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RESUMEN

Para hacer frente a las condiciones ambientales cambiantes, las plantas han
desarrollado el llamado metabolismo secundario, cuya complejidad le otorga la capacidad
de producir alrededor de 200.000 compuestos gracias a una gran variedad de rutas
metabolicas diferentes. En el presente trabajo nos hemos centrado en aquellos metabolitos
implicados en la defensa de la planta que, aunque su principal funcién no sea el
crecimiento o el desarrollo, son necesarios para la supervivencia.

Teniendo en cuenta que, en la mayoria de los casos, el reajuste del metabolismo
secundario va unido a la accién hormonal, lo méas probable es que la regulacion hormonal
también pueda ser un factor importante en la acumulacién de varios metabolitos, asi como
la presencia de estos compuestos podria influir en las rutas de sefializacion de estas
hormonas de defensa.

Con el objetivo de responder a la hipotesis sobre la existencia de algun tipo de
interaccion entre estos metabolitos y las rutas de sefializacion hormonal del acido
salicilico (SA) y &cido jasmonico (JA), dos de las principales hormonas defensivas, se
han integrado datos metabolémicos, obtenidos a partir del andlisis del perfil
cromatografico de una seleccién de metabolitos secundarios, junto a los datos genéticos,
derivados del estudio transcripcional en el ecotipo Columbia 0 (Col-0) y en diferentes
mutantes de Arabidopsis thaliana.

Palabras clave: Arabidopsis thaliana, metabolismo secundario, elicitores, hormonas,

Glucosinolatos, oxilipinas, defensa, cromatografia, transcriptomica.
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ABSTRACT

Plants have developed secondary metabolism to fight against changing
environmental conditions. Its complexity gives them the ability to produce around
200,000 compounds, because of the wide variety of different metabolic pathways. The
present work focuses on those metabolites responsible for defence that, although their
main function is not growth or development, are necessary for survival.

Given that the regulation of secondary metabolism is closely linked to hormonal
action, it is most likely that hormonal regulation will also have some relevance in the
accumulation of certain metabolites and at the same time the synthesis of these
compounds could affect the signaling at the level of the defensive hormones.

To answer the hypothesis about the existence of some interaction between these
metabolites and the hormonal signaling pathways of salicylic acid (SA) and jasmonic acid
(JA), the main defensive hormones, metabolomic data obtained from the analysis of the
chromatographic profile of a selection of secondary metabolites were integrated together
with the genetic data derived from the transcriptional study of ecotype Columbia 0 (Col-

0) and different hormonal mutants of Arabidopsis thaliana.

Keywords: Arabidopsis thaliana, secondary metabolism, elicitors, hormones,
glucosinolates, oxylipins, defence, chromatography, transcriptomics.
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1. INTRODUCCION

Las plantas han evolucionado hasta desarrollar complejos mecanismos metabolicos
y genéticos de deteccidn y transduccidon de sefiales en su sistema celular para hacer frente
a situaciones ambientales adversas (Gill y Tuteja, 2010), que afectan a distintos
mecanismos fisiologicos y celulares provocando una reduccion en su crecimiento y
productividad (Meena et al., 2017; Foyer y Noctor, 2005). En este sentido, es necesaria
la actuacion conjunta de estos maltiples complejos para dar lugar a las sefiales celulares
que permiten a las plantas la adaptacion al estrés y les otorgan las aptitudes defensivas
necesarias contra los patdgenos (Ng et al., 2018; Lindemose et al., 2013). Una de estas
virtudes adaptativas de las plantas que les sirven para hacer frente a distintos factores
adversos es la capacidad de modular el metabolismo para sintetizar distintos compuestos
con capacidad defensiva (Erb y Kliebenstein, 2020; Isah, 2019).

Reproduccion

glucosinolatos

_ hormonas
ligninas

Metabolismo terpenos
flavonoides Primario Def
Defensa aziicares - efensa
contra noacid lipidos  contra
. alcaloides 2Minoacidos .
estreses
estreses acidos organicos .
abioticos . bioticos
toxinas compuestos el

fosforilados

Metabolismo
especializado

Crecimiento

Figura 1. Esquema del metabolismo vegetal. Los compuestos
especializados del metabolismo secundario (azul) llevarian a
cabo varias funciones (verde) utilizando los metabolitos
primarios centrales (rosa) como bloques de construccién
(Castro-Moretti et al., 2020).

