).
En el momento en el ggecomenzta realizacion del presente TFG, ya se disponia de semillas

homozigotddag!

11
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Figura 5Catabolismo del 4cido salicilico (SA) y &cido gentisico (GA) en plantas transigétigdgagl.
Lasalicilato hidroxilasa (SAHgificada por el ddéahGlleva a cabo la conversiéAdigo salicilic64) en
catecol (CAlagentisatd.2dioxigenas(GDO)odificada por el deagl rompe el anillo aromaticadelo
gentisico@A convirtiéndolo en madeilvatoLa salicilicotbdroxilasa (S5H) produce la hidroxilacién del SA

para dar lugar al GA.
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II. OBJETIVOS

El acido salicilico (SA) es una fitohormona de naturaleza fendlica necesaria para el
establecimiento de la resistencia sistémica en interacciquaéganantde tipo incompatible. Por su
parte, resultados de nuestro laboratorio indican que eltiémdo(@ah podria tener un papel
complementario al SA en la funcién sefalizadora de activacion en la respuesta defensiva de las planta
en infecciones de tpmpatible (Bellés et al., BEIEs et al. 2006).

Para la determinacion de la funcidizagdia del SA y GA en interaccionegpptageno
de tipo incompatible y compatible, respectivamente, ha sido clave la construccién de plantas transgénice

NahGy Nagincapaces de acumular dichas moléculas.

El objetivo central del presente Traimajde Grado es la caracterizacién del fenotipo
metabdlico de plantas transgéNagly el estudio del patron de expresion del posible gen de tomate
S5H

Los objetivos especificos planteados en este proyecto son:

1) Caracterizacion del fenotipo metabdlico de las plantas tridaggiénicas

2) ldentificacion y estudio de la induccion del gen de tomate ort@8¢t@Aganidopsis
thalianaen plantas de tomate Mamakgr sometidas a diferentes infecciones de tipo
comptible e incompatible.

3) Analisis de la expresion del posibeSglele tomate en plantas transgéNiea®y Nagl

sometidas a diferentes tratamientos exdgenos.
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. MATERIALES Y METODOS
[11.1 Materialegetal

Para la realizacion del presente trabajo se emplearon plantaSdemomalyecOpersigum
del cultivar Moneymaker (MM) y plantas traiNgr@gdaglobtenidas a partir de esta variedad. Las
semillas de las plankashG(Brading et al., 2000), fueron amablemente cedidas por el Dr. Jonathan
Jones (The Sainsbury Laboratory, Norwich, Reinanignigad quéas semillafNagl fueron
obtenidaen el laboratorio donde se ha llevado a cabo el presentéTpyéecta Herndndez
Buendia, 2010).

I11.1.1. Condiciones de cultivo

Se cultivaron en invernadero todas las plantas de tomate mencionadas a una temperatura que
oscilaba entre 25 y 30ctD, una humedad relativa entre el 50 y 70% y con un fotoperiodo de 16h luz /
8h oscuridad. Para dicho cultivo se prepararon semilleros en vermiculita y, una semana después, se
trasplantaron a macetas (12 cm de profundidad x 13 cm de didmete dotg@gaianauurba y
vermiculita al 50%, obteniendo una planta por maceta. Las plantas se sometieron a riego a manta
automatizado dos veces al dia en solucion de Hoagland, hasta encontrarse erbeh@amdo de 4

verdaderas.

I11.1.2. Tratamientos

Los tatamientos con acido salicilico (SA), acido gentisico (GA), acido benzoice (BA) y acido o
cumaricoofCU) de las plantas de tomate se llevaron a cabo cortando y embebiendo el peciolo de la
segunda y tercera hoja en disoluciones acuosas de SA-CApBpgradas a ImM. A su vez, se
realizaron controles embebiendo el peciolo de la segunda y tercera hoja de cada planta en agua. La:
muestras control a tiempo cero se correspondian con plantas sin someter a tratamiento. Se generaron L

total de 3 repetivés por muestra para cada tratamiento y para cada especie vegetal.

