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Introduccion general

En la naturaleza las plantas han de adaptarse continuamente para poder
persistir en condiciones ambientales cambiantes. El hecho de que sean capaces
de generar energia organica a través de la fotosintesis resulta ademas muy
atractivo para organismos patdgenos y oportunistas. Esto hace que se
establezcan complejas interacciones planta-huésped. Aunque algunos
organismos han desarrollado estrategias no agresivas para explotar el potencial
energético de las plantas como es el caso de las relaciones simbiéticas, muchas
otras son hostiles. El sistema inmune juega un papel fundamental en estas
interacciones planta-patégeno y ayuda a la planta a determinar la composicién
de su ambiente biético y a establecer la respuesta defensiva mas adecuada en
cada caso.

El estudio de las interacciones entre diferentes combinaciones de plantas y
microorganismos, ha permitido esclarecer que es la combinacién de senales
disparadas en respuesta a un ataque determinado la que permite al sistema
inmune activar una defensa eficaz y especifica para cada patégeno en concreto.

Reconocimiento planta-patégeno

En la mayoria de las ocasiones, las plantas son inmunes a muchos patdgenos
potenciales que se encuentran en el medio, evitando la infecciéon o siendo
capaces de disminuir la gravedad de las enfermedades. Ambas situaciones
implican, como primer paso, el reconocimiento del patégeno al iniciar la
infeccién y supone una habilidad crucial para la supervivencia de las plantas. Se
ha avanzado mucho en este campo desde los trabajos de Flor en 1971, en los
que se describia el paradigma de la resistencia “gen a gen”, donde los productos
de los genes de resistencia de las plantas (o genes R) reconocen
especificamente a los productos de genes de avirulencia (genes Avr)
desencadenando una respuesta defensiva especifica que habitualmente va
acompafiada de una respuesta hipersensible o HR, un programa de muerte
celular programada que restringe en ultima instancia la invasién (Abramovitch
& Martin, 2004; Flor, 1971; Nimchuk et al., 2003; Nurnberger et al., 2004).

El concepto desarrollado por Flor ha evolucionado y actualmente los genes de
avirulencia se consideran, en muchos casos, efectores o elicitores patogénicos
que promueven virulencia en hospedadores que no poseen el correspondiente
gen R.

Proteinas R

Se han identificado genes R funcionales en multitud de especies vegetales que
otorgan resistencia frente a bacterias, virus, hongos, oomicetos e incluso
insectos y nematodos, patégenos todos ellos con estilos de vida y modos de
infeccién muy diferentes (Bent, 1996; Dangl & Jones, 2001a; Ellis et al, 2000;
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Falk et al, 1999). Existe una gran variabilidad de genes R, pero las proteinas
que codifican se agrupan habitualmente en cinco clases distintas (Figura 1). La
clase mas abundante codifica proteinas con repeticiones ricas en leucina (LRRs)
y un sitio de unién a nucleétidos (NB) (clase NB-LRR). La caracteristica mas
importante de esta clase es la existencia de un nimero variable de LRRs en el
extremo N-terminal que funcionan como sitios de unién para proteinas,
ligandos y carbohidratos (Dangl & Jones, 2001a; Jones & Jones, 1996; Kajava,
1998). El dominio NB esta muy conservado y su funcién no es muy clara. Esta
clase puede dividirse segin las caracteristicas del dominio N-terminal. Muchos
tienen homologia con dominios intracelulares de sefalizacion de los receptores
tipo Toll de Drosophilla o interleukin (IL)-1 de mamiferos y son denominados
TIR-NB-LRR, mientras que otros, los llamados CC-NB-LRR contienen dominios
coiled-coil. Andlisis de comparacién de secuencias han demostrado que la
especificidad de las proteinas de esta clase reside basicamente en los dominios
LRR, que estan en continua selecciéon para incrementar la variabilidad en la
composiciéon aminoacidica en residuos expuestos al solvente (Botella, 1998;
Dangl & Jones, 2001a; McDowell, 1998; Meyers, 1998; Michelmore & Meyers,
1998). Los mecanismos para la evoluciéon de nuevas especificidades incluyen
recombinacién y conversiéon génica, asi como acumulacién de cambios que
alteran la secuencia de aminoacidos tras duplicaciéon génica (Dangl & Jones,
2001a).

mﬂu i

Ih
o [ TIR %
NE NB
. Cf-2
1 - Cf-4
« Cf-5 * Pto
L RR LRR .Cro S Féin -FLS2 RPWE
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Figura 1. Representacion de la estructura y localizacién de las cinco principales clases
de proteinas R de plantas. Las proteinas Xa21 y Cf-X poseen un dominio transmembrana y
otro LRR extracelular. El producto del gen R RPWS tiene una posible sefial de anclaje a la
membrana en su extremo N-terminal. El gen Pto codifica una serin/treonin quinasa que se
asocia a la membrana a través de un sitio de myristoilacion. La clase NB-LRR estd formada
por proteinas presumiblemente citoplasmicas, que también pueden estar asociadas a la
membrana a través de sus extremos N-terminales. (adaptado de Dangl & Jones, 2001)

Se conocen también algunos casos de formas truncadas de las clases CC-NB y
TIR-NB donde esta ausente el dominio LRR (Medzhitov, 1998). También se han
identificado versiones de proteinas TIR-NB-LRR resultantes de splicing
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alternativos (Dinesh-Kumar & Baker, 2000). Otras estructuras que no cumplen
los canones son por ejemplo la existencia de dominios WRKY y/o dominios
protein-quinasa extra. El dominio WRKY confiere capacidad de unién a ADN y
esta presente en factores de transcripcion especificos de plantas activados
durante algunas respuestas defensivas. No estd claro si estos genes son
vestigios de eventos pasados de mutacién o poseen un papel activo y
desconocido en defensa (Eulgem et al,, 2000).

Existen otras cuatro clases de genes R que son estructuralmente muy diversas.
Ademas algunos de los miembros de estas clases tienen funciones conocidas en
procesos celulares que no tienen nada que ver con defensa. El gen Pto de
tomate tiene actividad serin/treonin quinasa y confiere resistencia frente a las
razas de Pseudomonas syringae que poseen el gen de avirulencia avrPto (Dangl
& Jones, 2001a; Salmeron, 1996; Tang, 1996). En arroz, el gen Xa21 codifica un
receptor de membrana con un dominio extracelular formado por LRRs y un
dominio intracelular con actividad protein quinasa (Song, 1995). Un homélogo
estructural en Arabidopsis es FLS2, que reconoce la secuencia de aminoacidos
fls22 presente en la flagelina de multitud de bacterias (Gomez-Gomez & Boller,
2000b). Los genes Cf-X de tomate codifican proteinas con dominios LRRs
extracelulares que posiblemente colaboran conjuntamente en el
reconocimiento de los productos de genes de avirulencia (Jones et al, 1994).
RPWS8 codifica una pequefia proteina de membrana con un posible dominio CC
y sin homologia a ninguna otra proteina conocida (Xiao, 2001). Existen
evidencias que parecen indicar la posibilidad de que estas otras clases de
proteinas R utilicen cascadas de sefializacion similares a las de la clase NB-LRR
e incluso que puedan actuar conjuntamente en algunos casos (Dangl & Jones,
2001a).

Una anotacién de los genes R de Arabidopsis continuamente revisada por B.
Meyers y colaboradores puede encontrarse en http://pgfsun.ucdavis.edu/
niblrrs/At_RGenes/. Actualmente hay en torno a 100 loci distribuidos por los
distintos cromosomas, nimero que parece sorprendentemente pequefio si
pensamos que han de mediar el reconocimiento de multitud de ligandos
codificados por el amplio abanico de patégenos al que se enfrenta esta especie.
Es por esto que la realidad ha de ser mas compleja. Varias proteinas del sistema
de reconocimiento y las rutas de respuesta son funcionalmente polimorficas,
siendo necesaria una evolucién conjunta. La existencia de proteinas
transmembrana y citosolicas indica que unas pueden estar especializadas en el
reconocimiento de los ligandos secretados por el patégeno o componentes
estructurales, mientras que las otras podrian dedicarse a reconocer ligandos
que aparecen en el interior de la célula. La identificacion de multiples clases de
dominios transmembrana e intracelulares hace pensar que no solo existen
polimorfismos en el reconocimiento, sino que también existen en muchos
elementos de las rutas de respuesta. Asi, la seleccién podria estar actuando
diversificando y regulando finamente la respuesta final, confiriendo al sistema
redundancia funcional, flexibilidad y robustez (Dangl & Jones, 2001a).
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MAMPs

En la actualidad se considera que, en esencia, existen dos grandes ramas del
sistema inmune de las plantas. Ademas de la rama ya comentada que emplearia
el reconocimiento de efectores patogénicos utilizando proteinas R, existe otra
que utilizaria receptores con dominios transmembrana que reconocerian una
serie de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPS) que elicitan una
respuesta defensiva. Ampliando mas aun, y dado que esos patrones
moleculares se encuentran en otros microorganismos no patoégenos, se acuiio el
término MAMPs (patrones moleculares asociados a microbios) (Mackey &
McFall, 2006). Estos MAMPs son reconocidos por los denominados PRRs
(pattern recognition receptors) que se encuentran en la superficie de las células.
La activacién de estos PRRs dispara una respuesta defensiva tanto en el caso de
la resistencia non-host como en la resistencia basal (Jones & Dangl, 2006). La
naturaleza de estos MAMPs es muy diversa, siendo habitualmente moléculas
esenciales para la vida del microbio pero sin jugar necesariamente algin papel
en la patogenicidad de este. Ejemplos bien conocidos son algunos componentes
estructurales de las paredes y membranas celulares de algunos hongos como el
ergosterol y la quitina; lipopolisacaridos que forman parte de las membranas
celulares de las bacterias Gram negativas (LPS); o la flagelina, el componente
mayoritario de los 6rganos de motilidad de las bacterias (Zipfel & Felix, 2005).
En el caso de algunos MAMPs se ha acotado la zona que es reconocida por los
PRRs. En la mayoria de ocasiones coincide con la regién mas conservada de la
proteina, como el fragmento de la flagelina fls22, de 22 aminoacidos. El
tratamiento con este péptido es capaz de elicitar la tipica respuesta asociada a
la inmunidad en varias especies de plantas (Felix et al, 1999b). Diferentes
familias y especies de plantas han desarrollado sistemas de reconocimiento
para distintas moléculas de un mismo microbio. Este es el caso por ejemplo del
factor de elongaciéon Tu (EF-Tu) o las proteinas de choque por frio (CSP).
Ambas proteinas son muy abundantes en las bacterias, pero la percepcién de
EF-Tu esta restringida a Brassicaceas, mientras que las CSPs son propias de las
Solanaceas (Felix & Boller, 2003; Kunze et al., 2004).

Asi pues, las plantas poseen receptores de superficie extremadamente sensibles
y especificos capaces de monitorizar las comunidades de microbios con los que
se encuentra en su ambiente atendiendo a una serie de patrones moleculares, lo
que les permite controlar las infecciones patogénicas. Los receptores consisten
habitualmente de un dominio extracelular encargado de unir al ligando
(formado normalmente por repeticiones ricas en leucina o LRR), un dominio
transmembrana y un dominio intracelular de sefalizaciéon con actividad
serin/treonin quinasa encargado de iniciar la cascada de sefializacién tras el
reconocimiento. Ademdas de estos receptores denominados RLK, existe un
segundo gran grupo llamado RLP con una estructura similar pero sin el
dominio quinasa citopldsmico. En Arabidosis se han identificado 610 RLKs y 56
RLPs (Fritz-Laylin et al, 2005; Shiu & Bleecker, 2001), pero solamente unas
pocas se han caracterizado funcionalmente. Algunos ejemplos de RLKs son
BRI1 (Brassinosteroid 1) y CLV1 (Clavata 1), involucradas en desarrollo; FLS2



Introduccion general

(Flagellin sensing 2), EFR (EF-Tu receptor) o Xa21 (que reconoce a la proteina
AvrXa21), implicadas en defensa (Gomez-Gomez & Boller, 2000a; Lee et al,
2006; Robatzek et al, 2006a; Xu et al, 2006; Zipfel et al, 2006; Zipfel et al,
2004). Como ejemplos mas representativos de RLPs podemos destacar a CEBIP,
que posee un sitio de reconocimiento para la quitina de los hongos; o LeEix1 y
LeEix2, que median el reconocimiento de la xilanasa fingica EIX (Kaku et al,
2006).

Tipicamente las respuestas que desencadena el reconocimiento mediado por
MAMPs son muy rapidas y transitorias, e incluyen la activacion de flujos idnicos
a través de la membrana plasmatica, generacién de ROS, NO y etileno, asi como
deposicién de calosa y otros compuestos antimicrobianos (Felix et al, 1999b;
Zipfel & Felix, 2005). Ademas, la sefializaciéon mediada por MAMPs utiliza al
menos dos cascadas de MAP quinasas diferentes (Asai et al., 2002b; Meszaros et
al, 2006; Shen et al, 2007; Suarez-Rodriguez et al., 2007). Existen evidencias
que indican que diferentes MAMPs elicitan cambios en la transcripcion de
grupos de genes con un grado de solape muy elevado, posiblemente utilizando
sefalizaciones convergentes (Desaki et al, 2006). Ademas, la expresién de
genes identificados por jugar un papel importante en la defensa basal (como
PAD4) y non-host (como PEN1, PEN2 y PEN3), es inducida por algunos MAMPs
(como fls22), lo que indica que muy posiblemente la sefializacién mediada por
el reconocimiento de MAMPs es importante tanto para la defensa pre-invasion
como para la defensa post-invasion (Lipka et al., 2005; Zipfel et al., 2004).

La pared celular como mecanismo de defensa.

El primer desafio al que se ve sometido un patégeno es entrar en el tejido de su
planta hospedadora. Los patdégenos bacterianos colonizan los espacios
intercelulares en las hojas entrando por estomas y otras estructuras, mientras
que los hongos biotrofos y los oomicetos penetran en las células elaborando
austorios intracelulares a través de los cuales absorben los nutrientes. Otros
patogenos entre los que se encuentran un gran niimero de virus son inyectados
directamente por insectos vectores como los afidos (revisado por Goggin,
2007). La defensa de las plantas a la penetraciéon de los patégenos es una
estrategia extremadamente efectiva que permite una respuesta muy rapida
frente a la infeccién sobre todo de hongos y oomicetos. Esta respuesta se
caracteriza por la formaciéon de deposiciones en la pared celular (CWA, del
inglés cell wall appositions) o papillae que constituyen una barrera fisica y
quimica en el sitio por donde intenta penetrar el patégeno (Hardham et al,
2007; Schmelzer, 2002). En cuestién de minutos las células vegetales son
capaces de reorganizar las redes de microfilamentos de actina y redirigir los
aparatos de secrecion hacia el sitio de infeccion, fortaleciendo la pared y
depositando calosa y otras sustancias antimicrobianas. Este fendmeno implica
por tanto la polarizaciéon de la red de microtibulos de actina, la sintesis de
proteinas antimicrobianas, componentes estructurales de la pared y
membranas celulares, la formacién de agregados citosédlicos, asi como el
transporte y secrecién dirigidos hacia el sitio de penetracién (Kobayashi &
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Hakuno, 2003; Lipka & Panstruga, 2005; Takemoto & Hardham, 2004;
Takemoto et al, 2003). Las CWAs tienen apariencias diferentes y su
composiciéon es muy heterogénea, conteniendo una gama muy diversa de
compuestos con actividad antimicrobiana como fitoalexinas, compuestos
fendlicos, calosa, H,0, y proteinas que incluyen peroxidasas e inhibidores
enzimaticos (Hardham et al, 2007; Remans et al., 2006; Schmelzer, 2002).

La calosa, un B-1,3 glucano, es quizas el componente mayoritario de las CWAs y
juega un papel central en la prevencidn de la entrada de multitud de patégenos
en la planta, sobre todo bacterias, hongos y oomicetos. La sintesis y deposicion
de calosa es inducida por estrés de naturaleza tanto bidtica como abidtica y
ocurre muy rapidamente a través de la accién de sintasas de calosa que se
encuentran ancladas en la cara externa de la membrana plasmatica (Hardham
et al, 2007). Se ha sugerido que el papel de la calosa en la defensa frente a la
penetracion del patogeno es el de revestir a otros compuestos depositados en la
membrana impidiendo asi su degradacion e incluso que podria servir de
plataforma donde los compuestos antimicrobianos podrian ser secuestrados y
concentrados (Assaad et al, 2004; Bhat et al, 2005; Mongrand et al, 2004;
Stein et al, 2006). En el caso de otros compuestos, la sintesis se produce
intracelularmente, son transportados en el interior de vesiculas y depositados
en las CWA. Es el caso del NO o del H,0O, sintetizados en el apoplasto y
transportados en cuerpos multivesiculares a las CWA (Bolwell et al, 2002;
Prats et al, 2005; Remans et al, 2006). Esa deposicion de compuestos a través
de vesiculas implica ademas procesos de endo y exocitosis, con el consiguiente
reciclaje de componentes estructurales de la membrana en el sitio de infeccidn.
Tienen especial relevancia en los casos de algunos receptores de membrana
que son endocitados tras el reconocimiento del elicitor para iniciar la
sefializacién defensiva (Remans et al, 2006; Robatzek et al, 2006b; Schornack
etal, 2006).

Otro grupo de componentes de la pared celular implicados en este tipo de
resistencia son los arabinogalactanos (Sardar et al, 2006). La naturaleza de
estas glicoproteinas es extremadamente compleja y diversa y aunque no se
conoce exactamente cual es su funcién, parecen estar involucradas en la
deteccion de la invasion del patégeno y son objetivos habituales de muchos
factores de virulencia (Celio et al, 2004).

La reorganizacién de las redes de actina y la deposicién de muchos de estos
compuestos puede imitarse mediante el tratamiento con diferentes toxinas
purificadas de hongos y oomicetos (Binet et al, 2001; Yuan et al, 2006). Por
otro lado se ha demostrado que la presién mecanica ejercida con microagujas
activa, entre otras, la acumulacién de agregados citopldsmicos, migracion
nuclear o induccién de genes relacionados con defensa basal (Gus-Mayer et al.,
1998; Kennard & Cleary, 1997; Wick et al, 2003). Sin embargo estas sefiales
nunca llegan a inducir todo el abanico de barreras defensivas sugiriendo que es
la percepcién de multiples sefiales producidas por el patégeno la que confiere la
gran especificidad que posee este mecanismo defensivo.
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En suma, las plantas son capaces de defenderse efectivamente de la gran
mayoria de los patégenos que las atacan impidiendo que éstos penetren en su
interior. La clave del éxito de este tipo de resistencia es el gran abanico de
estrategias que la componen. A lo largo del tiempo los patégenos han
desarrollado mecanismos para suprimir selectivamente componentes de esta
respuesta defensiva, pero la presencia de los multiples métodos de
desencadenar la sefializacion permite, en muchos casos, impedir su
penetracion. Ademas de reconocer directamente elicitores de los patdgenos, las
plantas han desarrollado mecanismos para controlar el estado de componentes
clave en su propio sistema defensivo (comentado extensamente en el apartado
“hipotesis del guardidn”). Se ha demostrado por ejemplo que algunas bacterias
fitopatégenas suprimen la accién de sintasas de calosa para promover
virulencia, pero esa inactivaciéon dispara un mecanismo de contraataque que
frena el avance de la infeccién (Hauck et al, 2003; Yun et al, 2006). Un caso
similar se ha documentado recientemente en el que la interferencia en la
sintesis de proteinas requeridas para la resistencia a la penetracién (sintaxinas
como PEN1 y AtSYP122 o transportadores ABC como PEN3) dispara la
sefalizacién defensiva (Nishimura et al, 2003; Stein et al, 2006; Zhang et al.,
2007).

Mecanismos de los patogenos para suprimir las defensas de la
planta.

Los patdgenos han coevolucionado con las diferentes especies de plantas
hospedadoras y han desarrollado una serie de mecanismos que les permiten
penetrar en la planta evitando la activaciéon de estas defensas. Estos
mecanismos van desde evadir la percepcién hasta interferir con las respuestas
defensivas de la planta. Ademas, para promover la virulencia los patdgenos
producen efectores que reducen o suprimen las defensas activadas mediante el
reconocimiento mediado por MAMPs o incluso por proteinas R. Este coctel de
efectores esta formado gran cantidad de moléculas (entre 20 y 100) que incluye
toxinas y proteinas secretadas por sistemas de secrecion de tipo III (TTSS, del
inglés type III secretion system). Estos TTSS estdn compuestos por un pilus de
naturaleza proteica que ejerce la funcién de jeringa, inyectando directamente
proteinas efectoras de tipo 11l (TTEs, del inglés type Il effector) en el interior de
la célula (Cunnac et al, 2004; Lindeberg et al, 2006). Es la combinacién de
efectores secretados la que determina el éxito de la infeccién, por lo que los
TTEs estan sujetos a una gran presion de seleccion. Las bacterias mantienen un
grado muy alto de heterogeneidad de sus efectores debida a la transferencia
horizontal de genes, generando ademds variabilidad a través, entre otros
procesos, del denominado “barajado de genes” (Stavrinides et al, 2006). Asi
pues, razas bacterianas muy relacionadas pueden diferir mucho en la
composiciéon y/o numero de efectores, lo que en ultima instancia va a
determinar su rango de hospedadores.

Estos efectores interfieren en multitud de procesos defensivos de las plantas,
tanto a nivel subcelular como a nivel multicelular (Figura 2). Se conocen
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ejemplos de efectores que promueven virulencia a través de la alteracién del
sistema de ubiquitinacién de la planta, como es el caso de HopAB2 (AvrPtoB)
(Abramovitch et al, 2003). El extremo C-terminal de esta proteina es muy
similar a algunos componentes de las E3-ligasas involucradas en el marcaje por
ubiquitinacién y posterior degradacién de proteinas. Se ha sugerido que
HopAB2 es un inhibidor de mecanismos como la sefializaciéon defensiva
dependiente de MAMPs (de Torres et al., 2006; Hann & Rathjen, 2007) o de la
proteina R Rsb (Abramovitch et al, 2006; Janjusevic et al, 2006). Otros casos
parecidos son los de la familia GALA de TTEs presente en Ralstonia
solanacearum (Angot et al., 2006). Estas proteinas contienen dominios F-box
que interaccionan con las proteinas SKP1 de Arabidopsis, uno de los integrantes
de los complejos SCF de ubiquitinaciéon. El TTE de P. syringae HopM1
contribuye a la virulencia en Arabidopsis y tomate suprimiendo la deposicion de
calosa, promoviendo la degradacién via proteosoma de proteinas como
AtMIN7, un regulador del trafico vesicular (Badel et al, 2006; DebRoy et al,
2004; Nomura et al.,, 2006).

Otros efectores tienen un modo de accién diferente, siendo capaces de
modificar directamente proteinas del hospedador. Miembros de la familia
HopX1 (AvrPphE) de TTEs presentes en P. syringae y Xanthomonas campestris
contienen triadas cataliticas caracteristicas de proteasas de cisteina asi como
un dominio N-terminal conservado. Se ha propuesto que estas proteinas
pueden promover virulencia a través de la proteolisis de proteinas propias de
la planta (Nimchuk et al., 2007). Otras como HopAR1 (AvrPphB) y AvrRpt2 de
P. syringae, también funcionan como proteasas de cisteina, provocando la
protedlisis de PBS1, y RIN4 respectivamente, lo que suprime la sefializacion
defensiva mediada por MAMPs y por el reconocimiento de proteinas R
(Anderson et al., 2004; Axtell et al, 2003; Kim et al, 2005; Shao et al, 2003).
Otros TTEs con actividad cistein-proteasa eliminan pequefias modificaciones
proteicas similares a la ubiquitina (SUMO, del inglés small ubiquitin-like
modifier). Por ejemplo, X. campestris posee dos familias de TTEs (Yop] y YopD)
con actividad proteasa de SUMO (Hotson et al, 2003; Roden et al, 2004).
Cuando se expresan estas proteinas en células vegetales reducen la cantidad de
proteinas sumoiladas. Ademas, se ha demostrado que poseen localizacion
subcelular diferente, lo que podria indicar especificidad de sustrato para este
mecanismo (Chosed et al,, 2007).

Los TTEs también son capaces de alterar el grado de fosforilacién de algunas
proteinas de las plantas para contribuir a la virulencia del patégeno. AvrRpm1 y
AvrB1 son TTEs de P. syringae que inducen la fosforilacion de RIN4,
suprimiendo la respuesta defensiva (Mackey et al, 2002). Otros TTEs tienen
actividad fosfatasa de tirosinas (como HopAO1 (HopPtoD2)) o liasa de
fosfotreoninas (como HopAll) y promueven la desfosforilacion de diversas
proteinas de la planta para interferir en la sefalizacién defensiva como la
cascada de MAPKKs (Bretz et al.,, 2003; Espinosa et al.,, 2003; Li et al., 2007; Li et
al.,, 2005).
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Figura 2. Esquematizacion de los diversos modos de accion de los efectores bacterianos para
perturbar las defensas de la planta hospedadora. Las dianas de los diferentes tipos de
efectores incluyen multitud de procesos celulares como la ubiquitinacién, sefializaciéon por
MAPKs, trafico vesicular, transcripcion, modificacion y degradacidn de proteinas o sefializacién
hormonal. RE, reticulo endoplasmico; MP, membrana plasmatica; COR, coronatina; TTEs,
proteinas efectoras de tipo Ill; MAMP, patrones moleculares asociados a microbios. (Adaptado
de Hardham et al., 2007).

Otro tipo de interferencias son producidas por TTEs como los de la familia
AvrBs3/PthA de Xanthomonas y Ralstonia o AvrXa27 de X. oryzae que poseen
dominios de localizaciéon nuclear (NLS) y un dominio acidico de activacion
(AAD) (Marois et al., 2002; Schornack et al, 2006). El modo de accién de estos
TTEs se basa en modular la transcripcion de genes del hospedador
suprimiendo las defensas. Otros como HsvG o HsvB son TTEs de Pantoea
agglomerans que funcionan como factores de transcripcién que contribuyen a
la formacion de agallas en los hospedadores susceptibles (Nissan et al., 2006;
Valinsky et al.,, 1998).

Otros TTEs son utilizados por los patégenos para modular la sefializacion
hormonal de las plantas. Se ha observado el caso de bacterias que, para
promover su virulencia, inducen la sefializacién mediada por auxinas a través
tanto de un aumento en la sintesis como de la alteracién de la manipulacién de
la respuesta a esta hormona (Navarro et al, 2006; Uppalapati et al, 2005).
También se han descrito que fitotoxinas como la coronatina (COR), un analogo
funcional del JA, es utilizada por P. syringae para promover la sefializacién
mediada por JA y suprimir las defensas, asi como para manipular la apertura
estomatica, facilitando la entrada del patégeno en la planta (Cohn & Martin,
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2005; He et al, 2004; Thilmony et al, 2006; Uppalapati et al, 2005).
Recientemente se ha demostrado que las plantas cierran los estomas
bloqueando la entrada de bacterias patdgenas como P.syringae y no patégenas
como E.coli, pero solamente aquellas bacterias virulentas son capaces de
superar esa barrera orquestando una reapertura a través de la manipulacién de
las propias rutas de sefializacion hormonales de las plantas (Melotto et al,
2006). Un gran nimero de patoégenos flingicos y oomicetos tienen también
como mecanismo de penetracion en su hospedador la entrada por los estomas,
asi que es muy posible que este mecanismo de supresion de las defensas
demostrado para bacterias, esté ampliamente distribuido en la naturaleza.

Hipotesis del guardian.