Tradicionalmente, los compuestos sintetizados por las plantas se han separado,
segun su funcion y concentracion, en metabolitos primarios y secundarios (Pott et al.,
2019). Los primeros, entendidos como los que forman el eje central de las reacciones

bioguimicas y que se mantienen en la mayoria de las especies, sirven para mantener el
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crecimiento y desarrollo de las plantas, pero ademas algunos de estos metabolitos de las
rutas metabdlicas primarias, como la glucélisis o el ciclo del acido tricarboxilico, también
sirven como componentes basicos de las rutas secundarias, por ejemplo los aminoacidos,
presentes en la asimilacion de nitrégeno también son precursores de varios compuestos
especializados, que incluyen hormonas y pigmentos (Castro-Moretti et al., 2020; Erb y
Kliebenstein, 2020; Pott et al., 2019). En cambio, los metabolitos secundarios son
aquellos que quedarian fuera de ese nucleo de reacciones y cuya funcion es mejorar el
crecimiento y la supervivencia de las plantas en condiciones adversas (Figura 1; Castro-
Moretti et al., 2020; Khare et al., 2020; Erb y Reymond, 2020; Yang et al., 2018;
Zandalinas et al., 2017). No obstante, segun Isah (2019), la alta diversidad de productos
secundarios guarda relacion con su funcién ecoldgica: la proteccién frente a herbivoros,
bacterias, hongos, virus e incluso contra individuos competidores, sefiales de
comunicacion con microorganismos simbioticos o para atraer polinizadores y dispersores
de semillas (Erb y Kliebenstein, 2020; Yang et al., 2018; Wink, 2016).

Entre estos metabolitos secundarios, encontramos las llamadas hormonas vegetales
que son un grupo de vital importancia para la supervivencia de las plantas. Segun varios
autores, se trata de moléculas organicas de tamafio reducido, requeridas en bajas
concentraciones y cuyas funciones van desde la regulacion del crecimiento, el desarrollo
y la reproduccidn hasta la coordinacion de las respuestas inmunes (Berens et al., 2017;
Shigenaga y Argueso, 2016; Huot et al., 2014). Dentro de este grupo existen diferentes
subconjuntos, entre los que destacan dos de ellos por estar considerados como reguladores
positivos de la defensa frente a diferentes condiciones de estrés, son el acido jasmonico
(JA) y sus derivados nombrados como jasmonatos (JAs) y el acido salicilico (SA) (Berens
etal., 2017). Sin embargo, segun Pieterse et al. (2012), las vias de sefializacion mediadas
JAs y SA son generalmente antagdnicas entre si, lo que supone que la activacién de la
ruta de sefializacion de una puede suprimir a la otra. En el entorno natural esto no siempre
es negativo, ya que las plantas a menudo se enfrentan a maltiples problemas ambientales
que ocurren de forma simultanea o secuencial, por lo que esta interaccidn cruzada de JA-
SA puede ayudar a integrar el contexto ecoldgico y preparar a una planta frente a futuras
problematicas (Huot et al., 2014; Pieterse et al., 2012).

En A. thaliana, la ruta de biosintesis de los jasmonatos comienza con el acido
linolénico, el cual es liberado de los fosfolipidos procedentes de las membranas del

cloroplasto por la accion de fosfolipasas (PLA1). Este acido linolénico se convierte tras
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varias reacciones de reduccion y oxigenacion mediadas por lipoxigenasas (LOX) en &cido
12-oxofitodienoico (12-OPDA), que pasa a ser reducido y transportado hasta el
peroxisoma donde se metaboliza a JA o puede quedar esterificado y funcionar como
reserva de 12-OPDA, en forma de arabidopsido (Wasternack y Hause, 2013). Ya en el
citoplasma, una jasmonoil-isoleucina sintetasa (JAR1) se encarga de formar el conjugado
del JA con isoleucina (JA-lle), que se conoce como la forma bioactiva enddgena mas
potente de JAs (Wasternack y Hause, 2013; Suza y Staswick, 2008).