111.1.3. Toma de muestra

La toma de muestras del material vegetal se realiz6 tomando los foliolos de ambas hojas
correspondientes a los tres tipos de plavitdafi@y Nag), a las 24 dras después de iniciar el
tratamiento con SA, GA, BACY, junto con sus correspondientes controles. El material se recogio

sobre nitrégeno liquido y se congeld inmediataitef@eremsta el momento de su analisis.
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I11.1.4. Infecciones

Las muestsecorrespondientes a plantas de tomate Moneymaker inoculadas con el viroide de la
Exocortis de los C2tricos (CEVd) y a ©plantas
Pseudomonas syringag¢omato AvrPto OAvrPtoasi como sus correspondiesdesolesfueron

generadas previamente en el laboratorio donde ha sido realizado este proyecto.

[11.2. Extraccion de compuestos fendlicos

Se pesaron aproximadamente 0,5 g de tejido foliar, previamente triturada en nitrégeno liquido y
se homogeneizémortero con 1,5 ml de metanol. A continuacién, las muestrasaseira tubos
Eppendorf de 2 ml y fueron sometidas a ultrasonidos durante 10 minutos con el fin de finalizar la
disgregaciéon del tejido, favoreciendo de este modo la extracciéent§etpsidamestras se
centrifugaron a.a@0 rpm durante 15 min y a una temperatura de 4 °C. El sobrenadante se transfirié a
viales de vidrio de 4 ml. Se recogid el sobrenadaatimemrosque quedod en el Eppene
reextraido con 50@almetangl centrifugado en las mismas condiciones.

Se recuperd de nuevo el sobrenadante recogido en la segunda extraccion y se unié con el
anterior. El sobrenadantel2e dividi6 en dos para extraer los compuestos fendlicos libres y totales
por separado y secaron en corriente de nitrégeno seco a 37°C.

[11.21. Compuestos fendlicos libres

Una vez secas, las muestras se resuspendieron en 1 ml de acetato de sodio (0.1M a pH 4.5) y se
incubaron 12 horas. Se afadieron 77 pL de acido perclorico al 70%nyessguydacedio a la
extraccién de los compuestos fendlicos adicionando 2,5 ml de una mezcla de acetato de etilo y
ciclopentano 1:1 (v/v). Se fomas fases inmiscibles, quedando los compuestos de interés en la fase
organica superior que se regagidrasvasé nuevos viales de vidrio secandose a continuacion con

corriente de nitrégeno seco en las mismas condiciones descritas anteriormente.

Las muestras secas se resuspendieron en 30C
jeringade 1 mleapl ada a wun filtro de nylon de 13 mm d:

emplearon 100 pL para el andlisis por HPLC.
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[11.2.2. Compuestos fendlitcotales

El contenido en compuestos fendlicosilgdos se determm& di ante -l a enzi |
glucsidasa. La hidrdlisis enzimética llevada a cabo por este enzima promueve la eliminacion del azical
y, con ello, la recuperacion del compuesto fendlico en la fase organica, posibilitando que pueda sel
detectado de la misma forma que los fendlicos libres.

Las extracciones de compuestos fendlicos conjugados se realizaron del mismo modo que las
llevadas a cabo para fendlicos libres hasta el paso correspondiente al primer secado de las muestras e
corriente de nitr6geno seco. Una vez llegados a este mditolsalafe tampdn acetato sodico 0.1
M, pH 4.5 -gleosiddsaa(Fluka) prépanada @una concentracién de 1 mg/ml y la solucién

resultante se incub6 a 37 °C durante toda la noche.

A continuacithe adi ci onaron 77 ¢ lvl)dara afcanzadao per c |
concentracion final del S#guidamente, se realizé una extraccidditjgididacon ciclopentano
acetato de etilo 1:1 (v/v) y se termind la extraccién del mismo modo que en el caso de compuestos

fenolicos libres.

[11.3. Andlisis y cuantificacion de compiusssfendlicos por cromatografia
liquida dealta resolucion (HPLC)

Los analisis realizados por HPLC de los extractos fendlicos de las muestras foliares fueron
llevados a cabo siguiendo los protocolos descritos petr M412838) y Bellés al (1999). De los
300 ¢l del extr ascvtas ameotna nl- 00 ceol fd nlads swi alreas d-
de los cuales se inyexta 36&n elina columna de fase reversa Su

Wates) equilibrada con &cido acético (J. T. Baker) al 1%.