Son muchas las evidencias emergentes que apoyan la denominada “hipétesis
del guardian”. Este modelo propuesto por van der Biezen y Jones en 1998
defiende que muchas proteinas R reconocen efectores patogénicos de manera
indirecta, y sin implicar una interaccidon fisica. Asi, las proteinas R
monitorizarian la integridad de importantes componentes del sistema inmune,
dianas de la accién de los efectores (Dangl & Jones, 2001b; van der Biezen &
Jones, 1998). Esto podria explicar como las plantas son capaces de reconocer a
miles de patdgenos diferentes utilizando tan solo unos cientos de genes R. El
concepto de que las proteinas R reconocen esas modificaciones inducidas por
patogenos es similar a los modelos utilizados en mamiferos (Jones & Dangl,
2006). Las evidencias mas claras vienen del estudio de la interaccién entre P,
syringae 'y Arabidopsis. RPS2 y RPS5 son proteinas R que reconocen
indirectamente a los efectores AvrRpt2 y HopAR1. Estos efectores tienen como
diana a componentes importantes en la sefializacién defensiva como son RIN4 y
PBS1, e inducen su eliminacién via degradacién y proteolisis respectivamente
para promover su virulencia. RPS2 y RPS5 no interaccionan fisicamente con los
efectores que reconocen, sino que lo hacen con estos componentes de la planta
monitorizando su integridad en todo momento, actuando asi como
“guardianes”. Asi, en el momento que detectan la degradacién de RIN4 y PBS1,
activan una respuesta defensiva que detiene el avance del patégeno (Ade et al,
2007; Axtell & Staskawicz, 2003; Day et al, 2005; Mackey et al.,, 2003; Shao et
al,, 2003).

Teoria del Zig-zag

Recientes avances en el conocimiento del sistema inmune de las plantas estan
indicando que existe un solape significativo entre las resistencias basal, non-
host y la especifica de raza. Estas defensas precisan de elementos comunes y en
muchos casos utilizan sefializaciones similares produciendo cambios
transcripcionales y celulares parecidos (da Cunha et al,, 2006).
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Figura 3. Modelo del “Zig-zag” que esquematiza el conocimiento actual del sistema inmune
de las plantas. La amplitud de la resistencia o la susceptibilidad es proporcional a [PTI - ETS +
ETI]. En la fase 1, las plantas detectan una serie de PAMPs/MAMPs a través de los PRRs para
desencadenar una inmunidad asociada a PAMPs (PTl). En la fase 2, algunos patdgenos
consiguen vencer esa resistencia generando efectores que interfieren con la PTI, lo que
resulta en una susceptibilidad asociada a efectores (ETS). En la fase 3, uno de los efectores
(coloreado en rojo) es reconocido por una proteina R activando una inmunidad asociada a
efectores (ETI), que amplifica la PTI pudiendo traspasar el umbral de la respuesta
hipersensible (HR). En la fase 4, la seleccién natural hace que algunos aislados del patégeno
pierdan el efector reconocido (rojo) y que puedan ganar nuevos efectores a través de flujo
génico horizontal (en azul) lo que les permite superar la ETI. De nuevo la seleccion favorece la
aparicion de nuevas especificidades de las proteinas R permitiendo a las plantas reconocer al
nuevo efector, lo que resulta en la activacion de nuevo de una ETI. (Adaptado de Jones &
Dangl, 2006).

La visiéon actual del sistema inmune puede resumirse en cuatro fases, segin el
llamado modelo del “zigzag” (Jones & Dangl, 2006). En la fase 1, los MAMPs son
reconocidos por los PRRs, lo que resulta en el establecimiento de una respuesta
defensiva que impide la colonizacién del patégeno. Los patégenos que superan
con éxito esta fase despliegan, en la fase 2, efectores que contribuyen a la
virulencia interfiriendo en esa resistencia mediada por el reconocimiento de los
MAMPs. En la fase 3, los efectores son reconocidos especificamente por las
proteinas R lo que desencadena la resistencia generalmente a través de una
respuesta hipersensible o HR en el sitio de infeccion. Este reconocimiento
puede ser indirecto (hipdtesis del guardian) o directo (implicando interacciéon
fisica). En la fase 4, la seleccion natural hace que evolucionen y sean capaces de
suprimir este reconocimiento especifico bien a través de la eliminacién del
efector, bien modificindolo, o bien utilizando nuevos efectores capaces de
interferir en el reconocimiento y/o posterior sefializacién defensiva. Esa
seleccion natural hace que también aparezcan nuevas proteinas R o con nuevas
especificidades que activen de nuevo la respuesta defensiva (Jones & Dang],
2006).
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Seifalizacion tras el reconocimiento

Como ya se ha comentado, tras el reconocimiento de patégenos muy diferentes
entre si, las plantas responden activando mecanismos altamente conservados
que utilizan componentes comunes de un ndmero limitado de rutas de
sefializacién. La caracterizacién de las resistencias mediadas por genes R en
tomate, cebada o Arabidopsis, ha proporcionado datos genéticos muy valiosos
para determinar la organizacién de esta respuesta asf como las interconexiones
entre diferentes rutas de sefializaciéon. Asi, se han identificado genes
complementarios necesarios para el correcto funcionamiento de multiples
genes R, que fortalecen esta idea. Por ejemplo, analisis genéticos de la
interaccién entre la cebada y el hongo Erysiphe graminis f sp hordei han
desvelado el papel fundamental de dos genes, RARI y RAR2, en la resistencia
mediada por el gen R Mla-12 (Freialdenhoven et al, 1994; Torp & Jorgensen,
1986). Esta resistencia va acompafiada de una acumulacién bifasica de H,0,. Un
primer estallido oxidativo se da a nivel local en el sitio de penetraciéon del
hongo, mientras que el segundo se da a nivel de toda la célula coincidiendo con
una HR localizada (Shirasu et al, 1999). El mutante rarl esta afectado en ese
segundo estallido oxidativo, asi como en la HR localizada, sugiriendo un papel
para RAR1 como potenciador de la acumulacién de H,0; que contiene el avance
del patégeno promoviendo la HR (Shirasu et al, 1999). RARI codifica una
proteina con homologia a SGT1, que en levadura regula la degradaciéon de
proteinas a través de complejos SCF (Kitigawa et al, 1999). Asi pues, se ha
propuesto que tras la activacion de RAR1 este podria marcar a algiin regulador
negativo de la resistencia para degradarlo (Halterman et al). Ademas el
complejo SCF que contiene a RAR1 es un objetivo critico para varios efectores
de hongos y es vigilado por varios productos de genes R Mla. La mutacién rarl
compromete por esto el reconocimiento de diferentes hongos, situando a RARI
como punto de convergencia de las sefializaciones mediadas por diferentes
proteinas R (Jorgensen, 1996; Peterhansel et al., 1997).

Por otro lado, estudios fenotipicos de mutantes alterados en la respuesta
defensiva de Arabidopsis frente a P. syringae e Hyaloperonospora arabidopsidis
(también llamado Peronospora parasitica o Hyaloperonospora parasitica) han
demostrado que los genes EDS1 y NDR1 son también necesarios para la funcion
de diversas clases de genes R (Aarts et al, 1998). Ademas, los genes R
suprimidos por edsl no son suprimidos por ndrl y viceversa. Asi, mutaciones
en la lipasa EDS1, eliminan la resistencia mediada por genes R de la clase TIR-
NB-LRR, mientras que mutaciones en NDR1 suprimen la resistencia conferida
por una clase de CC-NB-LRR de genes R (Aarts et al, 1998; Falk et al, 1999;
McDowell et al., 1998).

En otros casos, rastreos para detectar mutantes alterados en resistencia
mediada por diferentes genes R han resultado en la identificaciéon de genes
requeridos especificamente para la funcidn de genes R individuales. Es el caso
del mutante de tomate rcr3, que especificamente compromete la resistencia a
Cladosporium fulvum asociada a Cf-2 pero no a Cf-5, a pesar de que las dos
proteinas tienen una similitud de secuencia aminoacidica del 93% (Dixon et al,
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2000). En Arabidopsis, mutaciones en PBS1 suprimen la resistencia a P.syringae
mediada por el gen R RPS5 y sin embargo no afecta a la funcién de los otros
genes R analizados (Warren et al., 1999).

Aunque estas observaciones sugieren un modelo en el que EDSI y RARI
estarian regulando las sefializaciones defensivas mediadas por diferentes genes
R, son muchos los casos conocidos de genes R de la clase CC-NB-LRR que
funcionan de manera independiente a ambos genes, por lo que podria existir
una tercera ruta con componentes aun desconocidos (Aarts, 1998; McDowell,
2000; McDowell et al., 2000). Ademas, en Arabidopsis parece haber una serie de
proteinas con funciones solapantes que regulan las resistencias asociadas a
genes R, lo que complicaria ain mdas este modelo (Feys & Parker, 2000b;
Warren et al., 1999).

Eventos tempranos tras el reconocimiento del patégeno.

Asi pues, la resistencia de las plantas frente a infecciones patogénicas esta
formada por un sofisticado sistema de percepciéon de sefales pero también
comprende una activacién posterior de respuestas muy complejas. Después del
reconocimiento del ataque de un patégeno, se producen una serie de cambios
en las células vegetales que incluyen flujos de calcio, alcalinizacién del espacio
extracelular, activacion de protein-quinasas, reprogramacion transcripcional y
la sintesis rapida y transitoria de una serie de moléculas que incluyen especies
reactivas de oxigeno (ROS, del inglés Reactive oxygen species) y nitrégeno
(Kotchoni & Gachomo, 2006; Veronese et al.,, 2006). La rapidez e intensidad de
la activacién de esa cascada de reacciones son las que van a marcar el éxito de
la resistencia. Diferentes estudios han revelado que estos cambios son similares
independientemente del patégeno o efector utilizado (Felix et al,, 1999a; Jabs et
al, 1997; Piedras et al., 1998).

A los 15 minutos de la infeccion, se han identificado cambios en la acumulacién
de transcritos de aproximadamente el 1% de los genes de Arabidopsis, que
codifican ademdas moléculas sefializadoras adicionales como factores de
transcripciéon o protein quinasas (Durrant et al, 2000). Las ROS y el NO
contribuyen ademas a esta rapida activacion transcripcional de una bateria de
genes de defensa en los alrededores del sitio de infeccidon con funciones que
incluyen la biosintesis de hormonas como el SA o el ET, reforzamiento de la
pared celular, lignificacidn, produccién de compuestos antimicrobianos o el
establecimiento de la HR (Scheel, 1998). Estos cambios transcripcionales son
claramente el efecto de la integracion de diversas rutas de sefializacién, pero no
se sabe con certeza cudles son directamente resultado del reconocimiento del
patégeno y cudles no.

ROS

Las ROS son uno de los componentes mas importantes de esta sefializacion,
pero tienen un papel dual dependiendo de los niveles de acumulacidn. Niveles
intracelulares elevados pueden causar grandes dafios y la muerte de la célula,
mientras que son utilizadas en concentraciones moderadas como segundos
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mensajeros en las cascadas de transduccion de la sefal defensiva,
diferenciacion de la pared celular o la activacion de protein-quinasas activadas
por mitégeno (MAPKs, del inglés mitogen-activated protein kinases) en
complejos procesos utilizados por las plantas para adaptarse a multitud de
clases de estrés (Conrath et al, 2002; Kotchoni & Gachomo, 2006). En animales
cladsicamente se han relacionado con procesos como la inflamacién o el cancer
mientras que su papel en interacciones planta-patégeno es relativamente
reciente habiéndose descrito la influencia en procesos como la HR, el
entrecruzamiento de glicoproteinas para reforzar la pared celular, la
acumulacidon de fitoalexinas o la induccién de genes involucrados en defensa
(Desikan et al, 2001; Lamb & Dixon, 1997). Las ROS, que incluyen radicales
hidroxilo y superdéxido, per6xido de hidrégeno y oxigeno singlete son moléculas
producidas como una consecuencia del metabolismo normal de las células en la
fase aerdbica de la fotosintesis (Asada, 1999; Mittler, 2002), aunque son
rapidamente metabolizadas con la ayuda de enzimas antioxidantes presentes
de manera constitutiva asi como por otras vias no enzimaticas como vitaminas
antioxidantes, proteinas o tioles (Kovtun et al., 2000; Scandalios, 1997). Se cree
que la fuente principal de ROS es el cloroplasto, pero también se han descrito
otras como peroxidasas de pared celular o las mitocéndrias (Davletova et al,
2005; Mittler, 2002; Mittler et al, 2004). Légicamente existen sistemas de
destoxificacion de ROS, entre los que se encuentran el ciclo del ascorbato-
glutation, dismutasas de superodxido (SOD), ascorbato peroxidasas (APX) y
catalasas, que regulan finamente los niveles de estas moléculas en cada
compartimento celular (Apel & Hirt, 2004; Asada, 1999; Mittler, 2002).

Por otro lado, tipos de estrés como el frio, el exceso de luz, el ozono, la sequia, la
alta salinidad, la irradiacién con luz UV o la infeccién por patégenos generan un
exceso de ROS que precisa a su vez de la activacion de defensas adicionales
para regular los niveles de estas moléculas y reducir el dafio oxidativo sobre
lipidos en membranas, proteinas y otros componentes celulares que pueden
llegar a provocar la muerte celular (Doke et al, 1996; Foyer & Noctor, 2005;
Scandalios, 1997). De hecho, se ha demostrado que la rapida generacién de
H>0, es uno de los primeros eventos citolégicamente observables en los
procesos de penetracion de muchos patoégenos, y que es uno de los
determinantes del éxito o el fracaso de la infeccién (Mellersh et al, 2002).
Ademas se ha detectado acumulacion de ROS extracelular durante diferentes
interacciones planta-patégeno (ThordalChristensen et al, 1997) y se ha
demostrado un efecto antimicrobiano sobre muchos patégenos (Bestwick et al.,
1997; Kotchoni & Gachomo, 2006). Otros datos que avalan el papel de las ROS
en defensa son por ejemplo el hecho de que, en Arabidopsis, en respuesta a la
infeccion patogénica, el metabolismo de estos compuestos se regula mediante
una red que abarca 152 genes (Mittler et al, 2004) o la observaciéon de que
concentraciones subletales de H;0, son capaces de inducir la expresién de
numerosos genes requeridos en defensa (Chamnongpol et al, 1998; Rao &
Davis, 1999). Actualmente se piensa que las ROS, ademas de tener un efecto
directo sobre el proceso de penetracién del patégeno, sirven como
amplificadores o transductores de la sefial defensiva que actiian conjuntamente
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con componentes de las rutas mediadas por diferentes reguladores hormonales
en el establecimiento de la respuesta defensiva.

MAPKs

Recientemente se ha establecido que las MAPKs juegan un papel muy
importante en la respuesta defensiva de las plantas, dado que la percepcién de
diversos patdgenos inicia una serie de sefializaciones que convergen en la
activacion de cascadas conservadas de MAPKs, quinasas activadas por
mitégeno (Asai et al, 2002a; Nakagami et al, 2005). Se ha detectado una
induccién de la activacién de MAPKs en respuesta a numerosos tipos de estrés
(Xiong & Yang, 2003), y se ha asociado directamente a la acumulacién de ROS
(Moon et al, 2003). Las cascadas de sefializacionpor MAPKs incluyen tres
componentes basicamente: las MAP quinasas (MAPKs), las MAPK quinasas
(MAPKKs) y las MAPKK quinasas (MAPKKKs). Durante la transduccién de seiial,
las MAPKKKs son fosforiladas y esto les permite activar MAPKKSs
fosforilandolas y éstas ultimas a su vez fosforilan MAPKs activandolas. Estas
MAPKs activadas (fosforiladas), son generalmente transportadas al ntcleo
donde activan componentes de la sefializacién como factores de transcripcién,
que regulan directamente la expresion de los genes de respuesta (Khokhlatchev
etal, 1998).

Son claras las evidencias de la importancia de las cascadas de MAP quinasas en
la resistencia mediada tanto por proteinas R como por MAMPs. Tras el
reconocimiento del patégeno, generalmente se produce un estallido oxidativo, y
la activacién de estas rutas de MAP quinasas. Se han descrito numerosos
efectores capaces de elicitar una respuesta defensiva dependiente de la
activacion de cascadas de MAP quinasas. Por ejemplo, se produce una
activacion transitoria de las quinasas NTF6 y WIPK de tomate, en respuesta al
reconocimiento de avrPtoB durante la infecciéon con P. syringae. Ademas, la
resistencia a esta bacteria se ve comprometida al silenciar las MAPKKs MEK1 y
MEK?2, indicando que todas estas quinasas son reguladores clave (Ekengren et
al, 2003; Kovtun et al, 2000). Por otro lado, la expresién transitoria de formas
activas de las quinasas SIPK y las quinasa-quinasas SIPKK o NtMEK2 resultan
en la apariciéon de algunas respuestas como la HR o la induccidon de genes
relacionados con defensa (Kim et al,, 2003; Zhang & Liu, 2001). Inversamente,
una reducciéon en la expresion de SIPK, WIPK o NtMEK2 mediante
silenciamiento inducido por virus, resulta en una atenuacién de la resistencia al
Virus del Mosaico del Tabaco o TMV (Jin et al., 2003; Sharma et al., 2003).

Ha sido descrito que bacterias, hongos y diferentes elicitores inducen la
actividad de AtMPK6 pero no la de AtMPK3 en Arabidopsis (Nuhse et al.,, 2000).
Sin embargo, ambas son parte de una cascada de sefalizacidon recientemente
diseccionada, que es activada por el elicitor fls22 y que induce respuestas
generales de defensa pero no HR (Asai et al, 2002a; Gomez-Gomez & Boller,
2000a). La unién de la flagelina bacteriana al receptor FLS2 induce la activacién
de cascadas de MAP quinasas que a su vez activan a factores de transcripcion
de la familia WRKY, estableciendo un vinculo directo entre los receptores de
membrana y la sefializacién mediada por MAP quinasas (Asai et al, 2002a).
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AtMPK4 también funciona como un regulador de la respuesta defensiva.
Recientemente se ha identificado un sustrato de esta quinasa, MKS1, cuya
sobreexpresion es suficiente para la expresion de genes de defensa regulados
por WRK25 y WRK33, haciendo a las plantas mas resistentes (Ekengren et al,
2003).

Asf{ pues, aunque es clara la implicacion en las plantas de las MAP quinasas en
varios procesos metabdlicos que incluyen respuestas defensivas, el
conocimiento en detalle de como funcionan estas cascadas es muy pobre
comparado con otros sistemas. Es mucho el esfuerzo que queda por hacer para
diseccionar las complejas relaciones existentes entre estas MAP quinasas y las
sefalizaciones hormonales, asi como para entender el funcionamiento de los
receptores que monitorizan la activacion de este tipo de sefializacién (Mishra et
al, 2006Db).

Respuesta hipersensible o HR

Generalmente la respuesta defensiva mediada por genes R (Asai et al, 2002a;
Nakagami et al,, 2005) producida en las interacciones incompatibles incluye la
muerte de las células que estan en contacto con el patégeno, fenémeno
denominado respuesta hipersensible o HR. Se desconoce si la aparicién de esta
HR esta causada por el avance del patégeno o si es la consecuencia de la accién
de sustancias producidas por la propia planta para obstaculizar el crecimiento
de éste, el hecho es que estd asociada a una serie de procesos como la
generacion de ROS, cambios en la polaridad de la membrana y en la
permeabilidad de ésta a varios iones, reforzamiento de la pared celular,
fosforilacién/desfosforilacion de proteinas y acumulacién de algunas moléculas
como el SA y las proteinas PR (Talarczyk & Hennig, 2001). Algunos de estos
eventos contribuyen a la limitacién del avance del patégeno en el tejido
infectado como parte de la respuesta defensiva local mientras que otros
constituyen ademds puntos de partida para la activacién de una respuesta
defensiva de caracter sistémico que recibe el nombre de Respuesta Sistémica
Adquirida o SAR (del inglés Systemic Acquired Resistance) y que proporciona
una defensa frente a sucesivas infecciones de una amplia gama de patégenos
(Durrant & Dong, 2004; Hammerschmidt, 1999; Ryals et al., 1994; Sticher et al.,
1997). Sin embargo el papel que juega la HR en la respuesta defensiva no se
conoce con exactitud. En el caso de patdgenos biotrofos, la necrosis del tejido
puede dificultar mucho el avance del microorganismo, ya que este tipo de
patoégenos precisa de células vivas para su desarrollo, pero en el caso de
agentes hemibiotrofos y necrotrofos el papel de la HR estd menos claro, y se
han descrito casos en los que incluso favorece el crecimiento del patégeno
como ocurre con el hongo necrotrofo Botrytis cinerea, que se aprovecha de la
HR para ampliar la zona de necrosis celular y continuar con la infeccién (Govrin
& Levine, 2000). Ademas existen casos de resistencias mediadas por genes R-
Avr que no implican HR como es el caso de la resistencia de la cebada a todas
las razas de Erisiphe graminis sp hordei mediada por el gen Mlo
(Freialdenhoven et al, 1996; Knogge, 1996) o el caso del gen de resistencia Rx
de la patata al Virus X de la Patata (Kéhm et al., 1993).
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En conclusidén, las plantas se defienden de los patogenos que las atacan
activando una serie de sistemas de defensa que pasan necesariamente por la
percepcion de éstos. La interaccion de la planta con los diferentes tipos de
patégenos genera sefiales distintas pero que convergen en rutas de
transduccion comunes que controlan respuestas defensivas similares
(Talarczyk & Hennig, 2001). Este reconocimiento mediado por MAMPs y genes
R conduce generalmente a la activacidn de dos rutas de sefializacién diferentes,
una que lleva a la induccién de la muerte celular programada de las células
proximas al lugar de infeccion y otra que consiste en la activacién de
mecanismos de resistencia tanto locales (en el lugar de infecciéon) como
sistémicos (en partes distales de la planta).

Senalizacion hormonal

En los udltimos afios mucho ha sido el progreso que se ha hecho en la
identificacion de componentes de la respuesta defensiva de las plantas frente a
patoégenos de todo tipo. Se ha demostrado que en esta respuesta estan
involucradas fundamentalmente tres fitohormonas que, al parecer, regulan dos
rutas de sefializacién mayores: una dependiente de SA y otra independiente de
SA pero dependiente de JA y ET. Estas rutas no funcionan completamente
independientes, sino que la una influye en la otra a través de una compleja red
de interacciones (Dong, 1998; Feys & Parker, 2000a; Glazebrook, 2001; Kunkel
& Brooks, 2002; Pieterse & van Loon, 1999; Thomma et al, 2001a). El
conocimiento de estas interacciones es fundamental para establecer los finos
mecanismos de activacidn y regulacion de la respuesta defensiva, asf como para
conocer las estrategias que usan los patégenos para alterar, mediante evasion
o supresidn, las defensas de su hospedador, promoviendo asi virulencia y
enfermedad.

SA

El 4cido salicilico estd involucrado en multitud de procesos biologicos de las
plantas. Por ejemplo, se ha comprobado que es un importante regulador del
crecimiento celular (Vanacker et al., 2001), la floraciéon (Martinez et al., 2004) o
la termogénesis (revisado en Klessig & Malamy, 1994; Malamy et al, 1992;
Raskin, 1992; Shah et al., 1999). También son muchas las observaciones a lo
largo del tiempo que han indicado un papel central del SA en defensa. Las
primeras demostraciones claras vinieron del analisis de plantas transgénicas
que sobreexpresan el gen bacteriano que codifica el enzima salicilato
hidroxilasa (NahG), que impide la acumulacién de SA convirtiéndolo en catecol
(Lawton et al, 1995). Estos estudios demostraron que los niveles enddgenos de
SA aumentan en tejidos infectados, y aplicaciones exdgenas de esta molécula
incrementan la resistencia frente a gran cantidad de patégenos. Ademas, el SA
es necesario para la rapida activacion de las defensas mediadas por diferentes
genes R, para la induccién de defensas locales que contienen el avance de las
infecciones por patégenos virulentos y para el establecimiento de la llamada
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resistencia sistémica adquirida o SAR (Gaffney, 1993; Kunkel & Brooks, 2002;
Ryals et al, 1996). El fendmeno SAR es un estado de resistencia activado en la
planta tras la infeccién de patdgenos compatibles e incompatibles que causan
lesiones necroticas. La SAR actiia como un potenciador o modulador de otros
mecanismos de defensa de tal manera que si no llega a activarse, una
interaccién incompatible puede convertirse en compatible (Ryals et al, 1996).
Algunos genes PR cuya induccién es dependiente de SA son utilizados
habitualmente como marcadores de SAR, como es el caso de PR1, PR2 y PR5.
Otras evidencias que apoyan el papel del SA en la respuesta defensiva han sido
aportadas tanto por el aislamiento de mutantes de Arabidopsis afectados en la
producciéon de SA, como por ejemplo los mutantes eds (enhanced disease
susceptibility. (Dewdney et al., 2000)), pad4 (phytoalexin deficient4. (Glazebrook
et al, 1996)) o sid2 (SA induction deficient2. (Dewdney et al., 2000)). Estos
mutantes exhiben una marcada susceptibilidad a varios patégenos como P.
syringae, H. arabidopsidis o Erisyphe sp. (Cao et al, 1994; Cao et al, 1997;
Delaney et al, 1994; Reuber et al., 1998). Por otro lado, la caracterizacion del
mutante nprl (nonexpressor of PR genes.(Cao et al., 1997)) arrojé algo de luz a
la ruta de sefializacién dependiente de SA. Varios mutantes en Arabidopsis
alélicos de npr1, también llamado nim1 (non inducible inmunity. (Ryals et al,
1997)) o sail (salicylic acid insensitive mutant (Shah et al, 1997)) han sido
identificados en escrutinios realizados para identificar mutantes que fueran
incapaces de activar la expresion de genes PR o estuvieran alterados en la
respuesta defensiva frente a patégenos en condiciones de activaciéon de SAR. La
sobreexpresion del gen NPR1 en Arabidopsis y en arroz conduce a un aumento
en la resistencia de estas plantas frente a patégenos biotrofos como P. syringae
o H. arabbidopsidis (Cao et al.,, 1998; Chern et al, 2001). Se ha comprobado que
tanto la aplicacién exdgena de SA o de sus andlogos, asi como la inoculacién de
las plantas con uno de estos patégenos, produce un aumento en la
translocacion de NPR1 al nucleo y que esta translocacion es requerida para la
activacion de la sefalizacion aguas abajo y por tanto para la expresion de
algunas proteinas PR (Kinkema et al, 2000; Zhang et al., 1999). Mas aun, se ha
demostrado que el SA afecta a la actividad de NPR1 en dos etapas: primero
activa la expresion del gen y después estimula su translocacién al nicleo donde
NPR1 interacciona con factores transcripcionales que se unen especificamente
a los elementos reguladores de respuesta a SA identificados en promotores de
genes PR (Fan & Dong, 2002).

Sin embargo, a partir de diversos rastreos genéticos se han obtenido resultados
que sugieren la existencia de una ruta dependiente de SA pero independiente
de NPR-1. Es el caso del mutante dth9 (detachment 9(Mayda et al., 2000b)). En
este mutante, permanece intacta la induccién de PRs tras la inoculacién con
P.syringae y sin embargo la planta es hipersusceptible a este patogeno, lo que
podria indicar que DTH9 es requerido para el establecimiento de la SAR pero no
para la expresion de genes habitualmente conocidos como indicadores de la
SAR. Otro ejemplo es el del mutante snil, identificado como supresor de nprl.
En el doble mutante, la restauracién de la expresién de genes PR y del
establecimiento de SAR indica que probablemente un factor de transcripcion
independiente de NPR1 y dependiente de SA puede estar implicado en la
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expresion de genes PR (Zhang et al, 1999). Recientemente, Desveaux y colegas
han propuesto a Whirlyl (AtWhy1) como un serio candidato. Mutaciones que
suprimen por completo la expresion de este gen son letales, lo que explicaria
por qué este gen no ha sido identificado en otros rastreos. Dos lineas con
mutaciones puntuales en este gen son viables y tienen comprometida la
induccién de PRs dependiente de SA y la resistencia a H. arabidopsidis. Whirly1
se une a un motivo GTCAAAA/T presente en muchos promotores de genes PR.
Ademas, el SA promueve la uniéon al ADN de Whirly1 de manera independiente
de NPR1 (Desveaux et al., 2002; Dong, 2004).