En condiciones de estrés, segun Santner y Estelle, (2007), es cuando se induce la
produccién de este compuesto que se une a la proteina COI1, iniciandose asi la
sefializacion mediada por jasmonatos. COI1 es un componente del complejo SCF E3
ubiquitin ligasa, que media la ubiquitinacién y degradacién proteasomal de las proteinas
“JAsmonate Zim-domain” (JAZ), que reprimen la expresion de genes dependientes de
jasmonatos mediante el blogueo de sitios de unidn de factores de transcripcion vinculados
a la respuesta mediada por JAs (Wasternack y Hause, 2013; Santner y Estelle, 2007).
Entre otros, el factor de transcripcion mas estudiado y conocido es el denominado JAIL1
(“JAsmonate Insensitive 1”)/MYC2, el cual es un regulador positivo de la ruta de
sefializacion por jasmonatos (Berens et al., 2017; Wasternack y Hause, 2013; Santner y
Estelle, 2007; Lorenzo et al., 2004).

Otro regulador importante en las respuestas de las plantas al ataque de patdgenos
es el acido salicilico (SA), el cual es sintetizado a través de dos vias diferentes en las
plantas (Figura 2): la via de la fenilalanina amonio liasa (PAL) y la via del isocorismato
(IC) utilizando corismato, el producto final de la via del shikimato como precursor
(Lefevere et al., 2020; Berens et al., 2017). En Arabidopsis, la via de IC es la méas
importante, iniciandose cuando el corismato se convierte en isocorismato mediante la
reaccion catalizada por la isocorismato sintasa (ICS1 e ICS2) (Lefevere et al., 2020;
Dempsey et al., 2011). La sefializacion mediada por SA depende de su interaccion con el
receptor NPR1 (“Non-expressor of Pathogenesis-Related proteins 1) que en ausencia de
hormona se encuentra en forma de oligdmero. La acumulacion e interaccion del SA con
este complejo provoca la liberacion de monémeros NPR1, que se trasladan al nacleo y

activan la expresién de genes de defensa a través de la interaccion fisica con factores de
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transcripcion tipo TGA, que se unen a los promotores de genes relacionados con

patogénesis (PR), para activar asi su expresion (Huot et al., 2014; Wu et al., 2012).

BIOSINTESIS
Corismato —Prefenato — Arogenato [Galactolipidos)
PLAG
ac tznl_e_!cn
—ICS Fenilalanina orlr}hf
1 PAL &
Isocaorismato acide t-Cinamico lmm
1a-lle
dcido Benzoico @
‘r"’"f 1 1
licido Salicilico (SA)| @D )
STAN NS
?7_—~NPRI .
- ERF: ORI MYBs [ AL
E:Er:ss.l:lin de A"'T:,:’ \\\ Induccién de | : ” | l | : H - : |
defensa dafia fioliar \.KT"{H, l / \- J'f
1 Sintesis Ja  SIntesis D I
' ot motbaos  eerin”
sscundarios

Figura 2. Vias propuestas para la biosintesis y sefializacién del acido salicilico y del acido
jasmanico. Se muestran las dos vias para la biosintesis del SA en las plantas. EI marcador de
pregunta indica la existencia de una probable proteina adaptadora que adn no esta identificada
(Adaptado de Ruan et al., 2019 y Tamaoki, 2008).

Ademas de estas hormonas, nos encontramos otros metabolitos vegetales
secundarios que desempefian funciones biolégicas importantes relacionadas también con
la defensa frente a amenazas ambientales y que son caracteristicos de la familia
Brassicaceae, son los llamados glucosinolatos (Chhajed et al., 2020; Harun et al., 2020;
Mitreiter y Gigolashvili, 2020). Estas moléculas, que contienen azufre y nitrogeno, son
portadoras de un grupo hidroxiamino sulfato y un residuo B-tioglucésido unido a una
cadena lateral de tamafio variable, que depende del aminoacido del que se deriva, lo que
determina una diversidad quimica de aproximadamente 130 glucosinolatos (Chhajed et
al., 2020; Mitreiter y Gigolashvili, 2020; Zandalinas et al., 2012). Teniendo en cuenta el
aminoéacido precursor, se pueden clasificar en glucosinolatos aromaticos (derivados de la
fenilalanina o tirosina), glucosinolatos alifaticos 0 GNAs (derivados de la alanina,
isoleucina, leucina, metionina o valina) y los glucosinolatos indélicos o0 GNIs (derivados
del triptéfano, también precursor de otros compuestos como camalexina o auxinas)
(Harun et al., 2020; Mitreiter y Gigolashvili, 2020). Su regulacion es muy compleja y
depende de una gran variedad de procesos diferentes. Sin embargo, el ndcleo de control

de los glucosinolatos se ejerce mediante determinados factores de transcripcion que
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controlan la maquinaria transcripcional (Figura 3), los cuales son controlados en gran
medida a través de las ya mencionadas hormonas vegetales, en particular por aquellas
involucradas en la sefializacion del ataque biodtico y el estrés abidtico (Mitreiter y
Gigolashvili, 2020; Augustine y Bisht, 2015).