Se aplicé un gradiente de metanol (0 a 100% en agua) durante 20 min, con un flujo constante de

1 ml/ min. El SA y GA se detectaron con un dete
excitat - n de 313 nm y un o de emisi-n de 405 nm.
utlizina o de excitaci-n de 270 nm y un & de emis

empleadas, el CA presenta un tiempo de retencion,deié®rasimue GAy el SAeluyen 43.3y

19.01 minutpgespectivamente

Finalmente, se elaboraron curvas patrén con distintas muestras de concentracién conocida para

llevar a cabo la cuantificacion de los metabolitos ¢Riggtaddd, ANEXOS)
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l11.4. Aislamiento y manipulacion de acidos nucleicos

111.4.1. Extraccion de RNA

La extraccion de RNA de las diferentes muestras de los distintos tejidos de planta se llevo a cabo
con el reactivo TRIzol (Gibco BRL Life Technologies) siguiendoolassimgidabricante. Las
muestras se mantuvieron en hielo durante todo el proceso y se realizaron todas las centrifugaciones

4°C para evitar la degradacion del RNA.

En primer lugar, sdicdod a un tubo Eppendorf aproximadamente 100 mg de tejido
homogeneizado y 1 ml de reactivo TRIzol y se trituraron las muestras de tejido foliar empleando varilla
de extremo cénico. Seguidamente, se agitd vigorosamente y se incubd a temperatura ambiente durante
min posibilitando, de esta forma, la diso@atbéncdmplejos nucleoproteicos. A continuacion se

almacenaron las muestras en TR328Cacomo minimo durante 30 min.

Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 12.000 rpm durante 10 min con la ayuda de una
microcentrifuga, se afiadié al sobrenadar2 0 0 ¢ | de c¢cl orofor mo, se agi
se incubaron a temperatura ambiente durante 2 minutos, transcurridos los cuales se centrifugé
nuevamente a 12.000 rpm durante 15 min. Tras ello, se transfirié la fase acuosa suyegor a nuevos t
y fueron afadidos 500 ¢l de i sopr omavanehte me z c §

10 min a temperatura ambiente.

Pasados los 10 minutos, el RNA se recuperé mediante una centrifugacion a 12.000 rpm durante
10 minutos, se elimindoblesnadante y el precipitado fue lavado con 1 ml de etanol al 75% preparado
en agudratada con DEPC. Se centrifugédiatamente a 10.000 rpm e@antnutos a 4 °C, se
elimind de nueebsobrenadante y se dejé secar unos minutos al aire pael etaparegstante.
Se resuspendi - e O tratade con REPQC yasd aaleraoren 81 fermodloque a 65 FC
durante 10 min. Finalmente, se centrifugé 10 min a 10.000 rpm y se recuper6é el sobrenadante

transfiriéndolo a un tubo nuevo, qleamead £0 °C.

111.4.2. Cuantificacion de RNA

Para cuantificar la concentracion de RNA extraido de las sauestpleé un
espectofotometro ultravieistale Nanodrop @00, que inicialmefutecalibrado a cero con agua
DEPC. Se realiz0 lauex de la absorbancia a 258/280 nanomedsal @A partiredlos datos de

absorbancia aportados por el Nanodrop, se calcularon las concentraciones de RNA

17



lIl. MATERIALES Y METODOS

Para ello, se apllaiguiente férmula:
FhmYuo = 0ul €l GOE QDE'DD258ea O—

siend® el Coeficiente de Extincion Molar, que en el caso del RNA es 1/40, y el factor de dilucién 1:100.

La calidad del RNA extraido, asi como la cuantificacion del mismo, se comprob6é mediante
electroforesis en geles de agarts2t/al tincion con bromuro de etidioalizacion bajo luz UV, tal y

como se especifica en el apartado 111.4.6.

[11.4.3. Obtencién de cDNA a partir de RNA (Transcripcion Reversa)

Para llevar a cabo la reaccién de transcripcion reversa, se aftaditbacadEp pendor f :
de RNA tot al extra2zdo de | a muestra foliar cor |
de reaccion 5X y el volumen de agua tratada con DEPC necesario para alcanzar un volumen final de
reacci - n de résQltantelse mahtao a 6b |1°G durianten10 min para desnaturalizar los
acidos nucleicos, pasando los tubos posteriormente a hielo otros 10 min. A continuacion, se adiciono ur
mezcla equimolar de desoxirribonucleétidos (ANTPs) a una concentraciéaddeud® ynROE
uni dades (1 ¢l ) del -Me\h(Pronmega). Seguadansente Se pgitéaens wrteRla v e r
mezcla, se incubd a 42 °C durante 1 hora y posteriormente a 70 °C durante 10 min. Finalmente, la

muestra se almacen8@°C hasta su po&tetso.