Por otro lado, el estudio de las plantas NahG también ha permitido determinar
la existencia de mecanismos defensivos independientes de SA. Asi, muchos
investigadores han descrito evidencias que apuntan hacia la existencia de
respuestas defensivas especificas que estan inalteradas por la ausencia de
acumulacién de SA en las plantas NahG. Ademas se han identificado
mecanismos defensivos que pueden ser activados sin que ello implique un
aumento en la sintesis de SA o en la expresion de genes marcadores regulados
por esta hormona, sino que dependen de otras rutas de sefalizacion mediadas
por otros reguladores como el JA o el ET (Brederode et al, 1991; Penninckx et
al., 1996; Schaffrath et al., 1997; Schweizer et al., 1997; Vidal et al., 1998; Vidal
et al, 1997b; Zoubenko et al., 1997).

JA

El 4cido jasmoénico es un producto terminal de la ruta de los octodecanoides
que ha sido implicado en varios aspectos de la biologia de plantas que incluyen
el desarrollo del polen y las semillas, o la defensa frente a herida, ozono,
insectos y microoorganismos patégenos (Creelman & Mullet, 1997; Ecker,
1995; Li et al, 2001; Reymond & Farmer, 1998b). Mutantes de Arabidopsis
afectados tanto en la produccion de esta molécula (como el triple mutante fatty
acid desaturase [fad3/fad7/fad8]) como en su percepciéon (como los mutantes
jasmonic acid resistantl [jarl] y coronatine insensitive [coil]) exhiben una
marcada susceptibilidad a patdégenos tal y como los hongos Alternaria
brassicicola, Botrytis cinerea, Plectosphaerella cucumerina o Phytium sp. o
bacterias como Erwinia carotovora (Feys et al, 1994; Gibson et al, 1994;
Penninckx et al, 1996; Staswick et al, 1992; Xie et al, 1998). Estos patégenos
emplean una estrategia comun de infeccién que implica la rapida muerte de las
células del hospedador para obtener nutrientes, por lo que son denominados
habitualmente como patégenos necrotrofos. La susceptibilidad de estos
mutantes coincide con una disminucién de los niveles de expresién de algunas
proteinas codificadas por genes inducibles por JA como plant defensinl.2
(PDF1.2), thionin2.1 (THI2.1), hevein-like protein (HEL), vegetative storage
protein (VSP) o chitinaseB (CHIB). JAR1 codifica una sintetasa de aminoacidos
requerida para la conjugacién de JA con el aminoacido isoleucina (JA-Ile), que al
parecer es la forma activa para muchas sefializaciones incluida la defensiva
(Staswick & Tiryaki, 2004). Por su parte, COI1 codifica una proteina F-box con
actividad E3 ubiquitin-ligasa involucrada en la degradacién de proteinas a
través del proteosoma 26S. Mutaciones que impiden la funcién de esta proteina
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afectan a la mayoria de los procesos biolégicos regulados por el JA.
Recientemente se ha demostrado que el JA-Ile induce la degradacién mediada
por COI1 de varios miembros de la familia JAZ (jasmonate ZIM-domain) de
represores transcripcionales que tendrian como dianas genes de respuesta a JA
como MYC2 (Chini et al, 2007; Thines et al, 2007). MYC2/J]IN1 codifica un
factor de transcripciéon del tipo basic helix-loop-helix-leucine zipper, cuya
expresion es rapidamente inducida por JA de manera dependiente de COI1.
Anadlisis de pérdida y ganancia de funciéon han demostrado que este gen es un
regulador transcripcional de la sefializacion mediada por JA, reprimiendo la
respuesta defensiva frente a patégenos necrotrofos (regulando la expresion de
PDF1.2), y activando la respuesta a estrés oxidativo, herida e insectos
(regulando la expresion de VSP1 por ejemplo) en la que ademds esta
involucrado el ET (Chini et al, 2007; Dombrecht et al, 2007; Lorenzo et al,
2004; McGrath et al, 2005). También se ha documentado la implicaciéon de la
serin/treonin protein quinasa BIK1 en la resistencia a necrotrofos mediada por
JA. Este gen es inducido tanto por JA como tras la infeccién con B. cinerea, y su
inactivacidn causa una atenuacion de la induccién de PDF1.2 que lleva consigo
un incremento en la susceptibilidad al hongo (Veronese et al,, 2006).

Por otro lado, se han aislado mas recientemente mutantes como cevl
(constitutive expressor of VSP) que posee expresidn constitutiva de PDF1.2,
THI2.1 y CHIB y que presenta una elevada resistencia a los patégenos Erisiphe
cichoracearum y el afido Myzus persicae. Dicha resistencia es reprimida en el
doble mutante cevl/coil. cevl resulté estar afectado en una sintasa de celulosa,
al igual que el mutante rswil, que también presenta induccién de VSP en
condiciones no inductoras. Esto ha llevado a proponer que la pared celular
puede estar implicada en la sefializaciéon defensiva en plantas (Ellis et al,
2002a; Ellis et al, 2002b; Ellis & Turner, 2001). También se ha descrito la
existencia de otros mutantes que sobreexpresan estos genes marcadores
dependientes de JA (por ejemplo los mutantes constitutive expressor of thionin
[cet]. (Hilpert et al, 2001)), o que acumulan elevados niveles de JA (como los
mutantes jasmonate overexpressing [joe]. (Jensen et al, 2002)) y que
presumiblemente tendrian una elevada resistencia a este tipo de patdgenos
aunque en la mayoria de los casos ain no ha sido publicada. Estos hallazgos
sugieren que es la activacion constitutiva de la ruta de senalizacién del JA la
responsable de conferir a las plantas una mayor resistencia a patdgenos
necrotrofos. El aislamiento y caracterizacion del mutante bosl (botrytis
susceptible 1) puede constituir una excepcion. BOS1 codifica un factor de
transcripcién de tipo R2R3 MYB que se induce tras la infeccién por B.cinerea y
cuya disrupcién provoca una induccién constitutiva del gen PDF1.2 y sin
embargo presenta una elevada susceptibilidad a hongos necrotrofos (Mengiste
etal, 2003).

ET
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El papel del ET en la respuesta defensiva de la planta ha sido y es motivo de
controversia en tanto en cuanto se ha visto que contribuye a la resistencia en
algunas interacciones pero promueve la susceptibilidad en otras (Clarke et al,
2000; Norman-Setterblad et al, 2000; Thomma et al, 1999). Parece ser que la
resistencia frente a Erwinia y Plectosphaerella requiere la participacién del ET
de forma que el mutante insensible a ET ein2.5 (ethylene insensitive2) es
susceptible a estos patégenos, mientras que es mas resistente que las plantas
salvajes a la infeccidn con P. syringae y X. campestris pv campestris (Bent et al.,
1992). Esta ruta mediada por ET parece estar asociada con la del JA ya que el
ET induce algunos genes relacionados con la defensa que también son
dependientes de JA como los anteriormente mencionados PDF1.2, THI2.1, HEL y
CHIB (Norman-Setterblad et al, 2000; Penninckx et al, 1998). Ademas se ha
comprobado que tanto la ruta de sefializacién del JA como la del ET son
requeridas para el establecimiento de la resistencia sistémica inducida (ISR del
inglés induced systemic resistance), una forma de resistencia sistémica
desencadenada por la infeccion de las raices de algunas bacterias no patégenas
del género Pseudomonas (Ahn et al, 2007; Pieterse & Van Loon, 2004; Pieterse
et al,, 1996; Pieterse et al., 1998; Ton et al,, 2001; van Loon et al, 1998). Todas
estas observaciones han provocado la aparicién de modelos que sitdan al JA y al
ET en una misma ruta de sefializacion teniendo efectos sinérgicos, aunque
probablemente la realidad no sea tan simple, ya que se tienen indicios que
sugieren un papel regulatorio de cada ruta sobre la otra (Kunkel & Brooks,
2002). A partir de los estudios realizados con A. brassicicola en Arabidopsis se
propuso la idea de la existencia de dos grandes rutas defensivas, una mediada
por SA y otra mediada por JA y ET. En estos trabajos se infectaban diferentes
mutantes en las distintas rutas mediadas por cada una de las tres hormonas y
se determinaba el grado de susceptibilidad. Asi, mutantes en la ruta del SA
como nprl o la linea transgénica NahG, no presentaban alteraciones en la
respuesta defensiva frente a este hongo. Sin embargo, el mutante coil era
extremamente susceptible, lo que demostraba una dependencia de la
sefializacién mediada por JA pero no de la del SA (Thomma et al, 1998). Sin
embargo, mutaciones en EINZ, un regulador de la respuesta a ET, no
provocaban efecto alguno en la resistencia frente a A. brassicicola, mientras que
aumentaban la susceptibilidad frente a B.cinerea, ambos hongos considerados
como necrotrofos (Penninckx et al, 1996; Thomma et al, 1999). La idea mas
extendida hoy en dia es la de que el ET podria regular el desarrollo de los
sintomas de manera positiva o negativa dependiendo de la interaccién planta
patégeno estudiada (van Loon et al., 2006).

Interacciones entre SA, JAy ET

Las interacciones entre las rutas del SA y JA/ET parecen ser muy complejas,
existiendo evidencias que sugieren efectos tanto positivos como negativos. Sin
embargo, el modo de interaccidn principal entre estas dos grandes rutas parece
ser el de antagonismo mutuo. El efecto inhibitorio del SA sobre la sefializacion
mediada por JA en tomate ha sido demostrado en numerosos trabajos, donde la
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accion del SA bloquea la expresion de genes inducibles por JA (Doares et al.,
1995; Penacortes et al, 1993). En Arabidopsis, también existen numerosos
estudios genéticos que demuestran el efecto antagoénico del SA sobre la ruta del
JA/ET. Los mutantes eds4 y pad4, afectados en la acumulacién de SA tras
infecciones por patdgenos biotrofos, muestran una mayor induccién de genes
cuya expresion es dependiente de JA (Gupta et al., 2000). En un rastreo genético
buscando mutantes que expresaran el marcador de SAR BGLZ2, se identificaron
el mutante recesivo cpr5 y el mutante dominante cpr6, que constitutivamente
producen elevados niveles de SA y expresan genes marcadores de las rutas
mediadas tanto por SA como JA/ET. Estos mutantes muestran una mayor
resistencia frente a patégenos biotrofos. Todos estos fenotipos son
dependientes de SA pero difieren en el requerimiento de NPRI. Ademas,
introgresando la mutacién eds5 en un fondo genético cpré se disminuye el nivel
de SA enddégeno y la expresién de PDF1.2 se ve incrementada (Bowling et al,
1997; Clarke et al, 1998; Clarke et al, 2000). En otro rastreo buscando
supresores de nprl, se identifico6 el mutante dominante ssil que expresa
constitutivamente PDF1.2 de manera independiente de SA (Shah et al.,, 2001).

Defensafrentea
Py

Reconoﬂ‘mlento EARTR
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Figura 4. Modelo de interaccion entre las rutas del SA, JA y ET en la respuesta
defensiva de las plantas. Los genes SID2 y EDS5 parecen estar directamente involucrados
en la biosintesis de SA, mientras que EDS1, EDS4 y PAD4 estarian regulando este proceso.
Los genes COI1 y MPK4 participan en la sefializacién temprana de la ruta del JA, mientras
que FAD3/7/8 y JAR1 intervendrian en la sintesis del JA o alguno de sus derivados. EIN2 y
otros factores de transcripcién serian los encargados de transducir la sefial procedente de
la ruta del ET. El modelo se ha simplificado y sélo se muestran algunos de los componentes
conocidos. Las interacciones positivas entre las rutas se indican con flechas verdes,
mientras que las lineas rojas muestran interacciones antagdénicas. La linea verde
discontinua indica una posible interaccién positiva entre las rutas del SA y ET. Otras
interacciones positivas y negativas entre las rutas del SA y JA se comentaran mas adelante
y no se muestran para simplificar el modelo (ver figura 6). Adaptado de Kunkel & Brooks,
2002.

También existen datos acerca del papel de la ruta del JA/ET como represor de
la sefializacién mediada por SA. En tabaco, el JA inhibe la expresion de genes
dependientes de SA (Niki et al, 1998). Ademas, el tratamiento de plantas de
tabaco con elicitores de E.carotovora, que activan las defensas dependientes de
JA en Arabidopsis, es capaz de inhibir la expresion de genes dependientes de SA
(Norman-Setterblad et al, 2000; Vidal et al, 1997a). Por otro lado, la
caracterizacion de varios mutantes en la sefalizacion por JA como mpk4
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(mitogen-activated protein kinase 4), ssi2 (supressor of SA insensitivity2) y coil,
también ha aportado evidencias acerca de que la sefializacion mediada por JA
tiene un efecto antagénico sobre la ruta del SA en Arabidopsis (Kachroo et al,
2001; Kloek et al, 2001; Petersen et al, 2000). Ademas de tener afectada la
sefializacién por JA, mpk4 y ssi2 muestran activacion constitutiva de defensas
reguladas por SA y un incremento en la resistencia frente a P. syringae e H.
arabidopsidis (Kachroo et al, 2001; Petersen et al., 2000; Shah et al, 2001). El
defecto en la induccion de genes dependientes de JA/ET no se debe a un efecto
inhibitorio por una mayor acumulaciéon de SA, dado que se mantiene al
introgresar estas mutaciones en un fondo genético NahG. Esto hace indicar que,
en estos mutantes, el defecto en la sefalizacién mediada por JA/ET es el que
provoca una activacién constitutiva de la ruta del SA (Kachroo et al, 2001;
Petersen et al, 2000). El mutante coil también exhibe una mayor resistencia
frente a P.syringae acompafiada de una mayor induccién de la expresion de
genes de respuesta a SA cuando es infectado por esta bacteria (Feys et al., 1994;
Kloek et al, 2001). Estos resultados podrian indicar que algunos patégenos
como P.syringae activan la ruta de JA/ET para interferir en las defensas
atenuando la sefializaciéon mediada por SA aprovechando el efecto antagdnico.

Aunque son menos los casos descritos, también existen interacciones positivas
entre las rutas del SA y JA/ET. Al parecer, tanto en tabaco como en Arabidopsis,
la expresion de algunos genes de defensa precisa de la activaciéon concomitante
de ambas rutas (Schenk et al, 2000; Xu et al,, 1994), sugiriendo que las dos
sefializaciones regulan coordinadamente la expresion de, al menos, una parte
de las defensas.

Implicacion de otras hormonas vegetales en la respuesta defensiva.

Asi, los mecanismos de defensa parecen estar controlados por dos grandes
rutas hormonales. El SA promueve resistencia frente a patégenos biotrofos,
mientras que la ruta del JA/ET promueve resistencia frente a patdgenos
necrotrofos. Estas dos rutas son habitualmente antagénicas, y la activacién de
una supone una atenuaciéon de la otra. Sin embargo cada vez son mas las
evidencias de la impicacion de otras hormonas en la respuesta inmune
(revisado en: Feys & Parker, 2000a; Kunkel & Brooks, 2002; Robert-Seilaniantz
etal, 2007).

Los mecanismos por los que las auxinas afectan la sefializacién defensiva no
son bien conocidos. Sin embargo son muchas las evidencias que demuestran un
papel importante. Se ha observado un efecto negativo de las auxinas en la
defensa frente a patdgenos biotrofos. Se ha demostrado por ejemplo que
algunos patdgenos inducen la sintesis de auxinas para suprimir la respuesta
hipersensible contribuyendo asf a un aumento de la susceptibilidad (Mayda et
al, 2000a; Robinette & Matthysse, 1990). Por otro lado, Navarro y
colaboradores han demostrado que la supresién de la sefializaciéon mediada
por auxinas forma parte de la respuesta inmune inducida por las plantas frente
a patodgenos biotrofos como Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (en



Introduccidn general

adelante Pst DC3000) (Navarro et al, 2004). También se ha demostrado un
incremento en la expresion de genes involucrados en la biosintesis de auxinas
inducida por patégenos virulentos (O'Donnell et al., 2003; Schmelz et al.,, 2003).
Otros efectos propuestos para las auxinas es el de incrementar la disponibilidad
de nutrientes para el patégeno o incluso tener un efecto directo sobre la
virulencia de estos, dado que muchos microbios utilizan auxinas como
moléculas sefializadoras, y su produccion se ve incrementada en condiciones de
estrés (Fry, 1989; Lindow & Brandl, 2003; Remans et al, 2006; Yang et al,
2007).

La habilidad de las citokininas de retardar la senescencia y de movilizar
nutrientes hacia los sitios de aplicaciéon hizo pensar a muchos investigadores
que esta hormona podria estar involucrada en la aparicién de “islas verdes” en
las hojas de plantas inoculadas con hongos biotrofos. Existen evidencias de que
la reduccion en la fotosintesis en hojas infectadas es causada por un rapido
incremento en la actividad de las invertasas, llevando consigo un aumento en la
acumulacién de carbohidratos y un descenso en el metabolismo fotosintético.
Es por esto que algunos autores han propuesto que los patégenos biotrofos
utilizan las citokininas para generar ese aumento en la actividad de las
invertasas e incrementar asi la disponibilidad de nutrientes (Robert-Seilaniantz
et al, 2007; Walters & McRoberts, 2006). El papel de las citokininas en la
respuesta defensiva de las plantas tiene algunas similitudes con el caso de las
auxinas. Ademas de que ambas hormonas son sintetizadas y utilizadas en los
procesos de infeccidn por patégenos predominantemente biotrofos, ambos
compuestos han sido asociados a la supresiéon de la HR (Murphy et al, 1997;
Robinette & Matthysse, 1990).

El acido giberélico (GA) y sus distintas formas activas, por el contrario, parecen
tener un efecto opuesto en la defensa de las plantas. Bien es conocida la
promocion del crecimiento provocado por las GAs a través de la induccién de la
degradacién de las proteinas DELLA, reguladores negativos del crecimiento
(Harberd, 2003). Recientemente se ha sabido que la pérdida de funcién de las
DELLA hace a las plantas mas resistentes a Pst DC3000 a través de la
potenciacion de las defensas dependientes de SA, pero incrementa
drasticamente la susceptibilidad a necrotrofos. Esto estaria indicando que las
proteinas DELLA funcionarian promoviendo resistencia a necrotrofos y
susceptibilidad a biotrofos interviniendo en la modulacién del balance entre las
sefalizaciones dependientes de SA y JA/ET (Robert-Seilaniantz et al.,, 2007).

El papel del ABA en la respuesta defensiva de las plantas no es muy conocido.
Recientemente se ha observado que Pst DC3000 induce la produccion de ABA
durante su proceso de infeccién, indicando que el ABA es un factor de
susceptibilidad para esta bacteria. Este hecho encaja con algunos trabajos
donde la aplicacién exdgena de ABA o los tipos de estrés abidtico como la
sequia (que promueven la acumulacién de ABA) aumentan la susceptibilidad
del arroz al patégeno Magnaporthe grisea (Koga et al, 2004; Mauch-Mani &
Mauch, 2005) o donde la concentracién de ABA estaba correlacionada con la
susceptibilidad de Arabidopsis a Pst DC3000 o H. arabidopsidis (Mohr & Cahill,
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2003). Mas recientemente Mohr y Cahill han demostrado que el ABA suprime la
acumulacidén de SA y lignina en Arabidopsis infectadas con Pst DC3000 (Mohr &
Cahill, 2007). E1 ABA también interfiere con la sefializacién defensiva mediada
por JA/ET. JIN1 es un factor de transcripcion originariamente identificado por
ser un regulador positivo de la sefializacién mediada por ABA (Abe et al.,, 2003).
Mutaciones en este gen provocan ademds un aumento en la expresion de genes
relacionados con la ruta del JA como PDF1.2 acompafiada de un aumento en la
resistencia a necrotrofos (Lorenzo et al, 2004). Otros estudios han demostrado
que la aplicacion exégena de ABA suprime la expresion de genes regulados por
JA/ET (Anderson et al, 2004). Esto indica que el ABA estaria actuando como un
regulador negativo tanto de la ruta del SA como de la ruta del JA, promoviendo
susceptibilidad a patégenos biotrofos y necrotrofos.

Sin embargo el ABA ha sido también asociado con resistencia. Los mutantes
deficientes en la sintesis de ABA son insensibles a la induccién de resistencia
por acido B-amino butirico (BABA). El BABA es un aminoéacido no proteico, y su
aplicacién confiere resistencia de amplio espectro independiente de la
activacion de marcadores clasicos, no conociéndose los mecanismos por los
cuales induce esa resistencia. Es por todo esto que se piensa que este quimico
puede tener un efecto de priming o potenciacién de las rutas defensivas. Pues
bien, la aplicacién exégena de ABA es capaz de imitar ese efecto de priming del
BABA (Mauch-Mani & Mauch, 2005; Ton & Mauch-Mani, 2004). Por otro lado
también se ha descrito que el mutante aba3 (deficiente en la sintesis de ABA) es
mas susceptible a Pst DC3000, algo que choca con los resultados obtenidos por
Zabala y colaboradores, en los que se demostraba que la ruta de biosintesis del
ABA era una diana de Pst DC3000 para promover virulencia (de Torres-Zabala
et al, 2007). Una posible explicacion a estos resultados aparentemente
contradictorios podria buscarse en el papel del ABA como regulador positivo
del cierre estomatico. Los estomas son una de las principales vias de entrada a
la planta de las bacterias, por lo que las bacterias podrian interferir en la
sintesis del ABA impidiendo que se cierren. Sin embargo, una vez en los
espacios intercelulares, las bacterias patdégenas necesitan mantener un
potencial hidrico elevado para el avance de su infeccién, por lo que un
incremento en el contenido en ABA promoveria que las plantas cerrasen los
estomas, perdiesen menos agua, aumentando la virulencia (Wright & Beattie,
2004).

El tratamiento con brasinoesteroides (BR) también tiene efecto en la induccion
de defensas. Por ejemplo, la aplicaciéon de BR a plantas de arroz y tabaco
aumenta la resistencia frente a diversos patégenos biotrofos aunque de manera
independiente de SA (Nakashita et al., 2003). La explicacién podria residir en la
compleja red de interacciones que existe entre los BR y otras hormonas
vegetales (Krishna, 2003). Por ejemplo, algunos hongos producen toxinas como
la zearalenona que se asemejan mucho a hormonas, y se ha observado que esta
y otras moléculas interfieren en la sefializacién mediada por BRs en mamiferos
(Kiessling, 1986), lo que podria sugerir que algunos patdégenos pueden
interferir en esta ruta de alguna manera para promover virulencia.
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En resumen, cada vez son mas las evidencias que demuestran la implicacién de
multiples reguladores hormonales en las interacciones planta-patégeno. A
pesar de esto, el efecto de cada hormona en la resistencia parece seguir el
modelo clasico con las rutas del JA/ET por un lado, y la del SA por el otro,
ejerciendo un efecto antagénico mutuo. Asi, auxinas y citokininas estarian
promoviendo susceptibilidad a patédgenos biotrofos al inducir resistencia frente
a necrotrofos a través de la ruta de JA/ET. Por el contrario, las giberelinas
inducirian susceptibilidad a necrotrofos debido a la activaciéon de la ruta
defensiva frente a biotrofos mediada por SA. El papel del ABA en la respuesta
defensiva parece ser mas complicado. El ABA ha sido asociado con
susceptibilidad tanto a necrotrofos como a biotrofos y en general suele
considerarse como un regulador negativo de la resistencia a patégenos. Ademas
el ABA juega un papel crucial en los procesos adaptativos frente a estrés
abidtico, y podria suceder que las plantas priorizasen la respuesta a estos tipos
de estrés frente a los de tipo bidtico. Sin embargo este modelo parece estar
incompleto, debido a que también se ha asociado al ABA con resistencia a
patégenos. Por ultimo, los brasinoesteroides promueven resistencia frente a
biotrofos a través de una ruta independiente de SA, no habiendo sido
demostrado efecto alguno sobre la respuesta a necrotrofos (Robert-Seilaniantz
etal, 2007).

Asi pues, el impacto de las hormonas vegetales en las respuestas defensivas en
una interacciéon planta-patégeno determinada no debe simplificarse a las
relaciones existentes entre las rutas mediadas por SA y JA/ET. Parece claro que
para el establecimiento de una adecuada respuesta defensiva, se produce una
interaccién coordinada entre componentes de las rutas mediadas por las
distintas hormonas. La interferencia de una de las rutas por la infeccién de un
patégeno debe entenderse como un desequilibrio en esa red en la cual cada
cambio en un componente tiene su efecto sobre los otros (Nemhauser et al,
2006; Schenk et al., 2000).

El significado evolutivo de la existencia en las plantas de diferentes rutas
defensivas que se regulan unas a otras se ha discutido en profundidad (Felton
et al, 1999; Feys & Parker, 2000a; Reymond & Farmer, 1998a; Thomma et al,
2001a). La separacion de las rutas de sefializacion ha podido proporcionar a las
plantas un mecanismo de fina regulaciéon de las respuestas defensivas mas
apropiadas para cada situacion y cada patdgeno, dependiendo de su estrategia
de invasion. Las interacciones antagoénicas de algunas de estas rutas podrian
servir para impedir la activaciéon de defensas inapropiadas en respuesta a
segin qué patdgenos. Por ejemplo, se ha demostrado que la activacién de la
ruta del SA puede inducir la aparicion de muerte celular para confinar el
crecimiento de patégenos de tipo biotrofo (O'Donnell et al., 2001; Vanacker et
al, 2001). Sin embargo, puede ser una ventaja suprimir la sefalizacién mediada
por SA a la hora de combatir una infeccién de patégenos necrotrofos, los cuales
utilizan toxinas inductoras de muerte celular como factores de virulencia para
macerar el tejido y generar un ambiente mds apropiado para la colonizacién del
hospedador (Kunkel & Brooks, 2002).
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Figura 5. Modelo de interaccion de las seiializaciones mediadas por las diferentes
fitohormonas durante las interacciones planta-patégeno. El esquema divide las
sefalizaciones defensivas en dos grandes grupos. Por un lado la sefializacion dependiente
de JA y ET que gobierna la resistencia frente a patégenos necrotrofos y por otro la
sefalizacion dependiente de SA que media la resistencia frente a patdgenos biotrofos. Las
interacciones de las diferentes fitohormonas con estas rutas se indican con flechas verdes
(positivas) o lineas rojas (negativas). ABA, acido abscisico; JA, cido jasmdnico; SA, acido
salicilico; ET, etileno; GA, &cido giberélico; BL, brasindlidos. Adaptado de Robert-
Seilaniantz et al., 2007.

Por otro lado, aunque esta compleja red de sefializacion altamente regulada
puede proporcionar una ventaja evolutiva a las plantas, también ha podido
contribuir a aumentar la vulnerabilidad a algunos patégenos. Como se ha ido
comentando a lo largo de este apartado, muchos patégenos han desarrollado
habiles estrategias para incrementar su virulencia interfiriendo en las
sefalizaciones defensivas, sintetizando directamente hormonas como ET o
auxinas u otras moléculas capaces de mimetizar su efecto como en el caso de la
coronatina (Fukuda et al, 1993; Gross & Cody, 1985; Kloek et al, 2001;
Lambrecht et al, 2000). En algunos casos, el papel de la sintesis de estos
compuestos no estd claro, pero podria proporcionar a los patégenos un
mecanismo para modificar los procesos fisioldgicos y de sefializacion con el fin
de hacer mas apropiado el tejido de la planta para su colonizacidn, crecimiento
y produccién de sintomas.
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Respuestas sistémicas inducidas.

Ademas de las respuestas defensivas locales, las plantas han desarrollado
también respuestas sistémicas que establecen un incremento de la capacidad
defensiva en tejidos distanciados del punto de infeccién primario. Estas
respuestas sistémicas inducidas protegen a la planta frente a un amplio abanico
de invasores posteriores. Son varias las respuestas defensivas sistémicas
caracterizadas en detalle. Entre ellas cabe destacar la Respuesta Sistémica
Adquirida (SAR), que es desencadenada por patégenos necrotizantes; la
Respuesta Sistémica Inducida (ISR), activada tras la colonizacion de las raices
por algunas cepas de rizobacterias no patdgenas; o la Resistencia Inducida por
Herida (WIR), tipicamente elicitada por el dafio de los tejidos generado por
insectos herbivoros al alimentarse (Pieterse & Van Loon, 2004). Como ya se ha
indicado, las respuestas sistémicas inducidas estan reguladas por una red de
rutas de transduccién de sefiales interconectadas en las que las hormonas SA,
JA y ET juegan un papel central, aunque, como se ha visto en apartados
anteriores, otras hormonas como las auxinas, las citokininas, los
brasinoesteroides o el ABA también estan involucradas (Audenaert et al, 2002;
Glazebrook, 2001; Nakashita et al, 2003; Pieterse & van Loon, 1999; Robert-
Seilaniantz et al.,, 2007; Thomma et al, 2001b; Ton & Mauch-Mani, 2004).