[11.4.4. Disefo de oligonucleétidebadores para PCR

En el presente proyecto se utilizaron oligonucleétidos para la amplificacién por PCR de los genes
RPL2(Flemingt al, 1993) y el ortélogo de tomate d&3gtete Arabidopsisprresponditma la
secuencidNM_001246911Hn la Tabld se muestran las secuencias correspondientes a dichos

oligonucleétidos

Secuenqa genica Cebador Secuencia del cebador Tamafio final
amplificada esperado

Directo 5-GGTGACCGGTGTCTTTGC

RPL2 347 pb
Reverso 5-ACCAACGTTTTGTCCAGGAEG
Directo 5-TGGAGCAGGAATTTGGAECA

S5H 427 pb
Reverso 5-AGTCCATTTCTCCAGCCEAA

Tabla 1. Oligonucledtidos usados como cebadores en las reacciones en cadena de la polimerasa.
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[11.4.5. Reaccion en Cadena dlanerasa (PCR)

Se realizaron amplificaciones por PCR en wun
5 €l de c¢cDNA obtenidos tras | a reacci-n de tra
directo para la secuencia a ampbficag | de dNTPs a 2.5 mM, 5 ¢l de

unidades de DNA polimerasa termoestable (Netzyme, P& HeDgr a cabo la PCR se utiliza un
termociclador GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer).

El programa de temperaturas efectuatitepmociclador consta de las siguientes etapas: un
paso inicial de desnaturalizacion (1 min a 94 °C), seguido de 25 ciclos de amplificacion, que constan a <
vez de una fase de desnaturalizacion (1 min a 94 °C), una fase de hibridacién dd loéncabadores
55 °C) y una tercera fase de elongacion de la cadena (1 min a 72 °C). Finalmente, la reaccién termina cc

una etapa de extension (20 min a 72 °C).

lll.4.€Electroforesis de DNA en gel de agarosa

El andlisis de fragmentos de DNA de datiatiiss, asi como laigadion de la calidad del
RNA, se realizaron mediante separacion electroforética en geles de agarosa al 1% y al 1.2%

respectivamente, tal y como se describe a continuacion.

Se disolvieron 1 g 0 1.2 g de agarosa de baja dsctosedPronadisa) en 100 ml de
tampén TAE 1X (Fietato 40 mM, EDTA 2 mM, pH 8.0) hirviéndolo en microondas. Seguidamente, se
afadieron en campana 25 e€g de bromuro de eti di
dejandolo en reposo hasiagelificaciéon. Una vez obtenido el gel, se colocdé en la cubeta de
electroforesis, que fue rellenada con un volumen suficiente de tampén TAE 1X y se cargaron las muestre
de DNA, a las que previamente se les habia afiadido 1/6 volumenes de tatgpéerdeS€atga
azul de bromofenol 0.2%). Como patrén de la longitud en pares de bases de las secuencias de DNA, s
utilizé el marcador Lambda EudAAHindll (Fermentas). La electroforesis se desarrdl® a/80
dependiendo del tamafio del gel,eduratiempo que asegure la separacion elécaroborétste
caso se correspondtam un avance del colorante de unas ¥ partes del gel. Una vez producida la
separacion, se extrajo el gel del molde cuidadosamente, se visualizdé el DNA o el BINA por exposici
luz UV y se obtuvo un registro de las imagenes obtenidas mediante el uso de un documentador de gele
Syngene G:BOX.
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[11.5. Recursos informaticos

Se efectuaron rastreos de secuencia empleando las herramientas disponibles en la base de
datos deTAIR (The Arabidopsis Information Resource, www.arabidopsis.org). También se llevaron a
cabo analisis mediante el algoritmo BLAST de las bases de datos NCBI (Ther National Cente
Biotechnology Informatitp//www.ncbi.nim.nih.ggvilel Proyecto Internacional de Secuenciacion

del Genoma de Tomate (http://www.solgenomics.net/tomato).

Para el disefio del cebador especifico de la secuencia del $6sibtegind el servicio
Primer3nttp://primer3.ut)ed.a edicion de las secuencias se realizé utilizando el programa Editseq. Los
alineamientos de secuencias y la elaboracion de los arboles filogenéticos se realizaron empleando €

programa MegAlign. Ambos programas pertenecen a la suite bioinfefRticaseMyene.
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IV.RESULTADOS Y DISCUSION

En el laboratorio donde ha sido realizado el presente Trabajo Fin de Grado, se han obtenido
resultados que indican que el acido gentisico (GA) podria jugar un papel sefializador complementario :
del acido salicilico (SA) en la activacién de la redpussta de las plantas frente a patdégenos en
interacciones de tipo compatible @edled999, 2006; Lisgnal. 2013; Campas al, 2014). Por
otro lado, una investigacion sobre la senescencia foliar ha puesto de manifiesto un elegante mecanism
catabdlico para el SA por el cual plaftesbitbopsis thalianegulan los niveles de este compuesto
mediante su conversion @RIBAevitando asi la sobreacumulacién de SA. El enzima responsable de
dicha regulacion, la salicildtiolrdxilasé§S3H) es capaz también de convertir el SA ienvitd
(Zhaneet al, 2013).

El presente proyecto tiene ajegivo contribuir al conenbmide la ruta metabdlica de
ambos compuestos y del papel sefializador de los mismos en la respuesta defensiva de las plantas. Pal
ello,se pretende, por una parte, caracterizar el fenotipo metabdlico de plantadN&ghsgénicas
previamente obtenidaseste laboratoridHC, Ana Hernandez Buendia, ZdOptra parte, se
estudiara si el ortélogo delS$ttde Arabidopsis thaliaara tomatepodria ser el responsable de la
conversion de SA en GA, esto es, si presenta actividadhsdhoidasgE5H)n viveen plantas de
tomate. Para ello, se estudiara su gatedpresion en diferentes infecciones patogénicas donde se ha
descrito la acumulacién de GA, asi como en plantas transgénicARalétdlagteue degradan
SA y GA, respectivateesometidas a diferentes tratamexigenos con compuestos fendlicos

implicados en su biosintesis.
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IV.1.Analisisdd comportamientale plantas transgénicablahGy Nagl
sometidas a tratamientos exdgenos de diferentes compuestos fendlicos
implicados en laintesis de SAy GA

Con el fin de caractariel fenotipo metabdlico dpldedas transgénidéag] se realizaron
tratamientos exdgenos a plantas de tomatedid@r(®M) NahGy Naglcon acido salicilico (SA),
acido gentisico (GA), acido benzoico (BA) y &aaidmanito ofCU). Dichos tratamientos
proporcionan el sustrato necesario para analizar lagantig@kdd2dioxigenasgzDO) codificada
por el gehagl y la actividad salicilatodsoxilasa (S5H), posiblemente codificada por el ortélogo del
genS3HdeArabidopsis thaliana

Como ya se ha comentado anteriormente, el SA es el precursor inmediato del GA. Por tanto, al
tratar exbgenamente las plantaSA y sus precursores B&LY, una parte del SA absorbido por la
planta se convertiria a GA por la actividad del enzimé&-sialiokdasa, tal y como se describe en
Belléset al.(1999), pudiendo asi evaluar la actividad de esteMsdiamgdos tratamientos
exdgenos con los metabolitos empleados se aportaria a Negjghstetrato de la GDO, siendo
posible el analisis del comportamiento de tales plantas en cuanto a la acumulacién de GA se refiere. S
pretende observar una dismindei®@A acumulado en las plantas de tblagtfente al GA

presente en las plantas cohtoridymakecomo consecuencia de la actsdad

La aplicacion exdgena de tales metabolitos se realizé tal y como se describe en Materiales y
Métodos (apartadibll2.). Se observaron las diferencias fenotipicas existentes entre las hojas de las
plantas genotipicamente diferentesNah@y Nag) y se tomaron las muestras a las 24h del
tratamiento.

IV.1.1. Estudio de la sintomatologipldetas de tomatdahGNagly Moneymaker
tratadas de forma exdégena con SA Ba3A/0-CU

En la Figura 6 se muestran hojas representativas de cada tipo planta tratada con cada uno de los
distintos compuestos. Como se puede observar, tanto las plantasNemSgémicdadlaglde

forma general, mostraron una menor susceptibilidad a los tratamientos lenkyamddetas

Las hojas de plantas MM embebidas en SA presentaron una necrosis elevada en comparacion
con las plantas transgéniagl y NahGsiendo estas Ukbisnlas que resultaron ser las menos
susceptibles a dicho tratamiento. En el caso de |iapl@ciabo comportamiento podria deberse a
la capacidad de estas plantas para transformar el SA en catecol, eliminado asi su posible toxicidac
provocada pord#ta concentracion aplicada (1BmvBl caso de las plaMag] su sintomatologia

menos pronunciada que las MM podria deberse a que la capacidad de estas plantas de eliminar el G,
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produciria un descenso en los niveles de su precursor, el SAidasta@asibliza en detalle en

apartados posteriores.