SAR

La Respuesta sistémica adquirida (SAR, (Ross, 1961)) es, de lejos, la mas
estudiada de las resistencias inducidas, y sin embargo, atin es mucho lo que nos
queda por conocer. Por ejemplo, no se sabe con exactitud cudl es la sefial que se
transmite por la planta para inducir SAR en el tejido distal. En este sentido,
aunque se ha observado que uno de los primeros eventos que acontecen en el
establecimiento de SAR es un aumento local y sistémico de los niveles
endogenos de SA y que esta molécula se mueve a través de la planta, se ha
demostrado que no es la sefial mévil en SAR (Sticher et al, 1997). DIR1 es un
gen que codifica una proteina transportadora de lipidos localizada en el
apoplasto y que es requerida para la induccién de la SAR. Andlisis de una linea
de insercién de T-DNA en DIR1 sugieren que esta proteina interacciona con un
derivado lipidico, lo que permite la sefializacién a larga distancia durante SAR
(Maldonado et al, 2002). Ademas, la proteina de unién a SA SABP2 de tabaco,
que funciona como un receptor de SA en la interaccion con el Virus del Mosaico
del Tabaco (TMV) es una lipasa cuya actividad es estimulada por la unién de SA
y podria generar esa sefial lipidica en SAR (Kumar & Klessig, 2003). Por otro
lado, la proteina SFD1 (supressor of fatty acid desaturase deficiencyl), que es
requerida para la activacion sistémica de SAR, también parece estar envuelta en
el metabolismo de lipidos (Nandi et al, 2004). Juntos, estos resultados apuntan
a que los derivados lipidicos son importantes componentes de la sefializacion a
larga distancia en SAR, aunque no se conoce con exactitud cudl es la sefial mévil
que activa SAR en tejidos distales.
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Como se ha comentado en apartados anteriores, la sefializacién mediada por SA
requiere de NPR1 para la expresion de genes PR. NPR1 es una proteina
reguladora identificada en numerosos rastreos buscando mutantes afectados
en SAR recibiendo diferentes nombres como NIM1 (non-inducible immunity1) o
SAI1 (salicylic acid insensitivel) (Cao et al, 1994; Delaney et al, 1995;
Glazebrook et al., 1996; Shah et al, 1997).

NPR1 codifica una proteina con repeticiones de ankirina. En condiciones no
inductivas se encontraria inactiva formando multimeros en el citosol merced a
la formacién de puentes disulfuro inter e intramoleculares entre los residuos de
cisteina. La induccién de SAR esta asociada a su vez con un aumento de especies
antioxidantes que modifican el estado redox de la célula, y que segin el modelo
propuesto, provocan la reducciéon de los puentes disulfuro generando
monémeros activos de NPR1 (Mou et al, 2003). Estos monémeros serian
capaces de entrar al nticleo donde se ha demostrado que se unen fisicamente a
miembros de una subfamilia de factores de transcripcion de tipo basic leucine
zipper (bZIP) denominada TGA, que regulan la transcripciéon de genes PR
dependientes de SA uniéndose directamente a sus promotores (Kinkema et al.,
2000; Zhang et al, 1999; Zhou et al, 2000). Se ha demostrado que NPR1
aumenta significativamente la unién de los factores TGA a estas secuencias
promotoras, sugiriendo que la unién de los TGAs al ADN favorecida por NPR1
es importante para la expresion de los genes PR mediada por SA (Zhang et al.,
1999). Asi pues, los cambios en el estado redox de la célula causados por un
incremento en los niveles de SA inducidos por el ataque de un patégeno,
podrian estar modulando la funcion de NPR1 durante el establecimiento de SAR
(Revisado en Dong, 2004; Pieterse & Van Loon, 2004).

Ademas del papel de NPR1 como regulador central de la expresién de genes PR,
se ha identificado una funcién citosélica de NPR1 como modulador de la
interaccion entre las sefializaciones defensivas mediadas por SA y ET. El
establecimiento de SAR prioriza las defensas activadas por SA, reprimiendo la
sefializacion mediada por JA de manera dependiente de NPR1. La localizacion
nuclear de NPR1, que es necesaria para la expresion de PRs, parece no serlo
para la supresién de la ruta del JA. Es por esto que recientemente se ha
propuesto que esta supresion se lleva a cabo por parte del pool de monémeros
activos de NPR1 presente en el citosol, que podria estar interfiriendo en la
regulacion de genes dependientes de JA (Pieterse & Van Loon, 2004; Spoel et
al., 2003). Sin embargo el modo de accién de NPR1 en el citosol es desconocido.
Se ha especulado acerca de la posibilidad de que podria estar interfiriendo en la
regulacién de genes dependientes de JA a través del complejo de ubiquitinacion
SCFC, bloqueando el marcaje y posterior degradacién via proteosoma de un
regulador negativo desconocido de la sefializacién mediada por JA (Spoel et al,
2003).

Se han identificado otros elementos importantes involucrados en estas
interacciones. Es el caso de WRKY70, un factor de transcripciéon que funciona
como activador de genes de respuesta a SA y represor de genes de respuesta a
JA, integrando ambas sefales antagénicas (Li et al, 2004). Se ha interpretado
esto como que es el balance entre los niveles de SA y JA tras la infeccion
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patogénica, lo que determinaria los niveles de expresiéon de WRKY70 de forma
que elevados niveles de este factor de transcripcion activarian la expresion de
genes de respuesta a SA, mientras que bajos niveles favorecerian la activacion
de genes dependientes de JA. Por otro lado, también se ha propuesto que otro
factor de transcripcion, ERF1 (ethylene response factorl), integra las sefiales
provenientes de las rutas del JA y ET activando genes de defensa dependientes
de ambas hormonas (Lorenzo et al, 2003). La expresiéon de este gen es
rapidamente inducida tanto por JA como por ET, y la accién simultanea de las
dos seriales, incrementa su expresion. Sobreexpresando ERF1 en fondos
mutantes ein2 o coil se activan una serie de genes cuya expresidon esta
bloqueada en los mutantes, indicando que ERF1 actiia aguas abajo de COI1 y
EIN2 activando genes co-regulados por JAy ET.

ISR

El estudio de la interaccion entre Arabidopsis y la bacteria no patogénica
Pseudomonas fluorescens WCS417r ha permitido establecer las bases
moleculares de la denominada Respuesta Sistémica Inducida o ISR (Pieterse et
al, 1996). La colonizacion de las raices por esta cepa de P. fluorescens induce
resistencia en numerosas especies como clavel (Vanpeer et al, 1991), rabano
(Leeman et al, 1995) o tomate (Duijff et al, 1998), protegiendo frente a
infecciones por diferentes patégenos incluyendo Pst DC3000, X.campestris pv.
Amoracia, Fusarium oxisporum f.sp. raphani o H.arabidopsidis (Pieterse et al,
1996; Van Wees et al, 1997). La induccién de ISR depende de la combinacién
de hospedador y rizobacteria. Asi, se han descrito diferentes especies y cepas
de Pseudomonas con efectividades distintas segin la especie vegetal colonizada
(Van Peer et al.,, 1991, 1992, Van Wees et al, 1997). En Arabidopsis se han
observado diferencias en la elicitacién de ISR segun el ecotipo estudiado. Por
ejemplo, Columbia o Landsberg erecta responden al tratamiento con WCS417r,
mientras que los ecotipos RLD o Wassilewskija no (Ton et al, 1999; Van Wees
et al, 1997). Estas observaciones llevaron a pensar que la ISR inducida por
rizobacterias esta genéticamente determinada.

Posteriores estudios han demostrado que la ISR mediada por WCS417r y otras
rizobacterias en Arabidopsis es independiente de la acumulacién de SA y la
expresion de genes PR. Asi, tanto las plantas transgénicas NahG como los
mutantes sid1-1 y sid1-2, deficientes en la inducciéon de SA (Nawrath & Metraux,
1999) desarrollan niveles normales de ISR (Pieterse et al, 2000). Por el
contrario, mutantes defectivos en las rutas de sefializacion o sintesis de JA o ET,
son incapaces de establecer eficazmente ISR, lo que sugiere que, de manera
similar al SA en SAR, la ISR necesita de una correcta respuesta mediada por
estas hormonas (Pieterse et al., 1998). Ademas, aplicaciones ex6genas de JA 'y
ACC (un precursor del ET), inducen resistencia frente a Pst DC3000 en plantas
NahG. Sin embargo, mutantes como jar1-1 o etrl-1, alterados en la sefalizacion
mediada por JA y ET respectivamente, tienen bloqueada la induccién de
resistencia por JA, mientras que para el caso del ACC, solo etr1-1 esta afectado,
pero no jarl-1. Estos resultados demuestran que, la cadena de eventos que lleva
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al establecimiento de esta respuesta defensiva, implica primero la activacion de
la senalizaciéon controlada por JA y a continuacién la controlada por ET
(Pieterse et al., 1998).

Aun asi SAR e ISR tienen elementos reguladores en comun, puesto que el
establecimiento de ambos estados estd bloqueado en el mutante nprl que
originariamente fue descubierto como regulador clave de SAR. La activacién de
NPR1 conduce a la expresion de genes PR en SAR, algo que no sucede en ISR
(Cao et al, 1994; Pieterse et al., 1998). Esto demuestra que NPR1 es capaz de
regular diferencialmente tanto ISR como SAR dependiendo de la ruta activada.
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Figura 6. Modelo de integracion de la Respuesta Sistémica Adquirida (SAR) y la
Respuesta Sistémica Inducida (ISR) en el marco de las interacciones planta-
patogeno. SAR e ISR se diferencian en que estan mediadas por sefalizaciones diferentes,
controladas por SA y JA/ET respectivamente. Ademas SAR depende de la expresion de
genes PR inducibles por SA mientras que en el caso de ISR, se piensa que se produce un
incremento en la sensibilidad o “priming” para la activacién de las defensas dependientes
de JA/ET. Sin embargo ambas respuestas tienen en comun el papel de NPR1 como
regulador central. En el panel inferior se muestra el rango de efectividades de ISR y SAR
frente a diferentes tipos de patégenos.(Adaptado de Pieterse et al., 2002)
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Anilisis de tejido tanto local como sistémico han revelado que el
establecimiento de ISR no va acompafiado de un aumento en los niveles de JA o
ET, por lo que la induccién de resistencia debe estar basada en un aumento en
la sensibilidad a estas hormonas mas que en un aumento en su produccion. Asi,
plantas en estado de ISR son capaces de reaccionar mas rapido y de una manera
mas eficaz ante el ataque de un patégeno. Estudios transcriptémicos han
determinado que la activacién de ISR parece no inducir cambios de expresion
de genes, al menos detectables a través de micromatrices. Se cree que de existir,
estos cambios podrian darse en factores de transcripcion con bajos niveles de
expresion aunque es mas probable que la base de la ISR se centre en un
aumento de componentes celulares asi como modificaciones de algunas
proteinas, cambios que por si solos no activarian la respuesta pero que
amplificarian la sefial en respuesta a una segunda sefial como el ataque de un
patogeno (Pieterse & van Loon, 1999).

Van Wees y colaboradores monitorizaron los niveles de expresién de algunos
genes dependientes de SA (PR-1, PR-2 y PR-5), JA (VSP, PDF1.2, LOX2, PAL1) y
ET (HEL y CHIB). Mientras que el establecimiento de SAR potenciaba la
expresion de todos los genes estudiados, solamente para VSP se observo un
aumento de la expresidon en plantas ISR comparado con las plantas control,
sugiriendo que la ISR esta asociada con la potenciacién o priming (descrito mas
adelante) de un grupo especifico de genes de respuesta a JA (Van Wees et al,
1997).

BABA-IR

El acido B-aminobutirico (BABA) es un aminoacido no proteico que activa una
respuesta defensiva inducida de otro tipo, denominada BABA-IR. El efecto
protector del BABA frente a numerosas enfermedades de plantas estd bien
documentado, aunque las bases moleculares son poco conocidas (Cohen, 2001;
Jakab et al, 2001). Al parecer, en el establecimiento de BABA-IR estan
involucrados mecanismos de defensa tanto dependientes de SA como de ABA,
pero la importancia de estas defensas varia dependiendo de la naturaleza del
patogeno. Asi, frente a Pst DC3000 y B.cinerea, BABA-IR requiere de la
acumulacion de SA y de la proteina NPR1 intacta, aunque no frente a H.
arabidopsidis o P.cucumerina. Sin embargo, mutantes afectados en la sintesis o
sensibilidad al ABA estdn bloqueados en BABA-IR, sugiriendo la existencia de
una ruta independiente de SA y NPR1 pero dependiente de ABA (Ton & Mauch-
Mani, 2004; Zimmerli et al., 2000; Zimmerli et al., 2001).

Un aspecto interesante de la resistencia inducida por BABA es que confiere
proteccién frente a una amplia gama de tipos de estrés tanto biéticos como
abidticos (Cohen, 2001). En Arabidopsis, BABA-IR es efectiva frente a patégenos
tanto biotrofos como necrotrofos, asi como frente a sequia o salinidad (Jakab et
al, 2001; Ton et al, 2005; Ton & Mauch-Mani, 2004). Se ha propuesto que mas
que inducir directamente defensas, el BABA condiciona a la planta para una
activacion mas rapida y fuerte de los mecanismos de defensa especificos bajo
condiciones de estrés (Jakab et al, 2001; Ton & Mauch-Mani, 2004; Zimmerli et
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al, 2001). Por analogia con un fenémeno similar en animales y humanos, este
fenémeno fue denominado sensibilizacion, potenciacidon o priming (Conrath et
al, 2002). Los mecanismos fisiolégicos y moleculares del priming son poco
conocidos y los primeros estudios fueron basicamente descriptivos. Algunas
plantas estresadas respondian de manera mas eficiente ante el ataque de un
patégeno a través de una acumulaciéon de calosa mas rapida y abundante,
mayores niveles de lignificacién de las paredes celulares o una mas rapida
cinética de induccién de genes de defensa (Dean & Kuc, 1987; Kovats et al,
1991; Silverman et al, 1995; Skipp & Deverall, 1973). En Arabidopsis, el
tratamiento con BABA provoca un priming para diversos mecanismos de
defensa. Por ejemplo, induce una mayor expresién de PRs dependientes de SA
en respuesta a la infecciéon por Pst DC3000 o B. cinerea (Zimmerli et al.,, 2000;
Zimmerli et al, 2001). También potencia la deposiciéon de papillae ricas en
calosa bajo los apresorios de hongos y oomicetos patégenos (Ton & Mauch-
Mani, 2004) o la expresion de genes como RAB-18 y RD29A en respuesta a
sequia y salinidad (Jakab et al.,, 2005).

Antecedentes

El mutante ocp3 (overexpressor of cationic peroxidase 3) se identifico
recientemente durante un escrutinio genético que pretendia aislar mutantes
desregulados en el patrén de expresién del promotor del gen de tomate Ep5C
(Coego et al, 2005a). Ep5C codifica un enzima de tipo peroxidasa, cuya
transcripcién se induce de forma muy rapida tras la aplicacién de H.0, asi
como a las pocas horas tras la inoculacién tanto con los hongos B. cinerea y P.
cucumerina como con bacteria compatible (Pseudomonas syringae pv. tomato
DC3000) e incompatible (Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 AvrRpm1)
(Coego et al.,, 2005a; Coego et al., 2005b). Es de resaltar el patrén de expresiéon
del gen Ep5C, ya que ninguno de los tratamientos con moléculas que
clasicamente estan involucradas en la respuesta defensiva en las plantas, tales
como la aplicacidn exdgena de SA, JA, ET o tratamientos asociados con herida,
son capaces de inducir la expresion de dicho gen (Coego et al, 2005a). Mientras
que la sobreexpresion de Ep5C en plantas de tomate no altera los niveles de
crecimiento de la bacteria Pst DC3000, plantas antisentido muestran una
elevada resistencia, indicando que Ep5C podria ser utilizado por este tipo de
patdégenos como un factor de pro-virulencia (Coego et al., 2005a).

El aislamiento de ocp3 se realiz6 a partir de la mutagénesis con EMS de una
poblacién de semillas procedentes de una linea transgénica de Arabidopsis en la
que el promotor del gen Ep5C de Solanum lycopersicon dirigia la expresion del
gen uidA (GUS), que codifica la enzima B-glucuronidasa (Jefferson et al., 1987).
En este escrutinio se aislaron varios mutantes ocp (overexpressor of cationic
peroxidase). En concreto, el mutante recesivo ocp3 presenta una expresion
constitutiva del gen GUS. La caracterizaciéon molecular del mutante desveld que
ocp3 posee expresion constitutiva de los genes PDF1.2 y GST-6, ambos
relacionados con defensa.
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Las plantas ocp3 exhiben una mayor resistencia frente a hongos necrotrofos
como B. cinerea y P. cucumerina, mientras que el crecimiento de patdgenos con
un estilo de vida biotrofo como Pst DC3000 o H.arabidopsidis, no se ve alterado.
Mediante la generacién y caracterizaciéon de una extensa bateria de dobles
mutantes entre ocp3 y mutantes alterados en diferentes rutas de sefializacion,
se concluyd que la resistencia asociada a ocp3 es independiente de SAy ET, y
sin embargo es dependiente de JA (Coego et al., 2005b).

El gen OCP3 codifica un factor de transcripcion de la familia Homeobox, y su
expresion se ve reprimida tanto por la aplicaciéon exégena de JA como por la
infeccién con hongos necrotrofos (Coego et al, 2005b). Asi pues, segiin todos
estos datos, se ha propuesto que OCP3 estaria actuando como un regulador
negativo de la resistencia a patégenos necrotrofos controlada por la ruta de
sefalizacién dependiente de JA.

La caracterizacion previa del mutante ocp3 justifica un estudio en profundidad
de los mecanismos celulares y moleculares que operan tras la resistencia a
patégenos necrotrofos en estas plantas. Ademas parece necesario un completo
estudio fenotipico para determinar posibles nuevas funciones para el gen OCP3,
a través del impacto de su pérdida y/o ganancia de funcién sobre otros
procesos biolégicos de las plantas.
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Objetivos

Con el fin de profundizar en el estudio de las funciones del gen OCP3, en la
regulacion de los procesos adaptativos de las plantas frente a situaciones de estrés
tales como la sequia o infecciones por patdégenos necrotrofos, se establecieron los
siguientes objetivos:

1- Estudio de la implicacion de OCP3 en la interaccidon de las rutas de
sefializacion mediadas por SA y JA/ET. Analisis en profundidad del efecto
de la mutacidon ocp3 en la resistencia/susceptibilidad a Pst DC3000 de
diferentes fondos genéticos alterados en la sefalizacién defensiva
regulada por SA. Estudio de la funcién de OCP3 como regulador de la
Respuesta Sistémica Inducida (ISR).

2- Estudio de la participacion de OCP3 en la regulacion del mecanismo de
sefializacion mediada por la fitohormona ABA. Identificacion de proteinas
interactoras de OCP3 mediante el sistema de doble hibrido en levadura.
Determinacién del dominio concreto de interaccién. Caracterizacidn
genética y funcional de la interaccion OCP3-ABI1 dentro del marco de la
resistencia a sequia mediada por ABA y su conexidn con la resistencia a
hongos necrotrofos controlada por JA.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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OCP3, un nuevo componente de la Resistencia Sistémica
Inducida (ISR)

En el apartado de Antecedentes se han resumido las evidencias que han llevado
a situar a OCP3 en el panorama de la respuesta defensiva de las plantas como
un regulador negativo de la ruta de transduccion de sefiales dependiente del JA
y efectiva frente a patdégenos de tipo necrotrofo. Ademas las plantas ocp3
presentan una expresion constitutiva de la defensina PDF1.2 que es
drasticamente suprimida tras la aplicaciéon de SA (Coego et al, 2005b). En
anteriores trabajos se ha demostrado que los niveles de crecimiento de algunos
patoégenos biotrofos como H. arabidopsidis o Pst DC3000 no son diferentes
entre ocp3 y Col-0 (Coego et al.,, 2005b). Como se ha comentado en el apartado
de Introduccién, aunque la respuesta defensiva frente a este tipo de patdgenos
esta mediada fundamentalmente por la sefializacion dependiente de SA, existen
numerosas evidencias que apuntan a la existencia de una compleja red de
interrelaciones entre ésta y la ruta del JA. Se han dedicado muchos esfuerzos a
identificar y caracterizar componentes de cada una de las rutas por separado,
que posteriormente han sido relacionados con la otra (Clarke et al, 2000; He et
al, 2004; Jirage et al,, 2001; Kachroo et al, 2003; Nandi et al, 2003; Veronese et
al, 2004). Aun asi, el conocimiento de las comunicaciones entre las
sefializaciones mediadas por SA y JA es limitado.

La mutacidn ocp3 revierte la susceptibilidad a Pst DC3000 en
algunos mutantes de la ruta de seializacion mediada por SA.

Con el fin de profundizar en las posibles relaciones entre la regulacion
defensiva mediada por OCP3 y las interconexiones existentes entre las rutas del
JA y SA decidimos generar una bateria de dobles mutantes introgresando la
mutacion ocp3 en fondos genéticos que presentan defectos en la ruta del SA,
bien en la induccién de la sintesis de esta hormona, bien en su percepcidn, o
bien en la acumulacién. Por un lado seleccionamos mutantes hipersusceptibles
frente a Pst DC3000 como son pad4, eds1 y nprl ademas de la linea transgénica
NahG. Se ha descrito que el gen PAD4 participa en un bucle de regulacion
positiva que incrementa los niveles de SA activando asi la expresién de
multiples genes de defensa como PR-1 o la sintesis de camalexina en respuesta
a la infeccion por Pst DC3000 (Jirage et al, 1999). EDS1 es un enzima con
elevada similitud de secuencia con lipasas eucariéticas, que podria participar
en la hidrolisis de lipidos durante la HR. Mutaciones en este gen bloquean la
activacién de la ruta del SA con el consiguiente aumento en la susceptibilidad
de las plantas frente a patégenos biotrofos (Aarts et al., 1998; Ochsenbein et al.,
2006; Wiermer et al, 2005). NPR1 es un regulador central en la resistencia
mediada por SA. Las plantas nprl son mas susceptibles a patdgenos biotrofos
que las plantas wt ya que son incapaces de activar la expresiéon de diferentes
genes PR, en respuesta tanto a la aplicacién exégena de SA como a la infeccién
por Pst DC3000 (Dong, 2004; Pieterse & Van Loon, 2004). Las plantas
transgénicas NahG expresan el enzima SA-hidroxilasa y no son capaces de
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acumular SA ya que lo convierten en catecol, por lo que son muy susceptibles a
Pst DC3000 (Delaney et al, 1994; Gaffney, 1993; Lawton et al, 1995; Reuber,
1998).

Por otro lado introgresamos también la mutacién ocp3 en dos fondos mutantes
que presentan una mayor resistencia frente a Pst DC3000, como son cpr-1y
cpr-5. Estos mutantes expresan constitutivamente PR-1, PR-2, y PR-5 y
presentan mayores niveles de acumulacion de SA (Clarke et al., 2000).

La caracterizacion de la respuesta de todos estos dobles mutantes frente a Pst
DC3000 nos permitié determinar el efecto de la mutacion ocp3 en los diferentes

fondos genéticos y por tanto descubrir la implicaciéon de OCP3 en este tipo de
sefializacién defensiva.

log ufc/mg pf

Q> P L L DDA OO A
o & Q°6,,)Q°6 g&\ gd(\ @6"%@6" & ,,)(\Q( cQ‘,,)c,Q‘ & ,,)(,Q(
& o(,Qq) & & & &L

Figura 1. La mutaciéon ocp3 restablece hasta niveles wt la susceptibilidad de los
genotipos pad4, eds1 y NahG, pero no de nprl. Grafica de crecimiento de Pst DC3000.
Plantulas de dos semanas de edad inoculadas por inmersién en una suspension bacteriana
a una D.O. de 0,1. El crecimiento logaritmico fue determinado a los 3 dias (barras grises) y
5 dias (barras negras) segun la media de las unidades formadoras de colonias por peso
fresco en cuatro réplicas independientes. Las barras de error representan el error estandar

de la media de las cuatro réplicas. El experimento fue repetido al menos cuatro veces con
resultados similares.

La figura 1 muestra el crecimiento de Pst DC3000 en los diferentes genotipos.
Sorprendentemente la mutacidon ocp3 es capaz de suprimir la susceptibilidad
asociada tanto a las mutaciones pad4 y eds1 como a la linea NahG dado que el
nivel de crecimiento de la bacteria en las plantas ocp3 pad4, ocp3 eds1 y ocp3
NahG es comparable al de las plantas ocp3 y el control Col-0. Sin embargo, el
doble mutante ocp3 nprl se comporta de la misma manera que nprl en
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términos de susceptibilidad. Por otro lado, los niveles de resistencia de los
dobles mutantes ocp3 cpr-1 y ocp3 cpr-5 no son diferentes a los de los simples
mutantes cpr-1 y cpr-5. Conjuntamente estos resultados sugieren que la
pérdida de funcion de ocp3 podria estar activando una senalizacion defensiva
independiente de la ruta del SA aunque dependiente de NPRI que podria
complementar la incapacidad de pad4, eds1 y NahG en la activacién de las
defensas frente a Pst DC3000. El hecho de que no se detecte un efecto aditivo en
la resistencia de los dobles mutantes ocp3 cpr-1 y ocp3 cpr-5 puede explicarse
bien porque los niveles de resistencia se encuentran cercanos al maximo en los
mutantes cpr-1 y cpr-5 y no es posible detectar una resistencia aditiva en los
dobles mutantes con ocp3, o bien porque ambas respuestas no son compatibles,
en otras palabras, que la activacién constitutiva de la sefializacién dependiente
del SA debida a las mutaciones cpr, bloquee la resistencia aportada por la
mutacion ocp3. Esta ultima posibilidad explicarfa por qué las plantas ocp3 no
son mas resistentes que Col-0 a pesar de sobreactivar esa respuesta defensiva
independiente de SA, ya que este efecto sd6lo es posible apreciarlo en un
escenario donde la induccién de la acumulaciéon de SA como consecuencia de la
infeccién por Pst DC3000 permanece bloqueada (como sucede en los fondos
genéticos pad4, NahG o eds1).

La resistencia aportada por ocp3 es independiente de la expresion
de genes PR dependientes de SA.

Segtn se desprende de los resultados mostrados en la figura 1, la pérdida de
funcién de OCP3 revierte la susceptibilidad a Pst DC3000 debida a la
incapacidad de activar correctamente la ruta defensiva mediada por SA.
Habitualmente, la induccién de la transcripcién de algunos genes como PR-1,
PR-2 o PR-5 se emplea como marcador de esta ruta, correlacionandose en
muchos casos con el grado de resistencia/susceptibilidad de las plantas. Asi,
mutantes parcialmente bloqueados en la induccién de la expresion de estos
genes son mas susceptibles a patédgenos biotrofos, mientras que mutantes que
los expresan de manera constitutiva o con mayor intensidad son mas
resistentes (Feys & Parker, 2000a; Glazebrook, 2005).

Siguiendo esta légica, nos propusimos analizar la expresién de los genes PR-1,
PR-2 y PR-5 durante el proceso de infeccion por Pst DC3000 en los fondos
genéticos anteriormente descritos, determinando el grado de requerimiento de
la expresion de estos genes en la reversion observada del fenotipo de
hipersusceptibilidad en ocp3 pad4, ocp3 eds1 y ocp3 NahG. Si observamos con
detenimiento la figura 2, podemos comprobar como efectivamente, los
parentales pad4, nprl, esdl y NahG estan alterados, aunque en diferente
medida, en la expresiéon de estos genes. ocp3, por el contrario, no muestra
defecto alguno en la induccién de ninguno de los marcadores evaluados si lo
comparamos con el control Col-0. Los dobles mutantes se comportan de
manera muy similar a sus parentales hipersusceptibles, manteniendo intactos
los defectos atribuibles al bloqueo en la sefializacién mediada por SA. Estos
resultados por un lado demuestran que la mutacién ocp3 no causa una
alteracion en la expresion de genes PR dependientes de SA, y por otro lado,
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refuerzan la idea de que el efecto compensatorio de la hipersusceptibilidad
observada en los fondos genéticos deficientes en la activaciéon de defensas
mediadas por SA no incluye el reestablecimiento de la expresion de genes
marcadores de esta ruta. Esto concuerda con los resultados anteriores en los
que se indicaba la independencia de la ruta del SA. Asi pues, la ruta defensiva en
la que participa OCP3, funcionaria a través de la activacion de genes de defensa
diferentes de los habitualmente asociados a la ruta del SA como son PR-1, PR-2
y PR-5.