Con respecto al tratamiento realizado con GA, las plantas thNagigénidas que mejor
respuesta ofrecieron a dicho tratamiento, no presentando apenas sintomatologia. Esto puede ser debid
al decto que tiene @GDO al romper el anillo aromatico del GA convirtiéndolgianvatalgil
eliminando asi su posible efecto tdxico. Por su parte, las plsatas dbassin actividad GPO
desarroltanunaleve clorosis, en el caso de las MMpagricion de tonalidades osiciieagenales,
en el caso de [BahG

En cuanto a los tratamientos coroid),los foliolos de todas las plantas presentaron una
leve clorosis y una pronunciada epinastia, apreciandose con mayor intenstdadvivi. |Rsigihm
gue ambos metabolitos, BAY, son precursores del SA, las pNati@presentaron una menor
susceptibilidad a los tratamientos con dichas moléculas quéiily plagt&sto podria deberse a
que el tratamiento con estos mewlswditoetoxificara por su conversibn a SA y consiguiente

transformacion a catecol en las plantas tranblgdriicas

En general, nuestros resultados parecen indicar que las plantas Mah&yehags
presentan una menor susceptibilidad a los tosar@Eenos con SA, GA, BAY, debido al
efecto detoxificante que produce la expresion de los transgenes sobre dichos tratamientos. Ademas
hemos observado que dicha susceptibilidad es menos pronunciada en las plantdah@msgénicas
el caso deddratamientos con SA, BAY, mientras que las pladtagson las menos susceptibles

al tratamiento con GA.

Por otra parte, nuestros resultados sugieren que la sobreexpresién de un enzima que degrada un
determinado compuesto fenélico parece afectar no sélo a la acumulacion de éste, sino también a I
acumulacién de sus precursores, indicando que el metabolismo de estos compuestos esta estrechamen

relacionado y complejamente regulado.
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Figura 6Sintomatologia representativa de hojas de plantas de tomate Mdste@ynikeiiratadas con
HO, SA, GA, BAYU, a las 24 horas.
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IV.1.2Analisis de la acumulacion de compuestos fendlicos en plantas deNahfate

Nagly Moneymaker tratadas de forma exodgena con SA, GA;@BA y

Puesto guse habianbservado diferencias fenotipicas entre las plantas tratelgénicas
Nagly su fondagienéticdMoneymakese procedié al estudio de los niveles de acumulacién de los

acidos salicilico (SA) y gentisico (GA) en dichas plantas sometidas a los diferentes tratamientos.

Normalmente, el GA y SA se encuentran en muy pequefia cantidad em farplariiar,
ya que se ha comprobado que éstos son rapidamente conjugados a azucares. ElI GA es xilosado por |
accion del enzima tipo glicosiltransferasa (GAGTet EAr2@E0), mientras que el SA es glicosilado
por el enzima SA glucosil trapaféBA\GT, Gerareoal, 2010). Para conocer los niveles totales de
dichos metabolitos acumulados en planta, es necesario analizar los niveles de compuesto tanto en form
libre como en forma conjugada, correspondiendo el total a la suma de asmbbaferiales (v
Métodos, apartadia?).

En las Figuras 7 y 8 se muestran los niveles de SA y GA libres y totales que se acumulan en las
plantas correspondientes a los tres genotipNal{@Myag) a las 24 h después de un tratamiento
exdgeno con SA, GA, BRAY, asi como de sus correspondientes controles tratado&ndasagua.
Figuras A2 y A3 (veiehs, serepresentadetalladobs valorede acumulacion de SA y GA total
correspondientados tratamientos éoido benzoiddA) y acido oAtumarico {GU)

La comparacion lds Fguras? y 8muestra que la actividad conjugadora de GA a xilosa es
mucho mayor que la de SA a glucosa, tal y como se describeetral{a@a@gpuestaue la
diferencia entre los niveles libres y conjugados es mucho mayor para ePoasurdghd@i&, se
observa que tanto la acumulacion de SA como la de GA resulté ser indetectable por HPLC, para los tre

tipos vegetales, en los tratamientos. contro

En lo que respecta a la gréafica de acumulacion de Sk f2gemdads tres tipos de plantas
(MM NahGy Nag) tratadas con SA, BA y a&{db se aprecia una acumulacion de SA. El hecho de
que el BA g-CU sean precursores del SA explica |ldaagimde dicha fitohormona en plantas
tratadas con BAOYCU. Sin embargo, los niveles de SA que se acumulan como consecuencia de los
tratamientos con BA-@U son despreciables en comparacion con los niveles de dicho metabolito
presentes en estas misplagtas bajo la aplicacién exégena de SA. Por otro lado, los tratamientos
exdgenos realizados con GA no generaron acumulacién de SA en ningun tipo de planta en estudio. Est

es debido, presumiblemente, a que la reaccién que convierte SA en Géntsipdcticinie.

Por otra parte, se observa que las plantas transgé@gaéag) en comparacion con las
Moneymakemostraron una disminucion en los niveles de SA al ser tdithdasetabolitm con

sus precursores Bé&@u. Esta reducci@ara los tres tratamientos, fue mucho mas pronunciada en las
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plantasNahGpuesto que estas plantas llevan a cabo la conversién de SA en catecol, impidiendo asi la
acumulacion de esta molécula.

Por su parte, las plantas transgétaggmseen la capdad de transformar GA, producido a
partir de SA, en malaiivato. Resultados previos de nuestro laboratorio indican que el enzima GDO,
codificado por el geéag) carece de actividad frente &r'S2, Mayte Castellano Pérez, 2012). Por lo
tanto, el hecho de que se observe una reduccion de SA enNaglpiatatdas con este mismo
compuest@odria deberse a que la disminucion de GA en estas plantas produjera un desplazamiento en
el equilibribacia la formacién de GA a fafti®A, provocando, por tamia,disminucién en los
niveles de SAstos resultados confirmarian la actividad GDO in vivo en plantas de tomate.
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Figura 7 Acumulacion de SA libre y total en plantas de tomate MdymakieansgénidéEnGy Nag)
tratadas con acido salicilico (SA), acido gentisico (GA), acido benzoico (BAuma@do@ud y sus
correspondientes controles a las 24 horas de su aplicaciéBeertgEsiaan los resultados de una repeticion

biolégica representativa de los tres experimentos realizados.

En cuanto a la grafica de acumulacion de GA yFAQuse &precia una acumulacion de GA
enlos tres tipos de plantas (NWWGy Nag) tratdas con SA, GA, BA y aoi@t). Los resultados
obtenidos se corresponden con los esperados al visualizarse la acumulacion de GA en plantas tratada

condichos metabolitggiesto que estos tres compuestos son precursores del GA. Por otro lado, los
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nivelegle GA acumulado presente en los tres tipos de plantas tratadas con este metabolito son mucho

mayores que los existentes en las plantas tratadas coo-G4 t&A xomo cabria esperar
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Figura8. Acumulaciéte GA libre y total en pladéatomate Moneymaker (MM), y trans@éaticasNag)
tratadas coacido salicilico (SA), acido gentisico (GA), acido bénzpiéoidB ortmmaricoofCU)y sus
correspondientes controles a las 24 horas de su aplicaci6Beertgestean los iégdos de una repeticion

biolégica representativa de los tres experimentos realizados.

Tras la aplicacion exdgena con GA, las pNagtgsNahGpresentaron una reduccion
apreciable en los niveles de este metabolito, en comparaciéforeymiakeiComo se ha
mencionado anteriormente, las pNagitsenen la capacidad de transformar GA epimmneded,
reduciendo asi los niveles de esta fitohormona. Por tanto, los menores niveles de GA detectados en este
plantas cuando son tratadas comeste metabolito confirmarian la actividad &€ plantas
de tomatBlagl Resultados similares se obtuvieron en plantas transgéaiides thaliampor
expresion transitoriadNigeotiana Benthami@haC, Ana Hernandez Buendia, 2010)

Las plantadlah@o poseen la capacidad de destruir el GA'y, sin embargo, redigiion el GA
aproximadamente a la mitad. Con el fin de discutir este resultado, se determind la acumulacion de catec
en dichas plantas transgénicas para analizar sieet&reducia efimaalmenteonvertido en este
compuesto. Los valores de catecol obtenidos tras el HPLC permiten afirmar quéNahGas plantas

parte del GA acumulado es convertido a SAssietaialmente convertido en catecol (Figura 9). Por
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