Pst DC3000
Col-0 ocp3 npri NahG pad4 ocp3npr1 ocp3pad4 ocp3NahG

0 2448720 244872 0 244872 0 244872 0 2448720 244872 0 244872 0 24 48 72

PR-2
PR-5

eEF1a

Figura 2. Andlisis mediante RT-PCR de la expresién de los genes PR-1, PR-2 y PR-5 en
respuesta a la infeccién de Pst DC3000. Los ADNc utilizados como molde para las PCRs se
obtuvieron de plantas de los diferentes genotipos, a las 0, 24, 48 y 72 horas después de la
inoculacién con Pst DC3000 segun lo descrito en la figura 1. hpi, horas post-inoculacién.

La induccidn de resistencia frente a Pst DC3000 mediada por JA esta
alterada en el mutante ocp3.

Las plantas ocp3 muestran una gran resistencia frente a hongos necrotrofos
como B. cinerea o P. cucumerina, patdégenos cuya resistencia depende
fundamentalmente de las sefalizaciones dependientes de JA. Coherentemente,
esa resistencia a necrotrofos asociada a la mutacién ocp3 es dependiente de JA
e independiente de ET y SA (Coego et al., 2005b). Como ya se ha discutido en
profundidad, en el caso de los patégenos biotrofos no es bien conocido el papel
del JA, aunque parece asumido que el principal efecto es el de antagonizar la
ruta del SA (Kachroo et al, 2001; Kloek et al, 2001; Petersen et al, 2000). Sin
embargo, la aplicaciéon ex6gena tanto de JA como de ACC (un precursor de la
sintesis de ET) consigue un efecto protector frente a una gran variedad de
patogenos, entre los que se incluye Pst DC3000, hecho que ocurre de manera
independiente de la expresion de genes PR dependientes de SA aunque
dependiente de NPR1 (Pieterse et al, 1998; Ton et al, 2002; van Wees et al,
1999). A tenor de los resultados obtenidos nos planteamos indagar en la
naturaleza del incremento de resistencia atribuible a la mutacién ocp3 en los
fondos genéticos ocp3 pad4, ocp3 edsl y ocp3 NahG. Dado que, como
demostraban los resultados anteriores, el efecto de dicha mutacién parecia ser
independiente de la sefalizacion defensiva mediada por SA, quisimos ver si la
ruta del JA jugaba algtin papel.



OCP3, un nuevo componente de la ISR

Con ese fin, analizamos la induccion de resistencia frente a Pst DC3000 tras la
aplicacion ex6gena de JA o ACC en el mutante ocp3. Para ello comparamos el
crecimiento de la bacteria en plantas tratadas previamente con una solucion
100uM de MeJA por un lado y 500 uM de ACC por otro, frente a plantas control
sin tratar. Utilizamos como controles el mutante nprl y el ecotipo
Wassilevskaja (Ws-0), que son incapaz de responder a ambos tratamientos
(Pieterse et al, 1996; Ton et al, 1999); el mutante ein2.5, defectuoso en la
percepcion de ET (Alonso et al, 1999); el mutante jarl, insensible a JA
(Staswick et al, 1992). Como puede verse en la figura 3, al igual que en el
mutante nprl, todos los tratamientos fueron ineficaces a la hora de inducir
resistencia en las plantas ocp3, mientras que el crecimiento de Pst DC3000 en
las plantas control Col-0 a los 3 y 5 dias se vio disminuido considerablemente
en el caso tanto del JA como del Me]A y, aunque en menor medida, para el caso

del ACC.
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Figura 3. Inducién de resistencia contra Pst DC3000 mediante aplicacién exogena de JA,
Me]A o ACC en plantas Col-0, ocp3 y nprl. Dos dias antes de la inoculacién con Pst DC3000
se trataron las plantulas por inmersién con una solucién control de MgS04, MeJA 100uM, JA
20pM o ACC 500pM. La inoculacién se realizd segin lo descrito para la figura 1.
Crecimiento bacteriano a los 3 y 5 dias en plantas control y tratadas con MeJA (A), JA (B) o
ACC (D). C) Induccién de resistencia por la aplicacién de MeJA.
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Conjuntamente, los datos presentados hasta el momento indican que la
mutacién ocp3 provoca la activaciéon de una ruta de sefalizacion defensiva
eficaz contra Pst DC3000, que es capaz de compensar un déficit en la
sefializacién mediada por SA como la presente en los fondos genéticos eds1,
pad4 o NahG. Esta respuesta es independiente de la expresiéon de genes PR
inducidos por la ruta del SA y, al parecer, dependiente tanto de JA como de
NPR1. Ademas, el hecho de que el mutante ocp3 tenga bloqueada la induccién
de resistencia por la aplicaciéon de MeJA y ACC indicaria que puede ser un
elemento clave en la ruta de transduccion de sefiales que media este tipo de
respuesta defensiva. De esta forma OCP3 constituiria un nuevo componente en
esta respuesta defensiva que podria estar actuando como nexo de unién entre
la activacién de la cascada de sefializacién del JA y el regulador NPR1.

El mutante ocp3 esta alterado en el establecimiento de ISR.

Como se ha descrito en el apartado de Introduccién, la ISR es una respuesta
defensiva inducida en las plantas por algunas rizobacterias no patégenas. Asi,
plantas cuyas raices han sido colonizadas por este tipo de rizobacterias, como
es el caso de P. fluorescens WCS417r, resisten mejor que las plantas control ante
infecciones en la parte aérea con patégenos como Pst DC3000 o H.
arabidopsidis. A través del estudio de este efecto en mutantes de las distintas
rutas de sefializacion hormonal se ha propuesto que la ISR es una respuesta
independiente de la activacion de defensas mediada por SA pero que requiere
una correcta percepcion y sefializacion de JA y ET ademas de NPR1 (Pieterse et
al, 1998; Ton et al., 2002; van Wees et al., 1999).

A tenor de los resultados anteriores, decidimos estudiar si existia alguna
alteracion en el establecimiento de ISR en el mutante ocp3. Para esto
analizamos el crecimiento tanto del oomiceto H. arabidopsidis como de la
bacteria Pst DC3000 en plantas control y plantas cuyas raices habian sido
preinoculadas con la bacteria inductora de ISR P. fluorescens WCS417r,
comparando Col-0 frente al mutante ocp3. Los resultados se muestran en la
figura 4. Como se puede observar, en el caso de los dos patégenos conseguimos
inducir una resistencia significativa en las plantas Col-0 pretratadas, mientras
que en el caso de ocp3 vemos como claramente el tratamiento es incapaz de
inducir resistencia. Estos resultados coinciden plenamente con los
anteriormente descritos para la induccion de resistencia mediante aplicacion
exégena de MeJA. Sorprendentemente, en el caso de Pst DC3000, no solo no
conseguimos inducir resistencia, sino que claramente puede apreciarse el
efecto contrario, posiblemente debido a algin tipo de interaccién negativa
alterada en ocp3.
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Figura 3. Cuantificacion de la ISR mediada por P. fluorescens WCS417r frente a Pst
DC3000 (A) o H. arabidopsidis (B y C) en plantas Col-0 y ocp3.

En ambos casos la ISR se indujo creciendo las plantas durante 3 semanas en sustrato que
contenia 5 x 107 ufc/g de P. fluorescens WCS417r o una solucién de MgSOs 10mM como
control. (A) Plantas de cinco semanas de edad fueron inoculadas con una suspension de Pst
DC3000 de 2,5 x 107 ufc/mL. Cuatro dias después de la inoculacién, se midio el porcentaje
de hojas con sintomas asi como la induccién de proteccién, calculada sobre la base de la
reduccion de sintomas relativa a las plantas control no inducidas pero inoculadas con Pst
DC3000. Los asteriscos indican niveles de proteccion significativos comparando las plantas
inducidas y las plantas control (Prueba t de Students: a=0.05; n=20). Las barras de error
representan los errores estdndar de la media). (B) Tincién con azul de tripano de plantas
Col-0 y ocp3 preinoculadas con P. fluorescens WCS417r (ISR) y sin preinocular (Ctrl), a los
8 dias después de infectar con H. arabidopsidis. Para determinar la colonizacion las hojas
infectadas y tefiidas con azul de tripano, se examinaron al microscopio y se valoré el
proceso de infeccién (C) segin los siguientes parametros: I, ausencia de colonizacion; II,
baja colonizacién (<25% del area foliar colonizada); IlI, colonizacién media (25-50% del
area foliar colonizada); IV, colonizacién elevada (>50% del area colonizada). La
esporulacion se expres6 como intensidad de la esporulacion del patégeno en cada hoja: I
esporulacion ausente; II, <50% del area foliar cubierta por esporangiéforos; III, 50% del
area foliar cubierta por esporangi6foros; y IV, altamente cubierta por esporangiéforos, con
clorosis adicional y colapso del tejido. Los asteriscos indican distribuciones
estadisticamente significativas de las clases de severidad de la enfermedad comparado con
el control de tratamiento no inducido (Chi- cuadrado, P<0,05). Los datos mostrados son de
experimentos repetidos tres veces con similares resultados.
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El gen NPR1 parece regular exquisitamente las respuestas defensivas asi como
la capacidad de inducir SAR e ISR (Dong, 2004; Pieterse & Van Loon, 2004). El
hecho de que mutaciones en este gen afecten a su capacidad de activar ISR
efectivamente, y no a otras respuestas controladas por JA y/o ET, indica la
importancia y especificidad que NPR1 tiene en este proceso. Hasta el momento,
ademas de NPR1, son muy escasos los genes involucrados directamente en el
establecimiento de ISR. De hecho, la mayoria de ellos se han identificado
porque su pérdida de funcién impacta en la sefializacién mediada bien por JA o
bien por ET, de forma que los mutantes son insensibles a estas hormonas,
estando afectados ademas de en ISR, en otros procesos controlados por estos
reguladores. En este trabajo se ha demostrado que el gen OCP3 posee un papel
determinante en la respuesta ISR frente a, al menos, dos patdgenos diferentes
como son Pst DC3000 y H. arabidopsidis, anotdndolo como un nuevo
componente de esta respuesta defensiva.

Pst DC3000 B. cinerea

NahG —— SA
| ocp3
v |
NPR1 NPR1 -
¢ COI1
ISR
M / \ v
Biotrofos Necrotrofos
RESISTENCIA

Figura 5. Modelo de integracion de los resultados.

El reconocimiento de Pst DC3000 activa la sefializacién defensiva de la planta mediada por
SA a través de PAD4, se produce un aumento de la concentracion de SA en la planta lo que
activa a NPR1 y dispara la sintesis de proteinas de defensa como PR1. Ademas ese
aumento de SA bloquea la sefializacién mediada por JA. En el mutante ocp3 hay una mayor
activacion de la ruta mediada por JA, pero al estar intacta la sefializacién mediada por SA,
el aumento provocado por la percepcion del patégeno es capaz de bloquearla, por lo que la
respuesta del mutante es similar al de las plantas Col-0. Sin embargo, cuando esta
bloqueado el aumento endogeno de SA inducido por la infeccién de Pst DC3000 como en
los fondos genéticos pad4, eds1 o NahG, la activacién de la ruta defensiva mediada por JA
asociada a la mutacién ocp3 es capaz de compensar la resistencia y llevar los niveles de
crecimiento bacteriano hasta valores comparables a los de las plantas Col-0.
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Discusion general del capitulo

Las plantas, al contrario que los animales, carecen de células méviles
especializadas en defensa. Es por esto que se defienden frente a las infecciones
de los diferentes tipos de patdgenos sirviéndose de la inmunidad innata de cada
célula y de mecanismos inducibles que incluyen sefales sistémicas generadas
en los sitios de infeccidn (Glazebrook & Ton, 2007; Jones & Dangl, 2006). En los
ultimos afios se ha avanzado mucho en el conocimiento de los componentes
que participan en estas respuestas defensivas y de cémo las plantas integran las
diferentes sefales tras el reconocimiento del patégeno. En la actualidad, parece
claro que existen, en esencia, dos grandes ramas que integran el sistema
inmune de las plantas. La primera de ellas utiliza receptores transmembrana de
patrones moleculares asociados a los microbios (denominados PRRs) para
monitorizar la presencia de patégenos potenciales. La segunda actda
fundamentalmente dentro de la célula y utiliza proteinas NB-LRR altamente
polimoérficas que son codificadas por muchos genes R (Bittel & Robatzek, 2007;
Dangl & Jones, 2001a; Jones & Dangl, 2006). En todo caso, tras el
reconocimiento del patégeno se desencadenan una serie de respuestas que
convergen en la activaciéon de mecanismos defensivos inducibles regulados
fundamentalmente por las fitohormonas SA, JA y ET. Todo se complica ain mas
por el hecho de que la importancia relativa de las sefalizaciones mediadas por
cada una de estas moléculas varia dependiendo del patégeno en cuestiéon y de
su modo de invasién. Cladsicamente se ha venido aceptando que las defensas
inducibles dependientes del SA son efectivas frente a patégenos que necesitan
células del hospedador vivas para completar su ciclo vital (biotrofos), mientras
que las dependientes de JA y ET se han asociado a la resistencia frente a
patégenos que matan las células del hospedador para alimentarse (necrotrofos)
(Dong, 1998; Feys & Parker, 2000a; Glazebrook, 2001; Kunkel & Brooks, 2002;
Thomma et al,, 2001a).

Gracias a la gran cantidad de rastreos genéticos realizados para encontrar
reguladores de la resistencia frente a un amplio abanico de patégenos, se han
identificado multitud de componentes involucrados en estas rutas. La
caracterizacion de algunos de estos mutantes ha permitido detectar
interferencias entre distintas rutas de sefializacion (ver Introduccion). Asi, los
mecanismos de defensa inducibles estan regulados por una compleja red de
interconexiones en las que SA, JA y ET juegan un papel central, pero cada vez
son mas las evidencias de la implicacién de otros reguladores hormonales como
el ABA o las auxinas (Mauch-Mani & Mauch, 2005; Mayda et al.,, 2000a; Robert-
Seilaniantz et al, 2007). Asi, parece mas y mas clara la necesidad de ampliar
nuestro conocimiento de la naturaleza de estas relaciones encontrando nexos
de unién y determinando su modo de accidn.

En trabajos anteriores se ha descrito a OCP3, un factor de transcripcion de la
familia Homeobox, como un regulador central de la resistencia frente a hongos
necrotrofos. Al parecer, dicha resistencia podria estar relacionada con una
hiperactivacién de la ruta defensiva mediada por JA. Asi, el mutante de pérdida
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de funcidn ocp3 presenta una expresion constitutiva de la expresion de PDF1.2
acompaiiada de un notable incremento en la resistencia frente a los hongos
necrotrofos B. cinerea y P. cucumerina (Coego et al., 2005b).

En el presente trabajo se han presentado resultados que apuntan a la
implicacion de OCP3 como un importante eslabén en el didlogo entre las
sefalizaciones controladas por las rutas del SA y JA en el establecimiento de la
respuesta defensiva en Arabidopsis frente a la bacteria fitopatégena Pst
DC3000. Segun los resultados presentados, el gen OCP3 regularia
negativamente una ruta defensiva dependiente del regulador NPR1 y de la
seflalizacién mediada por JA, siendo independiente de la ruta del SA y las
defensas activadas por la acumulacién de esta hormona. Ademas, OCP3 seria un
regulador clave de la ISR, efectiva frente a un amplio abanico de patégenos.

Parece una contradiccion el hecho de que las plantas ocp3 no presentan
diferencias respecto al control Col-0 en el nivel de crecimiento de patégenos
biotrofos tales como Pst DC3000 (Coego et al., 2005b). La explicacién podria
estar en el modo de infeccién de esta bacteria. Se ha demostrado en numerosos
trabajos que algunos patégenos, incluido Pst DC3000, han desarrollado un
mecanismo para interferir en la respuesta inmune de las plantas que incluye la
activacion de la sefializacion mediada por JA aprovechando el efecto antagénico
que esta ruta tiene sobre la del SA. Asi, por un lado, Pst DC3000 aumentaria su
virulencia activando algun aspecto especifico de la sefializacién mediada por JA
para ralentizar el establecimiento de la bateria de defensas mediado por SA.
Por otro lado, la planta responderia a la deteccién del patégeno incrementando
los niveles enddgenos de SA y activando la sefializacién mediada por esta
fitohormona y bloqueando ademads la ruta del JA. Esta interferencia en las
relaciones entre SA y JA proporcionaria a la bacteria una ventana de
oportunidad suficiente para ser capaz de multiplicarse y producir enfermedad.
(Block et al, 2005; de Torres-Zabala et al., 2007; Kloek et al., 2001; Melotto et
al, 2006; Pieterse & van Loon, 1999; Pieterse et al, 2002).

Sin embargo, también se ha demostrado la existencia de una ruta de
sefializacidn defensiva independiente del SA y eficaz frente a algunos patégenos
biotrofos entre los que se encuentra Pst DC3000 (Pieterse & van Loon, 1999;
Pieterse et al., 2002). Aunque son escasos los componentes conocidos de esta
ruta defensiva, se sabe que tanto NPRI como una correcta
percepcion/sefalizacién de JA y ET son necesarios. Asi, es posible inducir
resistencia frente a Pst DC3000 mediante la activaciéon de la ruta del JA. Esta
aparente contradicciéon podria tener su explicaciéon en el hecho de que el
balance entre las diferentes sefializaciones hormonales es precisamente el que
otorga especificidad a los sistemas defensivos inducibles.

Es posible, por tanto, que la sobreactivacion de la ruta del JA en el mutante ocp3
se vea anulada por la acumulacién de SA y/o posterior estimulacién de
defensas en respuesta a la deteccién de Pst DC3000 por parte de la planta. Esto
explicarfa por qué la mutacién ocp3 Unicamente provoca diferencias en la
susceptibilidad a este patégeno cuando es analizada en un fondo genético que
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impide la acumulacion de SA como es el caso de los dobles mutantes ocp3 pad4,
ocp3 NahG u ocp3 edsl. Esto encajaria con el hecho de que la expresion
constitutiva de PDF1.2 en el mutante ocp3 es drasticamente reprimida por la
aplicacion exdgena de SA (Coego et al., 2005b). Ademas, la expresion de OCP3
es reprimida en etapas tempranas de la infeccién por Pst DC3000, lo que seria
consistente con la funcién de OCP3 como regulador negativo de la ruta de JA y
con el papel de esta hormona en el proceso de infeccién de Pst DC3000.

Se conoce la importancia de NPR1 como regulador central en todos estos
procesos de sefializacion defensiva frente a Pst DC3000, tanto dependientes de
SA como independientes de SA y dependientes de JA. Asi, la induccién de
resistencia debida a la aplicacién de JA observada en plantas Col-0, queda
bloqueada en las plantas nprl. Sin embargo, se ha demostrado que, tras el
reconocimiento del patdégeno, la inducciéon de la acumulacién de SA en el
mutante nprl no estd afectada. Consistentemente con esto, la pérdida de
funcién de OCP3, con la activacion de la ruta del JA que conlleva, no consigue
suprimir la susceptibilidad atribuible a la mutacién npr1.

Como se ha comentado en la Introduccién, se ha propuesto que el estado redox
de la célula es alterado en respuesta a la percepcion del patoégeno, posiblemente
debido al incremento en la acumulacién de SA. Este cambio en el estado redox
favoreceria la formacion de mondémeros activos de NPR1 que entrarian al
nucleo donde se uniria a los factores de transcripcion de la familia TGA para
regular la expresion de genes PR y promover asi resistencia. Esta cascada de
eventos y la localizacién nuclear serian fundamentales para el establecimiento
de una respuesta defensiva dependiente de SA frente a Pst DC3000. Sin
embargo se ha observado que la localizacién nuclear de NPR1 no es necesaria
para el establecimiento de la ISR, una respuesta defensiva inducible,
independiente de SA y dependiente de JA y NPR1. Por tanto, NPR1 debe tener
una funcién citosélica atn desconocida como regulador de la ruta de
sefializaciéon dependiente de JA (Dong, 2004; Pieterse & Van Loon, 2004; Spoel
etal, 2003).

Por otro lado, se ha descrito que el mutante ocp3 presenta una mayor
acumulacién de H;0; en condiciones normales, por lo que OCP3 podria estar
actuando como un regulador del estrés oxidativo (Coego et al, 2005b). Asi
pues, podria darse el caso de que OCP3 actuase sobre la funcién citosélica de
NPR1 a través de una modulacién del estado redox de la célula, regulando
negativamente el establecimiento de la ISR. OCP3, por tanto, constituiria un
nexo de unién entre las sefializaciones defensivas mediadas por SA y JA,
posiblemente actuando como modulador de la funcién del regulador central
NPR1. Aunque son necesarios futuros experimentos encaminados a esclarecer
el mecanismo de accién de OCP3 en ISR, la posibilidad de que esté actuando
como modulador de la funcién de NPR1 parece plausible. Actualmente se estan
generando algunas herramientas genéticas que pueden permitirnos arrojar
algo de luz sobre esta cuestion. Entre ellas cabe destacar la obtencién de lineas
transgénicas de sobreexpresién de NPR1 fusionado a GFP (del inglés green
fluorescent protein), para analizar posibles cambios en la localizacién subcelular
de NPR1 debidos a la pérdida de funcién de OCP3.
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CAPITULO II.

OCP3, un regulador negativo de la resistencia
a hongos necrotrofos y a sequia.
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OCP3, un regulador negativo de la resistencia a
hongos necrotrofos y a sequia.

Introduccion.

La sequia es, probablemente, el problema mas importante de la agricultura
moderna, siendo la causante de cuantiosas pérdidas afio tras afio. Exposiciones
prolongadas a una escasez de agua provocan en la planta dafios devastadores e
irreversibles que derivan a menudo en mermas en la productividad de los
cultivos y en ocasiones en la muerte de los mismos. Durante la sequia se
produce un aumento de la concentracion de solutos debido a un una pérdida de
agua que a su vez hace caer el potencial hidrico de la planta. Esto provoca, en
sus etapas iniciales, una desestabilizacién del conjunto del sistema de
membranas (incluida la membrana plasmatica), y a su vez la disrupciéon de
procesos fisiolégicos y bioquimicos de gran importancia para la homeostasis
celular entre los cuales cabe resaltar a la fotosintesis por su especial relevancia
en los organismos vegetales (Holmberg & Bulow, 1998). De hecho, en
condiciones de sequia o ante situaciones de riego limitado la tasa fotosintética
puede caer a niveles tan bajos que incluso puede llegar a comprometer la
sintesis de la cantidad de ATP suficiente necesaria para mantener un
metabolismo celular equilibrado y ello puede conllevar a la muerte de la célula.
Adicionalmente a la caida en la tasa fotosintética durante el proceso de sequia,
la luz sigue incidiendo y excitando los cloroplastos. Ello deriva, por tanto, en un
aumento en la sintesis y acumulacidon de especies de oxigeno reactivas que
inevitablemente participan en la generaciéon del dafio celular mencionado
anteriormente y conducen asi a un deterioro celular acelerado (Holmberg &
Bulow, 1998).

Las plantas han desarrollado sofisticadas estrategias de defensa y adaptacion
para hacer frente a todos estos complejos procesos fisiologicos y bioquimicos
que se inducen o estdn asociados a la sequia. Una de las estrategias mas
tempranas es la de evitar la pérdida excesiva de agua a través de la activaciéon
de unas cascadas de sefializacién que rinden un aumento en los niveles de acido
abscisico (ABA) y el correspondiente cierre de los estomas; todo ello mediado
por un aumento en los niveles del Ca2+ citosélico en las células guarda
(McAinsh et al.,, 1990). Ademas de este mecanismo celular, y en el caso de que el
periodo de sequia se prolongue en el tiempo, la planta pone en marcha otros
mecanismos de adaptacion y proteccién con el fin de mantener su metabolismo
en unos limites sostenibles. Esto implica la activacién de diferentes rutas de
sefializacidn que resultan en la expresion de una bateria de genes que codifican
proteinas que podrian funcionar como antioxidantes y osmoprotectores con el
fin de proteger y/o reparar el dafio celular producido por la disminucién del
potencial hidrico (Courtois et al, 2000).

El ABA es la principal hormona que regula todos estos procesos de adaptacién y
proteccién orquestados en respuesta al estrés hidrico. Fundamentalmente es la
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encargada de mantener un balance hidrico en las células guarda de los estomas
y de aumentar la tolerancia al estrés osmdtico a través de la regulacion de gran
numero de genes. Asi, mutantes deficientes en la sintesis o percepciéon de ABA
muestran una drastica disminuciéon de la tolerancia a estrés hidrico siendo
incapaces de responder de manera efectiva a periodos de escasez de agua
relativamente cortos (Xiong et al, 2001). Por otro lado, gran parte de estos
genes regulados por ABA poseen en sus regiones promotoras una secuencia
reguladora comin denominada caja o elemento ABRE (ABA-responsive
element). Se han identificado proteinas que muestran capacidad de unién a
estas secuencias ABRE y a dichas proteinas se les denomina factores AREB
(ABA-responsive element binding) o ABF (ABRE- binding factors). Estos son
factores de transcripcion de tipo bZIP (Basic leucine zipper) que funcionan
como activadores transcripcionales en respuesta a ABA (Choi et al., 2000; Uno
et al, 2000). La sobreexpresiéon de algunos de estos elementos, tal y como
ocurre con el factor ABF3 o el factor ABF4, confieren a las plantas transgénicas
un aumento de la tolerancia a la sequia que se ve acompafiada de una alteracion
en la expresion de genes de respuesta a estrés tales como los genes RD29B,
RD22, RAB18, ABI1 y ABI2 (Kang et al, 2002). Por otro lado, las proteinas de
tipo MYB y MYC son reguladores transcripcionales de gran importancia que
también participan como activadores en los sistemas de regulacién
dependientes de ABA (Abe et al, 2003).

Existe, sin embargo, otro grupo de genes tal y como es el caso del gen RD29A
(responsive to dehydration29A), cuya expresion se induce en respuesta a sequia
aunque de una manera independiente de ABA (Shinozaki et al, 2003). Estos
genes habitualmente presentan en su regién promotora una secuencia o
elemento cis conservado al cual se unen proteinas reguladoras denominadas
DRE (Dehydration-responsive element) o CRT (C-repeat) (Baker et al., 1994;
Yamaguchi-Shinozaki & Shinozaki, 1994). Estas proteinas son factores de
transcripcién pertenecientes a la familia ERF/AP2 (Ethylene-responsive element
binding factor/Apetala2) (Dubouzet et al, 2003; Weigel, 1995). Existen dos
grupos de proteinas DRE/CRT: el grupo DREB2, implicado en la respuesta a
sequia, y el grupo DREB1, implicado ademas en la respuesta a frio (Liu et al,
1998). Se ha demostrado que sobreexpresando tanto DREB1A como una
version modificada de DREB2A se consigue un gran aumento en la tolerancia de
las plantas transgénicas a la sequia, atribuible a un aumento en la induccién de
la expresion de genes de respuesta a estrés, tales como el gen RD29A
mencionado con anterioridad (Gilmour et al.,, 2000; Liu et al., 1998; Sakuma et
al, 2006). Sin embargo estas plantas presentan un fenotipo pleiotrépico en el
que aun siendo resistentes al estrés impuesto, sufren serios transtornos en su
pauta de desarrollo; son enanas y de morfologia foliar aberrante. En
posteriores trabajos se ha mostrado una alternativa tecnoldgica para paliar este
aspecto pleiotrépico de dicha sobreexpresion mediante el uso de un sistema
inducible para sobreexpresar este tipo de genes obteniendo plantas mas
resistentes a sequia sin mermar su crecimiento (Kasuga et al., 1999; Sakuma et
al.,, 2006).
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Adicionalmente a esta casacada de regulacidn transcripcional, las denominadas
ROS, juegan un papel preponderante en los mecanismos de percepcion y
adaptacion a la sequia (Sanders et al, 1999). Asi, la acumulacién de ROS es
inducida por ABA y se propone que podrian actuar como intermediarios de la
sefializacién promovida por esta hormona en respuesta a la sequia (Pei et al,
2000).

Recientes evidencias que implican a la fitohormona ABA en la defensa de las
plantas frente a microorganismos patégenos (Mauch-Mani & Mauch, 2005) han
conducido a que emerja con fuerza la importancia del estudio de las
interacciones entre respuestas a estrés de tipo bidtico y abiético (Anderson et
al, 2004; Fujita et al, 2006) mas que simplificar las complejas redes de
sefalizaciones a rutas lineales controladas por una sola hormona. Ya se ha
comentado anteriormente la importancia ampliamente estudiada del ABA como
regulador en la respuesta de las plantas frente a estré abidtico como la sequia.
Por otro lado, las hormonas SA, JA y ET juegan un papel central en la defensa
ante microorganismos patogenos. Sin embargo, son pocos los datos que se
conocen acerca de los puntos de convergencia molecular entre las rutas de
sefializacién genéticamente determinadas frente a estos dos tipos de estrés.

Las ROS han sido propuestas como segundos mensajeros implicados en la
sefializacion frente a ambos tipos de estrés por separado y pueden constituir un
buen punto de partida para el estudio de esta compleja red regulatoria. En
respuesta a un déficit hidrico se produce un aumento transitorio de la
producciéon de H,0, mediado por ABA que es necesario para el cierre
estomatico a través de la activaciéon de canales de Ca2?* que promueven un
incremento de Ca?* en las células guarda lo que se traduce en tultima instancia
en un cierre de los estomas (Kwak et al., 2003; Pei et al, 2000). Por otro lado, la
generacion de ROS es uno de los primeros eventos que se producen tras el
reconocimiento planta-patégeno estando implicados tanto en la respuesta
hipersensible (HR) como en el establecimiento de sefalizaciones defensivas
posteriores (Levine et al., 1994).

Como se ha comentado en el capitulo de Antecedentes, recientemente se ha
identificado en Arabidopsis a OCP3, un factor de transcripciéon con una posible
funcién como regulador negativo del estrés oxidativo y de la respuesta
defensiva frente a hongos necrotrofos. Asi pues, el mutante de pérdida de
funcién ocp3 presenta una gran resistencia frente a este tipo de patdgenos
mediada por JA y elevados niveles de H,0 en condiciones no inductoras (Coego
etal, 2005b).

La fosfatasa 2C ABI1.

El papel de ABI1 como regulador negativo de la sefializacién mediada por ABA
fue descubierto gracias a la identificaciéon del mutante abi1-1 (Allen et al, 1999)
y de sus supresores intragénicos denominados abil-1R (Merlot et al., 2001). La
mutaciéon dominante abil-1 hace a las plantas insensibles a ABA, por lo que, en
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respuesta a estrés hidrico, estas son incapaces de cerrar los estomas e inducir
una bateria de proteinas con diferentes funciones que permiten establecer una
respuesta adaptativa eficaz. Ademas, el mutante esta afectado en otros
procesos regulados por ABA como la dormancia de las semillas o el desarrollo
vegetativo. Es por todo ello que se propuso para la proteina ABI1 una funcién
como regulador negativo de la ruta del ABA. El aislamiento de varias
mutaciones recesivas en la secuencia codificante de ABI1 que suprimen esta
insensibilidad fortalece esta idea ademas de proporcionar informacién muy
valiosa en términos de la relaciéon estructura/funcién de la proteina. También
se han identificado diversas proteinas que interaccionan “in vivo” con esta
fosfatasa tedricamente para regular diferentes aspectos de la sefalizacién por
ABA. Es el caso de ATHB6, un factor de transcripcién del tipo Homeobox, que
podria estar regulando la transcripcién de genes y la respuesta a ABA
dependiente de ABI1 (Himmelbach et al, 2002). Por otro lado, ABI1
interacciona con el dominio regulador de SRK2E/OST1/SnRK2.6, una protein-
quinasa que actia como un regulador positivo del cierre estomatico inducido
por ABA, regulando asi su funciéon (Yoshida et al, 2006). Ademas de estos
componentes de la sefializacién mediada por ABA, ABI1, pero no ABI1-1, se une
directamente al 4cido fosfatidico (PA, por phosphatidic acid). Un aumento en la
concentracion del ABA endégeno promueve el incremento de PA libre a partir
de la hidrolisis de fosfatidil-colina por la accién de fosfolipasas D (PLD). Se ha
propuesto que esa unién PA-ABI1 inhibe la funcién como regulador negativo de
ABI1 al afectar su actividad fosfatasa, promoviendo asi la sefializacién mediada
por ABA (Mishra et al, 2006a).

OCP3 interacciona fisicamente con varios componentes de
la cascada de sefializacion dependiente de ABA que
regulan la respuesta adaptativa de las plantas frente al
estrés hidrico.

Con el fin de identificar nuevos componentes que nos ayudasen a desglosar la
funcién de OCP3 realizamos un rastreo por doble hibrido en levadura. Con esta
técnica, la expresion de un gen que permite la supervivencia de las levaduras en
un medio de cultivo deficiente en algiin nutriente, queda bajo el control de un
promotor o region reguladora de un gen que Unicamente se activa con la
formaciéon de un complejo proteico estable entre las dos proteinas en estudio.
En este caso fusionamos la proteina OCP3 al dominio de unidn al promotor del
gen GAL4, y utilizamos esta fusiéon (BD-OCP3) como cebo para una libreria de
proteinas de Arabidopsis fusionadas al dominio activador de GAL4 (AD-X).
Expresamos estas fusiones en una levadura en la que un promotor regulado por
GAL4 dirige la expresion del gen marcador HIS3, de tal forma que Gnicamente
cuando existiera interacciéon entre OCP3 y una proteina X, se restauraria el
crecimiento de esta levadura en un medio sin histidina. Ademas, para aumentar
la especificidad, utilizamos un inhibidor competitivo de HIS3 como es el 3-AT
(3-amino triazol). Mediante este sistema conseguimos identificar clones de
levadura que eran capaces de crecer en este medio selectivo. Tras secuenciar y
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comprobar dichos clones positivos, determinamos que correspondian a
levaduras que contenian los ADNc por un lado de la fosfatasa 2C ABI1, y por
otro lado los de otras tres proteinas: FAC1, FAC2 Y FAC3. En la figura 7 puede
verse como la expresion de la proteina de fusién BD-OCP3 junto con cada uno
de los interactores por separado (AD-ABI, AD-FAC1, AD-FAC2 y AD-FAC3) es
capaz de restaurar el crecimiento de la levadura en un medio carente de
histidina, mientras que cualquier combinacién por separado, o los vectores
vacios, no lo consiguen. Asi pues, podemos concluir que ABI1, FAC1, FAC2 Y
FAC3 interaccionan con OCP3 en el sistema de doble hibrido de levadura.
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Figura 7. OCP3 interacciona con ABI1, FAC1, FAC2 Y FAC3.

(A) Secuencia de la proteina OCP3. (B) Esquematizacion de la estructura lineal de la
proteina OCP3. NLS: dominio de localizacién nuclear; HD: homeodominio (dominio de
union a ADN de alrededor de 60 aminoacidos caracteristico de los factores Homeobox). (C)
Andlisis de la interaccion entre las proteinas mediante el sistema de doble hibrido en
levadura. Se comprobé el crecimiento de las levaduras portando las diferentes
combinaciones de vectores, en un medio con histidina por un lado (panel izquierdo) y sin
histidina suplementado con 20 mM de 3-AT. Se colocé una gota de un cultivo de DO 0,1y
una dilucién 1/5 de éste para cada levadura. El crecimiento sin Histidina y con 3-AT marca
la interaccién entre BD-OCP3 y las distintas fusiones AD. Como control se utilizaron cada
uno de los vectores por separado asi como combinaciones de los vectores vacios.
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Ensayando diferentes versiones modificadas de OCP3 se consiguid limitar el
sitio de interaccion entre OCP3 y cada uno de los interactores identificados a
una region acidica que envuelve a un dominio tipico de interaccién proteina-
proteina descrito para factores de transcripcion de tipo Homeobox.
Curiosamente, esta regién de interaccion es la misma para las cuatro proteinas,
hecho que podria tener gran importancia en lo que respecta al significado
biolégico de estas interacciones. En la figura 8 se muestran los resultados para
ABI1 como ejemplo.
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Figura 8. OCP3 interacciona con ABI1 a través de su dominio acido.

El sitio de interaccion de la proteina OCP3 con ABI1 se identific6 comprobando la
interaccién entre diferentes formas truncadas de la proteina fusionadas a DB y AD-ABI1.
(A) Esquema de las diferentes formas truncadas de OCP3 utilizadas. (B) Crecimiento de las
levaduras portadoras de las construcciones indicadas en medio con histidina (panel
izquierdo) y con 100mM de 3-AT y sin histidina (panel derecho). (C) Determinacion de la
actividad B-Galactosidasa de las levaduras con las distintas combinaciones de plasmidos.
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La implicacién de la fostatasa 2C ABI1 en la ruta de sefializacién dependiente de
ABA es clara y ha sido muy estudiada. De hecho, la mayor parte de los fenotipos
dependientes de esta hormona quedan reflejados en el mutante dominante
abil-1. Estas plantas son hipersensibles a sequia y a deshidratacion ya que son
incapaces de cerrar los estomas por tener reprimida de manera constitutiva la
sefializacién mediada por ABA. Ademds, el mutante abil-1 presenta
insensibilidad a ABA y estd drasticamente afectado en la induccién de la
expresion de genes como RD294, RD29B, RD22, etc..., habitualmente utilizados
como marcadores en condiciones de deshidratacion asi como en respuesta a la
aplicacion exégena de ABA (Allen et al,, 1999; Koornneef et al., 1989; Koornneef
et al., 1984; Leung et al, 1997; Merlot et al, 2001; Mishra et al, 2006a). Por
otro lado, analisis de los patrones de expresiéon de FAC1, FAC2Z y FAC3 en la base
de datos Genevestigator (https://www.genevestigator.ethz.ch/) indican que
sus niveles de ARNm se acumulan rapidamete en respuesta a ABA y sequia.

En resumen todos los interactores de OCP3 identificados en el rastreo estan
directamente relacionados con la sefializacién controlada por ABA. OCP3, como
factor de transcripcion, podria estar modulando la transcripcién de genes de
respuesta a ABA. Teniendo en cuenta todo esto decidimos estudiar los posibles
fenotipos del mutante ocp3 en algunos procesos regulados por ABA.

NOTA: Los resultados derivados de la interaccién OCP3-ABI1 y la funcién de
OCP3 como regulador de la respuesta a sequia forman parte de la patente
P200700128. Los resultados referentes a la implicacion de OCP3 en la
resistencia a hongos necrotrofos forman parte de la patente
PCT/ES2006/070050. Los resultados e informacién acerca de los interactores
FAC1, FAC2 y FAC3 estdn sujetos actualmente a proceso de patente.

El mutante ocp3 es hipersensible a ABA.

Uno de los efectos que desencadena la aplicaciéon exdgena de ABA a plantas de
Arabidopsis es la disminucién en la capacidad de elongacién de la raiz, aspecto
que ademas se ve reflejado en un menor porte de la parte aérea de las plantas.
Asi, los mutantes insensibles a ABA, tales como abil y abi2, muestran una
menor inhibicion del desarrollo radicular comparado a la sufrida por los
controles Col-0 y Ler (Koornneef et al., 1984).

Para estudiar el efecto de la aplicacién ex6gena de ABA en el desarrollo de las
plantas ocp3 sembramos semillas de dicho mutante en placas de MS-Agar, asi
como en placas de MS-Agar suplementadas con una concentracién de ABA de
0,8 uM, y siempre utilizando como plantas control en estos experimentos al
genotipo Col-0. Como se muestra en la figura 10, aunque la tasa de geminacion
y la emergencia de la radicula del mutante ocp3 no se ve afectada por la
presencia de ABA en el medio, su desarrollo post-germinativo estd seriamente
afectado. De ello cabria deducir, por tanto, que la pérdida de funcidén atribuible
a la mutacién ocp3 rinde una hipersensibilidad a la hormona ABA y por tanto la
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funcién normal del gen OCP3 seria compatible con la de regular negativamente
la ruta de transduccién de la hormona ABA en el desarrollo vegetativo.

Figura 10. Efecto del ABA en el crecimiento de las plantas Col-0 y ocp3.
Plantas de 2 semanas de edad de los genotipos Col-0 (arriba) y ocp3 (abajo) crecidas en
medio MS (izquierda) o MS suplementado con ABA 0,8 uM (derecha).

Las plantas ocp3 presentan una mayor tolerancia a la sequia.

Son muchas las evidencias de la implicacién del ABA en la respuesta de las
plantas al estrés hidrico (Hetherington, 2001; Koornneef et al.,, 1998; Schroeder
et al, 2001b; Zeevaart & Creelman, 1988). Asi, por ejemplo, plantas mutantes
afectadas en la correcta percepcidn o la sintesis de ABA, tal y como es el caso de
los mutantes abi (abscisic acid insensitive) o aba (abscisic acid-deficient), son
incapaces de responder de manera efectiva a un régimen de ausencia de agua, y
dichas plantas mutantes se marchitan y mueren en periodos relativamente
cortos de tiempo.

Comparamos la respuesta del mutante ocp3 y el control Col-0 frente a
exposiciones prolongadas a ausencia de agua o riego. La figura 11 muestra
plantas representativas de cada genotipo dias después de dejar de regarlas,
crecidas bien en macetas independientes (12 dias sin riego) o bien agrupadas
en la misma maceta (18 dias sin riego) dependiendo del estadio de desarrollo.
Como se aprecia, las plantas Col-0 presentan un acusado marchitamiento
llegando incluso a morir, mientras que las plantas mutantes ocp3 permanecen
aparentemente sanas e inalteradas tras el periodo prolongado de sequia. Aln
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reponiendo el régimen de riego tras dicho periodo prolongado de sequia, las
plantas Col-0 no se recuperaron, mientras que las plantas ocp3 continuaron su
desarrollo normal (Figura 11). Estos resultados demuestran que la pérdida de
funciéon del gen OCP3, a través de la mutacidn recesiva ocp3, es suficiente para
conferir a las plantas de Arabidopsis una evidente resistencia a la sequia y
argumenta a favor de que la proteina OCP3 podria funcionar como un regulador
negativo de un mecanismo existente de adaptacién de las plantas para la
supervivencia ante amplios periodos de escasez de agua o sequia.

Figura 11. Las plantas ocp3 presentan una tolerancia a la sequia incrementada.

(A) Plantas de 3 semanas de edad de los genotipos Col-0 (arriba) y ocp3 (abajo), se dejaron
de regar durante 18 dias. Para el experimento se evaluaron diez macetas como la
representada en la figura. (B) Plantas de 5 semanas de edad se dejaron de regar durante 12
dias (izquierda). Se repuso el régimen de riego normal y a los tres dias se fotografiaron
(derecha). Para el experimento se analiz6 el comportamiento de 20 plantas por genotipo
distribuidas al azar. La figura muestra imagenes representativas de cada genotipo.

La expresion del gen OCP3 se reprime en respuesta tanto a la
aplicacion exdgena de ABA como a la deshidratacién.

En condiciones tanto de sequia como de deshidratacion las plantas responden
aumentando los niveles de ABA endégenos (Koornneef et al, 1998), lo que
conlleva la activacién de una cascada de sefializaciéon que tiene como resultado
una serie de cambios a nivel transcriptémico. Para estudiar el posible efecto
que el ABA pudiera tener en la regulacién transcripcional de OCP3 en plantas
Col-0, medimos por RT-PCR cuantitativa (q-RT-PCR) los niveles relativos del
ARNm correspondientes al gen OCP3 a diferentes tiempos tras la aplicacion de
ABA, asi como tras someter a las plantulas a estrés por deshidrataciéon. Como
control se utilizé en dichos experimentos el gen ABI1, cuya expresidon se sabe
que se induce en respuesta tanto a ABA como a deshidratacion (Merlot et al,
2001).
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Como se puede observar en la figura 12, como consecuencia tanto de la
aplicacion de ABA 100 puM como tras imponer un estrés hidrico a las plantulas,
se observa una fuerte caida de los niveles de acumulacién del transcrito
correspondiente al gen OCP3. Dicha represion en la expresion del gen OCP3
como consecuencia del tratamiento con ABA o de la deshidratacién se hace
patente ya a tiempos muy cortos y de manera inversa a la activaciéon observada
para el gen ABI1 (Figura 12). Esto indica, por tanto, que el gen OCP3 podria
estar implicado en una sefializacién temprana en respuesta al aumento en los
niveles de ABA, de manera que su represion sea necesaria, aunque no
necesariamente suficiente, para promover la activacion del programa
transcripcional demostrado para los genes de referencia arriba indicados,
incluyendo el propio gen ABI1. Por otra parte, la induccién de la proteina ABI1,
la cual funciona como un regulador negativo de la respuesta a ABA, serviria
para modular esta fuerte demanda transcripcional activada por las condiciones

inductivas empleadas.
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Figura 12. OCP3 se reprime en respuesta a ABA y deshidratacién.
Andlisis por q-RT-PCR de la expresion de los genes OCP3 (A 'y B) y ABI1 (C y D) en
respuesta a la aplicaciéon exégena de ABA 100 uM (A y C) y a deshidrataciéon (B y D). La

expresion de estos genes esta referida a APT.

El mutante ocp3 no presenta alteraciones en los niveles de
expresion de genes de respuesta a deshidratacion.
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Una posibilidad que explicaria la mayor sensibilidad a ABA del mutante ocp3 asi
como el aumento en la resistencia a la sequia, podria ser que la mutacién en
dicho gen hubiera causado una mayor o mas rapida activaciéon de la ruta de
sefializacion dependiente de ABA y que tendria como ultima consecuencia una
mayor expresion de genes de respuesta a deshidratacién que aumentasen los
niveles de proteccién contra el dafio producido por el estrés hidrico. Con el fin
de estudiar esta posibilidad se realizé un andlisis molecular determinando los
niveles de expresiéon (medido como acumulacién del ARNm correspondiente
por RT-PCR) de algunos genes marcadores de la sefalizacion en respuesta a
deshidratacion o ABA. Se analizaron los niveles de los transcritos de RD29A,
RD29B y RD22 a diferentes tiempos (0, 1h, 3h y 6h) tras la incubacién de las
plantas en un medio liquido con 100 uM de ABA. Como se muestra en la figura
13A, no existen diferencias observables en los niveles de induccién y
acumulacién de los transcritos correspondientes a los marcadores utilizados
cuando se comparan las poblaciones de ARN obtenidas de plantas Col-0 y
plantas ocp3 tratadas de manera similar. Ello indica que no existe defecto
observable en la ruta de sefalizacion que media la induccién de la expresion de
estos genes por ABA y elimina la consideracién de que la mutacién ocp3 esté
afectando dicha via de activacién génica.

Para complementar la caracterizaciéon molecular se compararon los niveles de
los transcritos de estos mismos genes marcadores en respuesta a
deshidrataciéon (Figura 13B). Los experimentos se realizaron tal y como se
describe en Sakuma et al,2006 . Se crecieron in vitro plantulas Col-0 y ocp3 en
placas MS-Agar y a las 2 semanas se trasladaron las plantulas a placas Petri sin
medio de cultivo para provocar asi su deshidrataciéon. Se analizaron los niveles
de acumulacién de los transcritos correspondientes a los genes marcadores
reseflados anteriormente a las 0, 1, 3 y 6 horas de deshidrataciéon. Los
resultados (Figura 13B) demuestran que tanto RD29B y RD22 como RDZ29A
muestran una acumulacién acusada en condiciones inductivas de
deshidrataciéon pero, a su vez, no se observan diferencias entre los niveles de
induccién y acumulaciéon de los transcritos correspondientes cuando se
comparan las poblaciones de ARN obtenidas de plantas Col-0 y plantas ocp3
tratadas de manera similar. Todo ello indica, por tanto, que el mutante ocp3
tampoco muestra defecto en cuanto a la activaciéon de las cascadas de
sefializacién que inducen estos genes marcadores en respuesta a la
deshidratacidn.
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Figura 13. Analisis por RT-PCR de los niveles de expresion de RD294, RD29B 'y RD22
en plantas Col-0 y ocp3 sometidas a la aplicacion exdégena de ABA (A) y
deshidratacion (B).

Las muestras se recolectaron de plantulas de 2 semanas de edad crecidas en medio MS en
condiciones estériles a los diferentes tiempos indicados tras la aplicacién de ABA 100uM
(A) o la deshidratacion forzada (B). Como control se utilizé el gen eEF1a.

Asf{ pues los resultados indican que pese a que las plantas ocp3 muestran una
marcada sensibilidad frente al ABA comparada con las plantas Col-0 en
términos de inhibicion de desarrollo, no existen diferencias en la induccién de
la expresion de genes marcadores dependientes de ABA (como RD29B, RD22 o
RDZ29A). Por tanto la resistencia a la sequia mostrada por el mutante ocp3
parece ser independiente de la expresion de estos genes.

El mutante ocp3 no muestra alteraciones en respuesta a la
desecacion.

Uno de los primeros eventos caracteristicos que acontecen en las plantas tras la
percepcion de un aumento en los niveles de ABA endégeno como consecuencia
de periodos prolongados de sequia es el cierre de los estomas, ya que el ABA
promueve el cierre de los mismos asi como inhibe la apertura de los estomas
cerrados (Schroeder et al, 2001b). Por tanto, una medida indirecta de la
capacidad de las plantas para cerrar los estomas consiste en determinar la
pérdida de peso fresco a lo largo del tiempo en hojas escindidas de la planta y
colocadas bajo condiciones controladas de temperatura y humedad ambiental.
Asi, algunos mutantes alterados en la sintesis, percepcién y/o respuesta al ABA
son incapaces de cerrar los estomas de una manera efectiva, y por tanto en
dichos mutantes se produce un descenso mdas rapido del peso fresco en
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respuesta a este proceso de desecacién (Allen et al, 1999; Finkelstein &
Somerville, 1990; Koornneef et al., 1984; Leung et al., 1997).
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Figura 14. Evaluacion de la pérdida de agua.

La pérdida de agua se determiné indirectamente mediante la determinacién de la pérdida
de peso fresco en hojas cortadas de los diferentes genotipos sometidas a desecacion a lo
largo del tiempo. Los datos representan la media de cinco réplicas para cada genotipo,
compuestas por hojas de 3 plantas cada una. Las barras de error representan la desviacién
estandar.

Con el fin de observar el comportamiento de las plantas ocp3 en referencia a
este aspecto fisiologico, realizamos este tipo de ensayo de medicién de la
velocidad de deshidratacién y referenciamos los datos a los obtenidos con
plantas abi-1 y las plantas control correspondientes; Col-0 como parental del
mutante ocp3 y Ler como parental del mutante abil-1. Para ello cortamos hojas
de roseta de plantas de cada uno de los genotipos, las dividimos en tres réplicas
y las colocamos en placas Petri en una cabina de flujo laminar para provocar su
desecacion, realizando medidas de la pérdida de peso fresco a diferentes
tiempos. Como puede observarse en la Figura 14, el mutante abil-1 tiene una
pérdida de peso fresco abrupta con pérdidas cercanas al 80% de su peso fresco
a las tres horas de iniciarse la desecacién. Por el contrario, los controles Ler y
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Col-0 solo han perdido el 20% de su peso fresco original, al igual que ocurre con
las muestras procedentes del mutante ocp3. Asi pues, a pesar de las acusadas
diferencias observadas en respuesta a sequia entre el mutante ocp3 y las
plantas Col-0, no existen diferencias significativas en la respuesta a desecacion
entre dichas plantas. Esta diferencia en el comportamiento, alta resistencia a
sequia en plantas crecidas en macetas pero normal comportamiento a la
desecacion rapida por parte de las plantas ocp3, podria deberse a que los dos
tipos de estrés ensayados (sequia y desecaciéon) tienen un mecanismo de
sefializacion diferente y precisamente el mutante ocp3 revela dicha diferencia.

El mutante ocp3 no presenta alteraciones en la disposicion vy
numero de estomas

En resumen, los resultados descritos hasta el momento apuntan a que OCP3
estaria funcionando como un regulador negativo en etapas tempranas de los
procesos de adaptacion frente al estrés hidrico mediados por ABA. Segun los
resultados, la pérdida de funcion de OCP3 no estaria alterando los niveles de
inducciéon de genes clasicamente asociados con estos procesos sin tener
repercusion en la respuesta de las plantas frente al estrés por deshidratacién,
pero si en condiciones de sequia o la inhibicién del crecimiento en presencia de
ABA.

Ante la pregunta de qué mecanismos estarian detras de la extraordinaria
tolerancia a la sequia de ocp3, y dado que el nimero de estomas, su disposicion,
y también el grado de apertura/cierre de los mismos pueden jugar un papel
fundamental en la respuesta de las plantas frente al estrés hidrico, nos
planteamos la posibilidad de que el mutante pudiera mostrar alguna alteracion
a este nivel. Tras un andalisis con microscopia de barrido (Figura 15A), no se
observaron diferencias entre las plantas ocp3 y las plantas Col-0 ni en la
disposicion ni en la cantidad de estomas a lo largo de la lamina foliar. Tampoco
se encontraron diferencias significativas en el grado de apertura de los estomas
entre las plantas ocp3 y las plantas Col-0 cuando son crecidas en condiciones de
normal temperatura, iluminacién y riego, aunque ambos si se diferenciaban
drasticamente de lo observado para el mutante abil que muestra apertura
estomdatica permanente y que explica el comportamiento observado de las
plantas abil frente a deshidratacion.

Las plantas ocp3 son mas sensibles al cierre estomatico promovido
por ABA.

Aunque ocp3 muestra una mayor tolerancia a la sequia, parece no estar
afectado en la respuesta a deshidratacion. Los experimentos de deshidratacion
que determinan la pérdida de agua en las hojas, miden la capacida de las
plantas de resistir caidas en el potencial hidrico y pueden no ser los mejores
para investigar los mecanismos de tolerancia a la sequia (Levitt, 1972; Verslues
et al, 2006). De hecho, mientras que los mutantes deficientes en ABA,
presentan alteraciones en este fenotipo, no todos los mutantes afectados en la
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sensibilidad a ABA los presentan (Verslues et al, 2006). Estas indicaciones
encajan con la aparente contradiccion en los resultados presentados para el
mutante ocp3. La tasa de pérdida de agua durante la sequia es
mayoritariamente determinada por la apertura y cierre de los estomas. Existen
diferentes estimulos que modifican la velocidad asi como el grado de
apertura/cierre de los estomas y entre ellos cabria resaltar la sequia y la
privacion de luz. Ambas sefializaciones estan directamente relacionadas con un
aumento de los niveles end6genos de ABA, hormona que determina el cierre de
estomas bajo condiciones inductivas o de estrés. Con el fin de indagar en la
naturaleza del mecanismo que opera detrds de la resistencia a la sequia
mostrada por ocp3, decidimos comparar la velocidad de cierre de los estomas
entre plantas ocp3 y plantas Col-0 que acontece tras la aplicacién directa de
ABA en muestras epidérmicas (peelings) obtenidas de hojas de roseta. Como
puede verse en la Figura 15B, la presencia de ABA provoca un cierre acelerado
de los estomas en las plantas ocp3 que ya es observable de manera significativa
a los 30 minutos tras la aplicacién de ABA y en situaciones donde el control Col-
0 aun no ha iniciado el proceso de cierre de sus estomas. Sin embargo estas
diferencias desaparecen a las 2 horas posteriores a la aplicaciéon de ABA, tiempo
en el que los estomas de las plantas ocp3 y las plantas Col-0 estan
practicamente cerrados. Por tanto, se desprende de estos experimentos que el
mutante ocp3 es mas sensible a la hormona ABA y ello se traduce en una pronta
respuesta a esta hormona que se manifiesta con un cierre estomatico acelerado.
De la misma forma comparamos entre los dos genotipos el cierre de los
estomas inducido por diferentes concentraciones de ABA. Asi, al cabo de 2,5
horas, los estomas de las plantas ocp3 estan sensiblemente mas cerrados en
todas las concentraciones, no existiendo diferencias en el control sin ABA
(Figura 15C). El ABA, ademads de inducir cierre estomatico, tiene también un
efecto inhibitorio sobre la induccién de la apertura estomatica promovida por
la luz. Incubamos hojas de plantas Col-0 y ocp3 en oscuridad durante 2,5 horas
y a continuaciéon afiadimos diferentes concentraciones de ABA al medio y
encendimos las luces. Al cabo de 2,5 horas medimos la apertura estomatica. La
figura 15D demuestra como, de nuevo, los estomas de las plantas ocp3 estan
mas cerrados en todas las concentraciones utilizadas. Esto demuestra que las
plantas ocp3 sienten mas rapido y en concentraciones menores, el efecto
inhibitorio del ABA sobre la apertura estomatica inducida por la luz.

Asi pues, las plantas ocp3 presentan una mayor sensibilidad al ABA referido
tanto a la induccién del cierre estomatico, como al efecto inhibitorio que la
hormona tiene sobre la induccién de la apertura estomatica promovida por la
luz (Fig. 15, B, C y D). Esa mayor sensibilidad de las plantas ocp3 ante la
regulacién de la apertura/cierre estomdatico mediado por ABA podria explicar
el fenotipo de resistencia a la sequia, dado que implicaria una mayor rapidez en
la sefializacion del cierre de estomas ante una situacion de estrés hidrico, lo que
conduciria a una menor pérdida de agua de las plantas ocp3 o un mejor
aprovechamiento de esta. El arresto del crecimiento del mutante ocp3 en placas
de MS-Agar suplementadas con ABA concordaria con esto, ya que la induccion
continua de esta ruta podria estar reduciendo la transpiracién de las plantas y
por tanto la disponibilidad de fotoasimilados hasta practicamente detener su
crecimiento.
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Figura 15. Comparacion del nimero, disposicion y movimiento de los estomas en
plantas Col-0 y ocp3.

(A) Andlisis de superficie foliar por microscopia de barrido de hojas procedentes de plantas
Col-0, ocp3 y abil. El panel inferior es una magnificacién donde se muestran estomas
representativos para cada genotipo seleccionado y el que la apertura estomadtica
correspondiente a las muestras foliares de plantas abil es evidente. Las barras representan
100 micras (panel superior) o 10 micras (panel inferior). No se observan diferencias ni entre
el grado de apertura/cierre ni en el nimero de estomas entre las muestras Col-0 y ocp3. (B)
Medida del cierre estomdtico inducido por ABA (100puM) en plantas ocp3 y wt. Se
escindieron hojas de roseta de plantas de 6 semanas de edad de los genotipos ocp3 y Col-0 y
se incubaron en una solucion (Mes-KOH 10mM pH 6,15 y KCl 30mM) durante 2 horas para
inducir la apertura de los estomas. A continuacion se afiadi6 ABA 100 pM para inducir el
cierre de los estomas. Se midi6 la apertura del ostiolo a los diferentes tiempos indicados en
peelings epidérmicos de las hojas de los diferentes fondos genéticos. A los 30 minutos de la
aplicacién de ABA es evidente y estadisticamente significativo (segun un andlisis t-Student
p<0,001) un mayor cierre de los estomas en el mutante ocp3. (C) Efecto de la mutacién ocp3
en el cierre estomatico inducido por ABA. Se parti6 de hojas tratadas como en B y tras 2,5
horas se incubaron con luz en las concentraciones de ABA indicadas. Las medidas fueron
tomadas a las 2,5 horas. (D) Efecto de la mutaciéon ocp3 en la inhibicién por ABA de la
apertura estomadtica inducida por luz. Los estomas se cerraron incubando las muestras en
oscuridad durante 2,5 horas. A continuacién fueron incubados con luz en las diferentes
concentraciones de ABA tomando las medidas al cabo de 2,5 horas. Los datos representados
corresponden a las medias * error estindar de la media (n=90).
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La mutacion abil-1 suprime la susceptibilidad a ABA del mutante
ocp3 y su resistencia a sequia.

Para caracterizar el significado funcional de la interaccion OCP3-ABI1
introgresamos la mutacién ocp3 en un fondo mutante abil-1, generando asf el
doble mutante ocp3 abil-1 y analizamos la respuesta de estas plantas en
diferentes situaciones.

Por un lado estudiamos el crecimiento del doble mutante ocp3 abil-1 en placas
de MS suplementadas con 0,8 uM de ABA y comparamos el efecto que ejercia
sobre el crecimiento de plantulas de manera comparativa con los genotipos Col-
0, Ler, ocp3 y abil-1. Como se puede observar en la figura 16A el doble mutante
ocp3 abil-1 se comporta como abil-1, y por tanto muestra supresion de la
hipersensibilidad a ABA atribuible a la mutacién ocp3.

Por otro lado, analizando los niveles de los ARNm de los genes marcadores de
la ruta de ABA anteriormente utilizados se observé que las plantas portadoras
de la mutacién doble ocp3 abil-1 tienen mermada la induccidén de la expresion
de dichos genes marcadores en contraposicién con lo observado con las plantas
Col-0 u ocp3. El doble mutante ocp3 abil-1 se comporta igual que el mutante
abil-1, el cual tiene también mermada la activacién de la expresion de los genes
de referencia en respuesta a ABA (Figura 16B). Como puede verse tanto en el
caso de abil-1 como del doble mutante ocp3 abil-1, la induccién de la
expresion del gen RD29A queda muy mermada, mientras que en el caso de los
genes RD29B y RD22 la misma queda practicamente anulada. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos en anteriores trabajos donde la induccién de la
expresion de estos genes marcadores, se ve disminuida en el mutante abil-1
(Nordin et al., 1993; Shinozaki et al,, 2000; Umezawa et al., 2006). En estos
experimentos, como control interno para verificar que la aplicacion y dosis de
ABA utilizadas has sido efectivas, utilizamos el mutante abaZ2-1. El mutante
aba2-1 no sintetiza ABA (Leon-Kloosterziel et al., 1996) y por tanto cualquier
inducciéon de expresion de los genes dependientes de ABA utilizados
anteriormente es atribuible solamente al ABA exégeno aplicado y no a
cualquier otra perturbacién interna que pueda resultar de los diferentes fondos
genéticos o condiciones experimentales empleadas.

Por ultimo estudiamos si la mutaciéon abil-1 es capaz también de suprimir la
resistencia a sequia asociada a la mutaciéon ocp3. Para ello se analiz6 el
comportamiento de las plantas Col-0, Ler, ocp3, abil-1 y ocp3 abil-1 en
respuesta a sequia. En la figura 17 se muestran plantas representativas de cada
genotipo privadas de riego durante 7 dias. Como puede comprobarse en esta
figura, las plantas control (Col-0 y Ler) presentan sintomas de marchitamiento
y estrés caracteristicos de la privacidon de riego y que preceden al completo
colapso de las mismas si el periodo de estrés se alarga en el tiempo. El mutante
abil-1 muestra una susceptibilidad incrementada al estrés hidrico impuesto
(con una manifestacion mas temprana y acusada de la sintomatologia
caracteristica) denotando la importancia de esta hormona en este tipo de
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respuesta. Por el contrario, el mutante ocp3, como era de esperar, presenta un
comportamiento de resistencia evidente a dicho estrés. Sin embargo, el doble
mutante ocp3 abil-1 muestra un comportamiento similar al del simple mutante
abil-1 con un acusado marchitamiento que resulta ser, de nuevo, superior al
observado en las plantas Col-0 (Figural5). La pérdida de la resistencia a la
sequia demostrada por las plantas ocp3 abil-1 indica, por tanto, que para la
manifestacién del fenotipo de resistencia atribuible a ocp3 es absolutamente
imprescindible mantener intacta la ruta del ABA a través del regulador ABI1. De
ello se puede derivar, ademas, que en condiciones salvajes la proteina OCP3 y
ABI1 pueden estar interactuando para mediar un comportamiento tal y como el
observado en las plantas Col-0 de cara a la percepcién y respuesta a la sequia.

-ABA +ABA

Col-0

abil-1 abil-1

ocp3 abil-1 ocp3 abil-1

=

RD29A

RD29B

RD22

eEFla

Figura 16. La mutacion abi1-1 suprime la hipersensibilidad a ABA de ocp3 asi como la
induccion de la expresion de genes dependientes de ABA.

(A) Efecto del ABA en el desarrollo del doble mutante ocp3 abil-1. Se utilizaron como
controles los parentales ocp3 y abil-1 ademas de Col-0 y Ler. Las semillas fueron tratadas de
igual forma que la descrita para la figura 8.

(B) Comparativa de la induccion por ABA de la expresion por RT-PCR de genes marcadores
de estrés hidrico RD29A, RD29B y RD22 en plantas Col-0, ocp3, aba2-1, abil-1y ocp3 abil-1,
utilizando como control el gen eEF1a. Se procedié de igual manera que la descrita para la
figura 11. La induccién de la expresion de los genes marcadores se ve claramente disminuida
tanto en el mutante abil-1 como en el doble mutante ocp3 abil-1 si la comparamos con los
niveles obtenidos para ocp3 o Col-0.

Visto que la mutacién abil-1 suprimia la resistencia a sequia asociada a ocp3
quisimos comprobar si otras mutaciones en la ruta de sefializaciéon del ABA
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también tenian algun efecto. Para ello generamos los dobles mutantes ocp3
aba2-1, ocp3 abi5-3'y ocp3 abil-1R1 y ensayamos su respuesta a la sequia en
las condiciones descritas anteriormente. La mutacidon abaZ2-1 inactiva una de las
enzimas implicados en la sintesis de ABA, por lo que en estas plantas la
cantidad de hormona es practicamente nula. Por otro lado ABI5 es un factor de
transcripcién bZIP implicado en la sefializacién mediada por ABA, de manera
que el mutante de pérdida de funcidn abi5-3 es insensible a ABA. Por su parte el
mutante recesivo abil-1R1 es un supresor intragénico de abil-1, de tal manera
que estas plantas han perdido insensibilidad a ABA aunque tienen
comprometida la funcién de la proteina ABI1. La figura 17 resume los
resultados de estos ensayos de resistencia a sequia. En ella puede apreciarse
como ocp3 pierde su resistencia caracteristica en presencia de cada una de las
tres mutaciones. Este hecho queda patente si comparamos el grado de
marchitamiento de las plantas ocp3 aba2-1, ocp3 abi5-3 y ocp3 abil-1R1 donde
se observa claramente que se comportan de manera idéntica a sus parentales
aba2-1, abi5-3 y abil-1R1 respectivamente. El periodo de sequia para este
experimento se redujo para poder observar las diferencias entre genotipos mas
sensibles. Notese que el comportamiento del supresor abil-1R1 en respuesta a
sequia es comparable con el de las plantas control Col-0, y dista mucho del
comportamiento como hipersensible del genotipo abil-1. El hecho de que el
doble mutante ocp3 abil-1R1 pierda la resistencia hasta niveles Col-0 refuerza
por tanto la idea del requerimiento de una proteina ABI1 funcional para la
resistencia a sequia observada en el mutante ocp3. Por tanto puede
desprenderse de estos resultados que para la funcién como regulador de la
respuesta a sequia, OCP3 precisa de la existencia de una ruta intacta tanto de
sintesis como de correcta percepcion y sefalizacién de ABA.

ABI1 podria regular finamente el grado de apertura de los estomas
promoviendo el cierre o inhibiéndolo dependiendo de multiples interacciones
con componentes de la sefializacion mediada por ABA (Himmelbach et al,
2002; Mishra et al, 2006a; Yoshida et al, 2006). Se ha demostrado que en el
mutante abil-1, la proteina modificada pierde la capacidad de interacciéon con
uno de esos componentes bloqueando la induccién del cierre estomatico
aunque manteniendo intacta la inhibicién del cierre (Mishra et al, 2006a).
Nosotros proponemos que OCP3 estaria funcionando como regulador negativo
del cierre estomatico promovido por el ABA regulando de alguna manera la
funcion de ABI1, muy posiblemente a través de una interaccién directa.
Consistentemente con esto la mutacién abil-1 suprime la resistencia a sequia
inherente al mutante ocp3 de forma que el doble mutante ocp3 abil-1 es
incapaz de cerrar los estomas en respuesta a un incremento de ABA ya que
permanece activa la sefializaciéon de inhibicién del cierre estomatico y esta
bloqueada la promocién del cierre.
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Figura 17. La resistencia asociada a la mutacion ocp3 requiere de una sintesis y
percepcion de ABA intactas.

Ensayo de resistencia a sequia de plantas Col-0, Ler, ocp3, abil-1, abi5-1, aba2-1, abil-1R1y
los respectivos dobles mutantes. Plantas de 5 semanas de edad se dejaron de regar durante
7 dias. Los dobles mutantes ocp3 abil-1, ocp3 abi5-1 y ocp3 aba2-1 muestran un
comportamiento hipersensible similar al observado en los simples mutantes abil-1, abi5-1
y aba2-1, que contrasta claramente con la resistencia exhibida por las plantas ocp3. En el
caso del doble mutante ocp3 abil-1R1 las plantas tienen un comportamiento similar al
salvaje, como el simple mutante abi1-1R1. El periodo de sequia al que se sometieron las
plantas fue menor de lo descrito para otros experimentos debido a que se pretendian
observar diferencias entre los fenotipos hipersensible y salvaje.

La resistencia a sequia asociada a ocp3 es independiente de JA y
dependiente de ABA, mientras que la resistencia a patdégenos
necrotrofos es independiente de ABA y dependiente de JA.

Como ya se ha mencionado, ocp3 exhibe una incontestable resistencia frente a
patoégenos de tipo necrotrofo como son B. cinerea o P. cucumerina. Esa
resistencia requiere de una proteina COI1 funcional (Coego et al., 2005b). COI1
es una proteina F-box con actividad ubiquitin-ligasa implicada en la ruta de
degradacién mediada por el proteasoma 26S y requerida para la mayoria de los
procesos regulados por la hormona JA incluidos la inhibicién del crecimiento de
la raiz, la esterilidad masculina o la expresién de genes de defensa (Xie et al,
1998). Consistentemente, la resistencia frente a patoégenos necrotrofos
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conferida por la mutacion ocp3 se ve suprimida en el doble mutante ocp3 coil-1
(Coego et al, 2005b).

* % ®

Col-0 ocp3 Ler
coil-1 ocp3 coil-1

abil-1 ocp3 abil-1

Figura 18. La resistencia a sequia asociada a ocp3 es dependiente de ABI1 e
independiente de COI1.

Ensayo de resistencia a la sequia de plantas ocp3, abil-1, coil-1 y los dobles mutantes ocp3
abil-1y ocp3 coil-1. Como controles se emplearon Col-0 y Ler como fondos genéticos de los
respectivos mutantes. Plantas de 5 semanas de edad se dejaron de regar durante 9 dias.
Mientras que el doble mutante ocp3 abil-1 ha perdido el fenotipo de resistencia asociado a
ocp3, el doble mutante ocp3 coil-1 lo mantiene intacto.

Se ha propuesto la existencia de componentes comunes a las rutas de cierre
estomatico inducido tanto por ABA como por JA, como son por ejemplo las ROS,
el NO o la alcanizacidn del citosol (Bright et al., 2006; Desikan et al, 2002; Neill
et al, 2002; Suhita et al, 2004). Ademas, el JA induce cierre estomatico de
manera similar al ABA, promoviendo la generacién de ROS y NO en las células
guarda de los estomas y activando canales de Ca%* en sus membranas
plasmaticas (Gehring et al., 1997; Suhita et al, 2003; Suhita et al, 2004). Asi, el
mutante coil es incapaz de cerrar los estomas en respuesta a la aplicaciéon
exdgena de JA, pero si lo hace inducido por la accién del ABA. De manera que se
ha sugerido que probablemente la induccion del cierre estomatico promovida
por el JA se da a través de un receptor o receptores diferentes a los del ABA
(Munemasa et al., 2007). Estos componentes comunes a ambas rutas han sido
relacionados ademads con la sefializaciéon defensiva mediada por JA (Huang et
al., 2004; Orozco-Cardenas & Ryan, 2002).
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Figura 19. La resistencia a B. cinerea asociada a la mutacién ocp3 es dependiente de
COI1 pero independiente de ABI1.

Ensayo de resistencia frente a B. cinerea de plantas Col-0, ocp3, Ler, abil-1, coil-1,
ocp3abil-1y ocp3 coil-1. (A) Fotografias representativas de la lesién desarrollada por el
hongo a las 72 horas de la infeccién en los diferentes genotipos. (B) Medida del didmetro de
la necrosis producida por B.cinerea en los diferentes genotipos. En la grafica se representa
la media de las medidas. Las barras de error representan el error estandar de la media.

Por todo ello decidimos estudiar las mas que posibles conexiones entre ambas
rutas en los fenotipos de resistencia a patégenos necrotrofos y sequia
caracterizados en el mutante ocp3. Asi pues ensayamos la resistencia a sequia
del doble mutante ocp3 coil y la resistencia a necrotrofos de ocp3 abil. Como se
demuestra en la figura 18, la mutacién coil no es capaz de suprimir la
resistencia a sequia asociada a la mutacion ocp3. Como estaba descrito en otros
trabajos anteriormente comentados, el mutante coil no tiene alterada la
sefializacién mediada por ABA y por tanto sus niveles de resistencia a sequia
son comparables a los de las plantas Col-0. Esto indica que OCP3 no precisa de
una correcta sefializacién dependiente de COI1 y mediada por JA para su
funcién reguladora de la resistencia a sequia mediada por ABA y dependiente
de ABI1 como se demostré anteriormente. Por otro lado, el doble mutante ocp3
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abil se comporta en términos de resistencia a B. cinerea de forma similar a
ocp3 como puede apreciarse en la figura 19. En ella, es evidente que la
resistencia caracteristica que acompafia a la mutaciéon ocp3 queda intacta en el
doble mutante ocp3 abil-1, mientras que el diametro de la lesion producida por
el hongo en las plantas ocp3 coil alcanza niveles muy superiores al de las
plantas ocp3, Col-0, 0 abil-1 comportandose de manera comparable a coil. Esto
indica que la resistencia a patégenos necrotrofos a través de OCP3 no requiere
de la sefializacién mediada por ABA ni probablemente de la interaccién con
ABI1, sino que la totalidad del fenotipo de resistencia es dependiente de COI1,
un regulador central de la ruta del JA.

Estos resultados indican que las plantas responden al estrés de tipos tan
diferentes como la sequia o las infecciones por hongos necrotrofos a través de
sefalizaciones paralelas que confluyen en la regulacién de la funcién de OCP3.
Es por esto que, provocando la pérdida de funcién de este gen, como en el
mutante ocp3, conferimos resistencia frente a estos dos tipos de estrés, aunque
de manera dependiente de la presencia de copias funcionales de COI1 para la
resistencia a necrotrofos, y ABI1 para la resistencia a sequfa. Un modelo que
podria explicar los resultados obtenidos podria ser el representado en la figura
20. La pérdida de funcién de OCP3 provoca un incremento en la resistencia
frente a estrés de naturaleza tanto abidtica —sequia-, como bidtica -infeccién
por hongos necrotrofos-, controlados por los reguladores hormonales ABA y JA
respectivamente. Las rutas de sefalizacién reguladas por estas hormonas
utilizan componentes centrales a través de los que se transduce la sefial (ABI1y
COI1), y la pérdida de funcién de estos componentes se traduce en un bloqueo
absoluto de la percepcién de estos tipos de estrés con el consiguiente
incremento en los dafios producidos en la planta. Asi pues, OCP3 serviria como
un modulador comin de las funciones tanto de ABI1 como de COI1,
controlando en ultima instancia las respuestas finales desencadenadas en la
planta. Aparentemente la respuesta frente a estos tipos de estrés podria
parecer inconexa. Sin embargo son muchas las evidencias de la existencia de
conexiones. Ademdas de las ya comentadas conexiones entre las rutas de
sefializacién mediadas por las dos hormonas, han sido constantes las
observaciones en campo de la relacion entre los dos tipos de estrés. Asi, se ha
venido describiendo desde hace mucho tiempo la circunstancia de que plantas
sometidas a un estrés hidrico resisten mejor las infecciones causadas por
patégenos (Conrath et al,, 2002). A pesar de esto, los componentes que sirven
de nexo regulador de estas relaciones se desconocen. En el presente trabajo, se
ha descrito como la disrupcién de un tnico gen, el factor de transcripcién OCP3,
provoca un aumento en la resistencia frente a sequia y a infecciones por hongos
necrotrofos. Ademas se ha demostrado una dependencia de la sefializacion
mediada por ABA y su regulador ABI1 para el caso del fenotipo de resistencia a
sequia asi como una dependencia de la sefializacion mediada por JA y su
regulador COI1 para el caso de la resistencia a infecciones por hongos
necrotrofos. Por todo ello creemos acertado proponer a OCP3 como ese nexo
regulador, abriendo un amplio abanico de posibilidades para su manipulacién
biotecnolégica con el fin de mejorar la adaptacién de cultivos a tipos de estrés
tan limitantes para la produccion.
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Figura 20. Un modelo de regulacion comiin de la respuesta defensiva frente a hongos
necrotrofos y a sequia a través de OCP3.

Las respuestas adaptativas de las plantas frente a la infeccion por hongos necrotrofos y
sequia estan reguladas por las fitohormonas JA y ABA respectivamente. OCP3 actiia como
regulador negativo de ambos procesos. La funcién de COI1, un regulador positivo de la
sefalizacion mediada por JA, es reprimida por OCP3. En respuesta a la infeccién se produce
un aumento de la biosintesis de JA que reprime a OCP3 impidiendo su funcién como
regulador negativo, activando asi la resistencia. OCP3 y ABI1 interaccionan fisicamente
para regular negativamente la sefializacién mediada por ABA manteniendo los estomas
abiertos. En periodos de sequia, la concentracién endégena de ABA aumenta, los niveles de
0OCP3 disminuyen y ABI1 deja de reprimir la respuesta, los estomas se cierran y la planta es
capaz de resistir mejor el estrés hidrico evitando la pérdida de agua. La propia respuesta
activa un mecanismo de retroalimentacién que activa de nuevo la regulacién negativa por
parte de ABI1, volviéndose a la situacion de partida.
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Discusion general del capitulo

La sequia y las infecciones flingicas son dos de los factores mas limitantes en la
productividad de los cultivos. Las respuestas de las plantas frente a estos dos
tipos de estrés estan mediadas por las fitohormonas ABA y JA respectivamente.
En este capitulo, se ha caracterizado funcionalmente al factor de transcripcién
OCP3 implicandolo en la regulacién de ambos procesos. El mutante de pérdida
de funcién ocp3, presenta una mayor tolerancia frente a periodos prolongados
de sequia asf como frente a infecciones por hongos necrotrofos. Segiin indican
los resultados expuestos, OCP3 juega un importante papel funcionando como
regulador negativo en estas respuestas adaptativas. Al parecer OCP3 estaria
modulando aspectos especificos de las sefalizaciones controladas por ABA y JA
a través de ABI1 y COI1, componentes centrales que transducen la sefial en
cada una de estas dos rutas.

EL ABA regula la respuesta al déficit hidrico modulando, entre otros, los
procesos de apertura y cierre estomatico (Schroeder et al, 2001a). Por otro
lado, se ha demostrado que el JA, una hormona implicada en el control de
diversas respuestas defensivas frente a infecciones patogénicas, también
induce el cierre de los estomas (Munemasa et al, 2007; Suhita et al, 2003).
Ademas son muchas las evidencias que implican al ABA en la respuesta frente a
patégenos. Estas observaciones indicarian que los procesos mediados por ABA
y JA podrian estar interrelacionados utilizando componentes comunes a ambas
sefializaciones para regular la resistencia a sequia y a patégenos (Anderson et
al, 2004; Fujita et al, 2006; Mauch-Mani & Mauch, 2005). Pese a esto, son
escasos los datos disponibles acerca de las interrelaciones existentes entre
estas dos presiones medioambientales.

OCP3 es un miembro de la familia Homeobox de factores de transcripcion. En
Arabidopsis, OCP3 funciona como un regulador negativo de la respuesta
defensiva ante infecciones por hongos necrotrofos como P. cucumerina o B.
cinerea (Coego et al, 2005b). Asi, las plantas ocp3 muestran una mayor
resistencia frente e este tipo de patégenos, manteniendo intacta la respuesta
frente a biotrofos como Pst DC3000 o H. arabidopsidis. Evidencias genéticas
indican que la funcién de OCP3 como regulador de la respuesta frente a
necrotrofos requiere COI1, una proteina F-Box que forma parte de un complejo
de ubiquitinacién implicado en la degradacién de proteinas via proteosoma
26S, actuando como un integrador central de las respuestas mediadas por la
fitohormona JA (Xie et al, 1998; Xu et al., 2002).

A partir de un escrutinio de doble hibrido en levadura se identificé a la
fosfatasa 2C ABI1, un regulador central de las respuestas mediadas por ABA,
como una proteina interactora de OCP3 (Allen et al, 1999; Leung et al, 1997;
Merlot et al,, 2001). Ademas se identificaron otras tres proteinas interactoras,
denominadas FAC1, FAC2 y FAC3, cuya expresion es inducida rapidamente por
ABA y sequia. En este capitulo también hemos descrito algunos resultados que
demuestran que OCP3 juega también un papel crucial en la ruta de sefializaciéon
controlada por ABA que determina la respuesta a sequia. Parte de esta
respuesta incluye una fina regulaciéon del grado de apertura/cierre de los
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estomas a través de ABI1, que interaccionaria con distintos componentes de la
ruta de sefalizacion del ABA ya sea para promover el cierre o inhibir la
apertura en respuesta a un déficit hidrico (Himmelbach et al,, 2002; Mishra et
al, 2006a; Yoshida et al, 2006). El mutante ocp3, ademas de ser hipersensible
al efecto inhibitorio del ABA en el crecimiento vegetativo, es mas eficiente en el
cierre estomatico promovido por esta hormona, hecho que explicaria su mayor
resistencia a sequia. La mutacion dominante abil-1 es capaz, ademads, de
suprimir estos efectos, por lo que proponemos que ABI1 es necesario para la
funcién de OCP3 como regulador negativo de la resistencia a sequia mediada
por ABA. Este requerimiento de ABI1 se ha comprobado ademas mediante el
analisis del efecto de la mutacién de reduccion de funcién de ABI1 abil-1R1.
Asi, el doble mutante ocp3 abil-1R1 pierde la resistencia a sequia asociada a la
mutacion ocp3. Siguiendo el mismo razonamiento se ha demostrado que tanto
la sintesis de ABA como la correcta transduccién de sefial, son necesarias para
dicho fenotipo, como demuestra la supresion de la resistencia a sequia
conferida por la pérdida de funcién de OCP3 en los dobles mutantes ocp3 aba2-
1y ocp3 abi5-1.

Asi pues, para funcionar como un represor de la respuesta a sequia, OCP3
requiere de la participacién de la fosfatasa 2C ABI1 y presumiblemente de la
interaccidn fisica entre las dos proteinas. Los datos genéticos aportados sitdan
a ABI1 aguas abajo de OCP3, al contrario de lo que pareceria mas intuitivo. No
esta totalmente dilucidado cémo la interaccion OCP3-ABI1 contribuye a la
represion de la sefializacion mediada por ABA, y en ultima instancia al
establecimiento de una respuesta eficaz frente a un déficit hidrico. Sin embargo,
a raiz de los resultados se propone un modelo en el que OCP3 no sélo estaria
funcionando como un represor transcripcional, sino como un vehiculo para
aproximar la funcién enzimatica de ABI1 a otros factores de trascripcién que
estarian regulando la expresion de genes de respuesta a ABA. Una vez alli, ABI1
podria modular el estado de fosforilacién/ desfosforilacion de estos factores de
transcripcidn controlando la expresion de dichos genes. Un posible candidato a
ser regulado de esta forma podria ser ATHB6, un factor de transcripcién cuya
activacién es modulada a través de desfosforilacién por ABI1 (Himmelbach et
al, 2002). Esta propuesta asume que ABI1 podria estar funcionando como un
regulador transcripcional que indirectamente modularia la expresion génica a
través de la desfosforilacion de proteinas de uniéon a ADN. Esto podria tener
algin paralelismo con el modo de funcionamiento de DBP1, otra fosfatasa
también de tipo 2C, localizada predominantemente en el ntcleo, y que se une
especificamente a ciertos promotores de genes de respuesta a patdgenos
regulando su expresién, no sélo directamente actuando como un factor de
transcripcién propiamente dicho, sino también indirectamente defosforilando a
otros factores de transcripcion (Carrasco et al, 2005; Carrasco et al, 2003;
Carrasco et al., 2006).

Asi pues, OCP3 estaria funcionando como un facilitador de la funciéon de ABI1,
interaccionando con él y acercandolo a los promotores de genes de respuesta a
ABA para que defosforile a otros factores de transcripcién modulando asi la
respuesta de la planta a sequia.
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En resumen, los datos presentados indican que las plantas responden a la
infeccién por patdégenos necrotrofos y a la sequia a través de sefializaciones
paralelas en las que OCP3 desempena un papel regulador. El mutante ocp3
muestra una mayor resistencia frente ambos tipos de estrés. Las sefializaciones
reguladas por ABA y JA y mediadas por la fosfatasa 2C ABI1 y la proteina F-Box
COI1 respectivamente, parecen ser independientes pero comuinmente
moduladas por OCP3. Este modo de regulaciéon genética proporcionaria
flexibilidad a la hora de regular finamente las respuestas de la planta frente a
diferentes tipos de estrés ambiental. Ademas, este mecanismo podria estar
detras de por qué ciertos estimulos son capaces de predisponer a la planta para
responder con mayor eficacia ante otros insultos aparentemente no
relacionados.
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1- La mutacién ocp3 revierte la susceptibilidad a Pst DC3000 en mutantes
de la ruta de sefalizacion mediada por SA tales como edsl, pad4 o
NahG. Esa supresion es dependiente de NPR1 pero independiente de la
expresion de PR-1, PR-2 y PR-5.

2- Tanto la induccién de resistencia frente a Pst DC3000 mediada por JA
como el establecimiento de la Resistencia Sistémica Inducida (ISR)
frente a Pst DC3000 e H. arabidopsidis estan alterados en el mutante
ocp3.

3- OCP3 podria, por tanto, estar involucrado en el didlogo entre las
sefializaciones mediadas por SA y JA en el establecimiento de
respuestas defensivas inducibles frente a diferentes tipos de
patogenos.

4- OCP3 interacciona fisicamente en levadura con la fosfatasa 2C ABI1 y
con FAC1, FAC2 Y FAC3, tres proteinas cuya acumulacién es inducida
por ABA y sequia. Dichas interacciones estdn mediadas de manera
precisa a través del dominio acidico presente en el extremo N-terminal
de la proteina OCP3.

5- Las plantas ocp3 tienen una mayor tolerancia a sequia ademas de ser
hipersensibles al efecto inhibitorio del ABA sobre el crecimiento
vegetativo.

6- Las plantas ocp3 no tienen alterada ni la expresién de genes
marcadores de la ruta de ABA (RD29A, RD29B y RD22), ni la respuesta
a desecacidn, ni el nimero o disposicion de estomas a lo largo de la
lamina foliar.

7- Las plantas ocp3 son mas sensibles tanto al cierre estomatico inducido
por ABA como al efecto inhibitorio que esta hormona tiene sobre la
apertura estomatica inducida por la luz, lo que, en ultima instancia,
explicaria el fenotipo de resistencia a sequia.

8- La mutaciéon dominante abil-1 suprime todos los aspectos asociados a
la mutacion ocp3 relacionados con el ABA tales como la
hipersensibilidad al efecto inhibitorio del crecimiento vegetativo, la
induccién de genes marcadores o la mayor resistencia a sequia. Sin
embargo no es capaz de suprimir la resistencia a B. cinerea tipica de las
plantas ocp3.

9- La pérdida de funcion del gen COI1, un regulador central de la

respuesta a JA, no es capaz de suprimir la resistencia a sequia de ocp3,

pero si su resistencia a B. cinerea.

Por tanto, la resistencia a sequia asociada a la mutaciéon ocp3 es

dependiente de una correcta sintesis y percepcién de ABA, pero

independiente de JA, mientras que, por el contrario, la resistencia a

hongos necrotrofos es dependiente de la sefalizacién mediada por

COI1 pero independiente de ABI1.
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Material vegetal utilizado y crecimiento de las plantas.

Las plantas se crecieron en sustrato compactado Jiffy-7 (Clause-Tezier Iberica,
Valencia, Espafia) a 232C con un fotoperiodo de 10 horas de luz y 14 de
oscuridad. Para el cultivo in vitro se esterilizaron las semillas afiadiendo etanol
70% durante 2 minutos y lejla comercial al 30% durante 7 minutos.
Posteriormente se realizaron 5-7 lavados con agua estéril y se estratificaron a
42C durante 4 dias. El medio de cultivo empleado fue Murashige & Skoog (MS)
(Sigma) suplementado con sacarosa (10g/L) y Agargel a raz6n de 6g/L (Sigma)
en los casos indicados. Las plantas se crecieron durante los periodos de tiempo
indicados a 222C, un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad, con una
intensidad luminica de 150-200 pEm-2 sec-1.

Se emplearon los mutantes en fondo genético del ecotipo Columbia-0 (Col-0) de
A. thaliana (L.) Heynh. : ocp3, npr1-1, pad4-1, aba2-1, los mutantes abil-1, abi5-
1, abil-1R1 en fondo genético del ecotipo Lansberg erecta (Ler) y el mutante
eds1-1 en fondo genético del ecotipo Wassilewskija (Ws-0). También se utiliz6
la linea transgénica NahG en el fondo genético Col-0.

Para el genotipado de los diferentes mutantes y dobles mutantes se emplearon
cebadores especificos detallados a continuacién:

MUTACION | CEBADOR | SECUENCIA

abil-1 directo 5’-GATATCTCCGCCGGAGAT-3’
reverso 5’-CCATTCCACTGAATCACTTT-3"

aba2-1 directo 5’-GGATACGTGTGAACTGTGTTTCG-3"
reverso 5’-GATAGACATGATAAATTGGCGG-3’

abil-1R1 directo 5’-GCTAAGGAGAAACCGATGCTC-3"
reverso 5’-TCACTCGCCAAAATCAGACA-3’

ocp3 directo 5’-GCTTAAAAGACTGGCTTATGCATTG-3’
reverso 5’-GCTTTGGAGGCGGGTCACGAAG-3’

npri-1 directo 5-ATGTCTTCGAATGTACATAAGG3’
reverso 5’-GAAGGTAGAACCGCACTCATG3’

pad4-1 directo 5’-GCGATGCATCAGAAGAG-3’
reverso 5’-GCGATGCATCAGAAGAG-3’

coil-1 directo 5-GGTTCTCTTTAGTCTTTAC-3"
reverso 5’-CAGACAACTATTTCGTTACC-3’

NahG directo 5’-ACTGGAACTCTGCCGCTA-3"
reverso 5-TGAGTTACTAGGGCGTCG-3’

Ensayos de deshidratacion y aplicacion de ABA exdgeno.

Las plantas fueron crecidas durante 2-3 semanas en medio MS-Agar
suplementado con 10g/L de sacarosa. Para los experimentos de deshidratacién,
las plantulas fueron depositadas en placas Petri cerradas, recolectando las
muestras vegetales a los tiempos indicados y congelandolas inmediatamente.
Como tiempo 0 se utilizaron plantas recolectadas directamente de las placas de
MS-Agar. En el caso de los experimentos de aplicaciones exdgenas de ABA, las
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plantas fueron transferidas a 50 mL de medio MS liquido en agitaciéon
suplementado con 10 g/L de sacarosa y en los casos indicados con ABA (Sigma)
a las concentraciones indicadas. Al cabo de los diferentes tiempos, se tomaron
4-5 plantas por genotipo (150mg aproximadamente) eliminando los restos de
medio y se congelaron en nitrégeno liquido.

Ensayos de desecacion.

Para estos ensayos, se utilizaron plantas de 5-6 semanas de edad crecidas en
condiciones de dia corto. Se cortaron 5-6 hojas de roseta de 3 plantas por
genotipo y se colocaron en placas Petri. Se colocaron las placas en una cabina
de flujo laminar y se hicieron pesadas secuenciales a los 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40,
50, 60, 75, 90, 120, 150 y 180 minutos. Para cada genotipo se generaron tres
réplicas independientes de plantas diferentes. Se represent6 la media de los
porcentajes de pérdida de peso de las tres réplicas junto con sus desviaciones
estandar, tomando como 100% el peso inicial. Se repiti6 el ensayo tres veces
con resultados comparables.

Cultivo de E. coli

En la propagacidn y purificacion de plasmidos se utiliz6 la cepa E. coli DH5a. Se
crecid E. coli en medio liquido Luria-Bertani (LB) en presencia del antibidtico
adecuado (cloranfenicol 25 mg/L, ampicilina 100 mg/L, o kanamicina 50 mg/L)
a 37 °C durante una noche con agitacién (200 rpm).

Purificacion de plasmidos

Para la extraccion de ADN plasmidicos de E. coli se realizaron
minipreparaciones utilizando el High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche),
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Purificacion de fragmentos de ADN

Las muestras de ADN se resolvieron electroforéticamente en geles de agarosa a
las concentraciones apropiadas (1-3% p/v) tefiidos con bromuro de etidio
(Sambrook & Russell, 2001) para su posterior purificacion. En cada caso, la
banda del tamafio esperado se recorté y el ADN se purifico utilizando el Rapid
Gel Extraction System (Marligen), de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Las ligaciones se realizaron utilizando T4-Ligasa (New England Biolabs)
siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Extraccion de plasmidos de levadura

Para la extraccién de ADN plasmidico a partir de colonias de levadura se utiliz6
el Y-DER™ Yeast DNA Extraction Reagent Kit (Pierce).
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Extraccion de ADN

El ADN de hojas de plantas se extrajo utilizando el método descrito por
(Edwards et al.,, 1991). Se trituraron y congelaron hojas de roseta de plantas de
5 semanas de edad. Para la obtencién de ADN gendmico total se realizé una
extraccion con el tampoén EDM (Tris-HCI 200 mM pH 7,5 / NaCl 250 mM / acido
etilendiamino tetraacético (EDTA) 25 mM / dodecilsulfato de sodio (SDS) 0,5 %
(p/v)) en presencia de fenol: cloroformo: isoamilico (25:24:1) y posteriormente
se precipité con isopropanol y se lavé con etanol. EI ADN obtenido a partir de
cada hoja de A. thaliana se resuspendi6 en 100 uL de Tris-HCl 10 mM pH 8.

Amplificacion por PCR

Las PCR se realizaron utilizando ADN de A. thaliana o levadura con los
diferentes cebadores indicados. Las reacciones se realizaron en un volumen
final de 20 uL conteniendo 0,4 U de la polimerasa Pfu (Fermentas), tamp6n de
reaccion 1x (Tris-HCL 75 mM pH 9 / KCL 5 mM / (NH4)>S04 20 mM / MgCl, 2
mM / BSA 0,0001 % (p/v)), dNTPs 200 pM (Fermentas), oligonucleé6tidos a
concentraciones de 0,24 uM, y 1 uL de ADN (~100 ng). Los programas de
amplificacién estdndar constaron de 40-50 ciclos, cada uno con 30 s a 95 2C
(desnaturalizacion), 30 s a 55 2C (hibridaciéon), y 2 min/kpb a 72 2C (extension).
Las temperaturas de hibridacién utilizadas se modificaron segtin el juego de
cebadores utilizado. Se utilizé una maquina Programmable Thermal Controller
PTC-100 (M] Research Inc).

Analisis de la expresion génica por RT-PCR

Para la determinacién de las cantidades relativas de algunos ARNm de interés
se utilizo6 la técnica de RT-PCR semicuantitativa. Para las extracciones de ARN
se parti6é de aproximadamente 150 mg de tejido utilizando Trizol (Invitrogen)
siguiendo el protocolo de la compaiifa. El ARN total fue resuspendido en 50 pL
de agua libre de ARNsa. La concentraciéon y pureza del ARN se determiné
midiendo las absorbancias 260/280 y 260/230 en un espectrofotometro
(Eppendorf Biophotometer, Eppendorf). La relacién utilizada fue Az = 1 =
40pg/uL.

El ARN (5 pg) fue retrotranscrito usando el kit Revertaid H Minus First Strand
cDNA Synthesis Kit (Fermentas) con los cebadores Random Hexamer Primers
suministrados en el kit. A partir del ADNc obtenido se realizaron las diferentes
PCRs con cebadores especificos para cada gen en un termociclador PTC-100
Peltier Thermal Cycler. Los productos de las RT-PCR fueron separados en un
gel de agarosa al 3% en TAE 1X. Los cebadores utilizados para el caso de
muestras derivadas de Arabidopsis se muestran en la siguiente tabla:
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GEN CEBADOR SECUENCIA NeCICLOS | Tm
RD29A directo 5’-TGCACCAGGCGTAACAGGTAA-3’ 19 58
AT5G52310 reverso 5-TTGTCCGATGTAAACGTCGTCC-3’
RD29B directo 5’-GCGCACCAGTGTATGAATCCTC-3’ 23 58
AT5G52300 reverso 5-TGTGGTCAGAAGACACGACAGG-3’
RD22 directo 5-AGGTGGCTAAGAAGAACGCACC-3’ 22 58
AT5G25610 reverso 5-TGGCAGTAGAACACCGCGAAT-3’
PR-1 directo 5-ATGAATTTTACTGGCTATTC-3’ 22 55
AT2G14610 reverso 5’-AACCCACATGTTCACGGCGGA-3’
PR-2 directo 5-GCTTCCTTCTTCAACCCCACA-3’ 24 57
AT3G57260 reverso 5’-CTGAACCTTCCTTGAGACGGA-3”
PR-5 directo 5’-CTCTTCCTCGTGTTCATCACA-3’ 26 57
AT1G75040 reverso 5’-CATCTACGAGGCTCACATCGT-3’
PDF1.2 directo 5-ATGGCTAAGTTTGCTTCCAT-3’ 35 65
AT5G4442 reverso 5-ACATGGGACGTAACAGATAC-3’
VSP1 directo 5’-CTCAAGCCAAACGGATCGAA-3’ 23 58
AT5G24780 reverso 5’-GGAGCTTAAAAACCCTTCCAGG-3’
Lox2 directo 5’-TGCACGCCAAAGTCTTGTCA-3" 21 58
AT3G45140 reverso 5’-TCAGCCAACCCCCTTTTGA-3’
eEFla directo 5’-GCACAGTCATTGATGCCCCA-3’ 18 58
AT5G60390 reverso 5’-CCTCAAGAAGAGTTGGTCCCT-3"

RT-PCR cuantitativa en tiempo real

Las muestras fueron analizadas por triplicado y las reacciones de PCR en
tiempo real se realizaron usando Sybr Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems) en un detector de secuencias ABI PRISM 7000. Los cebadores
directo y reverso fueron disefiados usando el paquete informatico Primer
express software. Las Ct que proporciona el software del equipo se usaron para
el andlisis de la expresion utilizando el programa Excel 5.0 calculando los
valores 2"(40-C y normalizadndolos respecto al gen de referencia ACT8
(AT1G49240) o APT (AT1G27450). Las secuencias de los cebadores utilizados

son:
GEN CEBADOR SECUENCIA
OCP3 directo 5-AAGCTGGGCGTCGTAAAACTAGTA-3’
AT5G11270 | reverso 5-TGGCGGTTTTTCATCTGGTAGTGT-3’
ABI1 directo 5’-GTCGAGATCCATTGGCGATAGA-3’
AT4G26080 | reverso 5’-TGCCATCTCACACGCTTCTTC-3"
ACT8 directo 5-AGTGGTCGTACAACCGGTATTGT-3"
AT1G49240 | reverso 5’-GAGGATAGCATGTGGAAGTGAGAA-3’
APT directo 5’-CCTTTCCCTTAAGCTCTG-3’
AT1G27450 | reverso 5’-TCCCAGAATCGCTAAGATTGCC-3’

Rastreo por doble hibrido en levadura

En el rastreo por doble hibrido se utilizé la cepa de Saccharomyces cerevisiae
PJ69-4. Se crecid S. cerevisiae bien en medio liquido Yeast Extract-Peptone-
Dextrose (YPAD) a 28 °C durante un dia con agitacion (180 rpm), o bien en
placas con medio sélido YPAD a 28 °C durante dos dias suplementadas, en
ambos casos, con los aminoacidos indicados.
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Para la busqueda de interactores de OCP3, se realizé un rastreo por doble
hibrido en levadura, utilizando una libreria de ADNc de A.thaliana en el vector
pACTII (Clontech) transformada en la cepa de levadura PJ69-4a , expresando
asi las proteinas como fusiones al dominio activador de GAL4 (GAL4AD). Como
cebo se utilizé el ADNc de OCP3 expresado en la levadura P]69-4A como fusion
al dominio de unién a GAL4 (GAL4BD) en el vector pAS2-1 (Clontech)
empleando el método descrito por Soellick y Uhrig para determinar las
interacciones. La seleccion se realizé mediante ensayos de crecimiento de las
levaduras en medio SC selectivo sin histidina (que indica interaccién entre la
proteina cebo y la proteina interactora de la libreria) y sin leucina, lisina ni
triptéfano (para seleccionar los plasmidos pAS2.1, pACTIl y la cepa de levadura
PJ69-4) ademas de diferentes concentraciones de 3-amino-triazol (3AT). Para
reconfirmar los clones positivos se extrajeron los plasmidos de las levaduras, se
transform6 E.coli, se secuenciaron utilizando cebadores especificos para el
pACTII (5"-CTATTCGATGATGAAGATACCCCAC-3’ y 5'-
ACTTGCGGGGTTTTTCAGTATCTAC-3") y posteriormente se retransformé la
levadura y se comprobé de nuevo la interaccion.

La construccién empleada en el rastreo por doble hibrido en levadura se generé
clonando el ADNc de OCP3 en el vector pAS2.1 (Clontech) amplificado con los
cebadores OCP3-1: GAATTCATGATAAAAGCCATG; y OCP3-2:
GTTAACATTAGATCACCCGGGAGC; que generan sitios de corte EcoRl y Smal
respectivamente.

Las versions truncadas de OCP3 fusionadas al dominio de unién al ADN de
GAL4 (fusiones BD) se generaron amplificando por PCR la region codificante de
OCP3 con cebadores que incorporaban sitios de restriccion para las
endonucleasas EcoRI en el extremo 5" y Sall en el extremo 3°. Los productos de
PCR fueron ligados, teniendo en cuenta la pauta de lectura, entre los sitios
EcoRly Sall del sitio multiple de clonaje del vector pAS2.1.

C1 | 5-AGAATTCATGATAAAAGCCATGGC-3" 5"-TGAGTCGACCATCACTGTTGCAT-3"
C2 | 5-GAAGAATTCGAAAGACCGACTAAGC-3’ 5’-CGTCGACATTAGATCAAACCGG-3’
C3 | 5-AGAATTCATGATAAAAGCCATGGC-3" 5"-AGCGTCGACGGTCATTCATCTTC-3"
C4 | 5-TGATGGAATTCAGATGGTCTGCT-3" 5’-CGTCGACATTAGATCAAACCGG-3’
C5 | 5-CCGAAGGAATTCAAAAAGAAAAGTTT-3" | 5-CGTCGACATTAGATCAAACCGG-3’

Medida de la actividad B-galactosidasa.

Para las medidas de la actividad (3-galactosidasa partimos de un equivalente a
15 unidades de DO de cultivo (DOs0=0,5-1). Centrifugamos a 3500rpm durante
5 minutos y lavamos varias veces con agua. La lisis de las células se efectud
incubando con tampén Z y en presencia de bolas de vidrio alternando ciclos de
30 s en frio (hielo) y temperatura ambiente. A continuacién se centrifugd
durante 2 minutos a 12000 rpm y se recogio el sobrenadante. A partir de 100
uL de extracto crudo se midi6 la actividad. Se afadieron 400 puL de tampén Z y
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- mercaptoetanol (27ul /10 ml tamponZ) y se incubd 20 minutos a 30°C.
Posteriormente se afiadieron 100 pl de o-NPG y se detuvo la reaccion con 250l
de NazCO3z (1M) cuando vira el color de la muestra a amarillo. Se anot6 el
tiempo y se leyd la absorbancia (A= 420nm) en un espectrofotémetro
(Eppendorf Biophotometer, Eppendorf). El calculo de la actividad se efectué de
acuerdo con la siguiente féormula:

Actividad = 1000

Donde:

Vol total = 850 L

€oNPG (420 nm) = 4,5 cm2/uM
Vol (valorado) = 100 uL

Vol total

Eewrc ==} -Vol (valorado) - t{min) - mg/ml proteina

Tampdn Z
60mM NazHPO4
40mM NaH2PO4
10mM KCI
1mM MgSO.
pH=7.0

Ensayos de infeccion con B.cinerea

Como hongo fitopatégeno se utilizé la cepa BMM1 de B. cinerea aislada de
Pelargonium zonale y suministrada por la Dra. B. Mauch-Mani (Universidad de
Neuchatel, Suiza)

El hongo fue crecido durante 2 semanas en placas de medio PDA (Potato-
Dextrose Agar, Duchefa Biochemie, prod. No. P1721.0500) en las mismas
condiciones de luz, temperatura y humedad descritas para las plantas.

Para las inoculaciones se utilizaron plantas de 5-6 semanas de edad crecidas en
condiciones de dia corto. Las esporas del hongo se recolectaron en MgS04 con
ayuda de una espatula a partir de una placa crecida durante 2-3 semanas.
Posteriormente se filtraron con ayuda de una jeringa (50mL) y un poco de
algoddn y se lavaron 2-3 veces centrifugandolas y resuspendiéndolas de nuevo.
La cuantificacion de esporas se realiz6 con ayuda de una camara
cuentaglébulos y un microscopio. Se inocularon 5-6 hojas/planta con 5uL de
una suspensién de esporas a una concentracion final de 106 esporas/mL. Las
plantas inoculadas se mantuvieron en una atmosfera de elevada humedad
ambiental y se midid el didametro de la lesién producida por el hongo a las 72
horas de la inoculacién. Los datos se representaron segun la media y el error
estdndar de la media (SEM). Se utilizaron 20 plantas por genotipo y los
experimentos se realizaron un minimo de tres veces.
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Ensayos de infeccion con Pst DC3000

Como bacterias fitopatégenas se utilizaron las cepas P. syringae pv. tomato
DC3000, suministrada por el Dr. ]J. Dangl de la Universidad de Carolina del
Norte (EE.UU.). Se creci6 P. syringae en medio liquido King’s B (KB) en
presencia del antibiético rifampicina 50 mg/L a 28 2C durante un dia con
agitacion (200 rpm). Se inocul6 una placa de medio s6lido KB con rifampicina
50 mg/L con 1000 pL del cultivo anterior. Se crecié6 un dia a 28 2C. Se
cosecharon las bacterias con ayuda de un asa de siembra y en MgSO4 10 mM
estéril.

El crecimiento bacteriano de plantas inoculadas por inmersién se evalu6 segiin
(Tornero & Dangl, 2001). Plantulas de 15 dias de edad fueron inoculadas por
inmersion durante 10 segundos en una suspension bacteriana a razén de 5x107
ufc/mL de Pst DC3000 en MgS04 10 mM / Silwet L-77 0,02 % (v/v). El recuento
de bacterias se realiz6 a los 0, 3 y 5 tras la inoculacién, expresandose como el
logaritmo de las unidades formadoras de colonia por peso fresco (log (ufc/mg
p.f)). Se realizaron cuatro réplicas por genotipo y dia compuestas por 30 mg
de plantulas. A partir de esas muestras se obtuvo una suspensiéon de las
bacterias crecidas incubandolas durante una hora y en agitaciéon a 282C en
MgS04. El crecimiento bacteriano se calculé determinando el numero de
unidades formadoras de colonia en la muestra recolectada realizando
diluciones seriadas de la suspension bacteriana y sembrandolas en placas de
medio s6lido KB suplementado con Rifampicina.

En los casos indicados se hicieron tratamientos previos con MeJA o SA por
inmersién en MgS04 48 h antes a la inoculacién con bacteria.

Ensayos de infeccion con H. arabidopsidis

El patégeno fue mantenido en su hospedador natural Col-0 cultivindolo en
plantulas de 2 semanas de edad. Se asperj6 una suspension de conidiosporas
del oomiceto en agua a raz6n de 5x108 conidiosporas/mL. A continuacién se
taparon con plastico las plantas para mantener una humedad relativa préxima
al 100%. Después de una semana, las plantulas infectadas se utilizaron como
fuente de ino6culo recolectando en agua las hojas con los conidi6foros del
oomiceto para extraer las conidiosporas mediante vortex. La inoculacion de los
genotipos descritos se realiz6 de manera analoga.

Ensayos de ISR

Para los ensayos de ISR se utiliz6 la rizobacteria P. fluorescens WCS417r
suministradas por el Dr. C.M.]. Pieterse de la Universidad de Utrecht (Holanda).
Las condiciones de crecimiento y manipulacién de esta bacteria fueron
idénticas a las de Pst DC3000.

La preparacion del inéculo de P. fluorescens WCS417r se efectud partir de un
cultivo de 24h crecido a 282C en medio KB-Agar. La rizobacteria se recolecté y
se resuspendid en MgS0,4 hasta una densidad de 10° ufc mL1 (DOgpo=1), antes
de ser mezclada con el suelo. Plantulas de dos semanas de edad fueron
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transferidas a recipientes de una capacidad préxima a los 60mL. La suspension
bacteriana se mezcl6 con el sustrato hasta una densidad final de 5x107 ufc g1
El sustrato de las plantas control se mezcl6 con MgSO,. Se transplantaron las
plantas en estas condiciones y se cultivaron segin lo descrito anteriormente. A
las 4-5 semanas de edad, las plantas se inocularon con los diferentes patégenos
segun lo descrito (Pst DC3000 o H. arabidopsidis).

Ensayos de resistencia a sequia.

Para estos ensayos se emplearon 20 plantas por genotipo crecidas en
condiciones de dia corto durante 5 semanas y regadas 2 veces por semana con
solucién nutritiva. Al iniciar el periodo de sequia, las plantas de cada genotipo
fueron colocadas al azar en diferentes bandejas. A los tiempos indicados en
cada caso se tomaron fotografias representativas para cada genotipo.

Medida de la apertura estomatica

Para la determinacién de las aperturas de los estomas, se emplearon hojas de
roseta totalmente expandidas de plantas de 5-6 semanas de edad crecidas en
condiciones de dia corto. Primero se incubaron las hojas durante 2 horas en un
tampon inductor de la apertura (MES 10mM ajustando el pH a 6,15 con KOH,
KCl 30mM). Se incubaron hojas con ese mismo tampo6n suplementado con ABA
(Sigma) a las concentraciones indicadas para inducir el cierre de los estomas. A
partir de esas hojas obtuvimos muestras epidérmicas (peelings) con ayuda de
unas pinzas. Se tomaron 10 fotografias de diferentes peelings de hojas para
cada genotipo, tiempo y tratamiento con ayuda de una camara digital Nikon
DXm1200F acoplada a un microscopio Nikon Eclipse E600 y utilizando el
software Act-1 (Nikon). Las medidas se realizaron segtn las consideraciones
descritas en Ichida et al, determinando el diametro interior del ostiolo
empleando el software libre Image] 1.36b (Broken Symmetry software). El
numero de estomas medidos superaba los 90 para cada uno de los
experimentos. Los datos se representaron segin la media y el SEM. Los
experimentos se realizaron al menos 5 veces con resultados similares.
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