Alifaticos Indélicos
(Metionina) (Carismato)
scar | | Asaz
|2-ketoécido Indol
mamz-3 | | 7EI
/ Metionina de \',
/| cadena alargada \

/ | C}Ws% Mﬁwaz \..
CYP79F2 CYP7983 \

> CVPESAJl lcypggszh

—

compuesto aci-nitro T~

x

S-alkyl-thichydroximato
\\ssuml lsum
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Figura 3. Representacion esquematica de la biosintesis de glucosinolatos
alifaticos e indolicos, (Adaptado de Kim et al., (2013).

Finalmente, tenemos la ruta de los fenilpropanoides involucrada en la produccion
de acidos fendlicos, monolignoles, estilbenos o cumarinas, compuestos que estan directa
e indirectamente involucrados en el desarrollo de las plantas y la respuesta al estrés
(Yadav et al., 2020; Dixon et al., 2002). En este sentido, se han realizado humerosos
estudios donde los genes relacionados con las vias de sefializacion y de sintesis de los
fenilpropanoides se encuentran altamente expresados en condiciones de estrés bidtico y
abidtico (Yadav et al., 2020). Por ejemplo, el tratamiento con SA provoca la acumulacién
de compuestos fendlicos, pero también un incremento en la actividad de la enzima PAL
(Ghamari et al., 2019). Estos compuestos también mantienen una conexion con los
glucosinolatos, en concreto existe cierto antagonismo entre las vias de regulacion de
glucosinolatos y de fenilpropanoides (Zhang et al., 2020; Kim et al., 2019).

Concretamente, varios estudios bioguimicos y genéticos han establecido que la
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acumulacién de aldoximas, producto de la reaccion del aminoéacido en la ruta de los
glucosinolatos (Figura 3) impacta negativamente sobre la via de los fenilpropanoides
(Zhang et al., 2020; Kliebenstein et al., 2005; Hemm et al., 2002).

Para poder cuantificar estos metabolitos y sus posibles interacciones, en respuesta
a unas condiciones ambientales concretas o a un tratamiento elicitor quimico o fisico, se
requieren técnicas analiticas de alta resolucion. Dichas técnicas se rednen bajo el nombre
de metabolémica, donde podemos encontrar las llamadas técnicas dirigidas (basadas en
el andlisis de un namero fijo de compuestos, generalmente conocidos y de los que se
dispone de estandares puros), y las no dirigidas (con el objetivo es evaluar los cambios
metabdlicos a nivel global sin una idea a priori del efecto concreto) (Arbona et al., 2010;
2009). Este proceso, conocido como perfilado metabolomico, se basa en el estudio de
grupos de compuestos con propiedades quimicas comunes y para ello se emplean las
técnicas basadas en cromatografia de gases (GC) o liquida (LC), segun la naturaleza
gaseosa o soluble respectivamente, acopladas a espectrometria de masas (MS) que, aparte
de ser altamente sensible y especifica, proporciona informacion Gtil para la identificacion
de compuestos desconocidos (Lee et al., 2012; Arbona et al., 2009; 2013).

Por otro lado, también resulta interesante hacer uso de las tecnologias emergentes
de secuenciacion de siguiente generacion (NGS), como por ejemplo el RNA-Seq, que
permite el andlisis de la expresion diferencial de genes a través de todo el genoma u otras
plataformas como la RT-qPCR que es extremadamente precisa, aunque permite analizar
s6lo un numero limitado de genes (Steibel et al., 2009). Con esta técnica, se puede realizar
una cuantificacion relativa de la expresion de un gen diana en dos o mas condiciones
experimentales, normalizadas con la expresion relativa de un gen control, para comprobar
si determinadas condiciones ambientales estan afectando o no a nuestros genes de interés
(Steibel et al., 2009). Estas técnicas y algunas otras se engloban en lo que se conoce como
la transcriptémica, un tipo de analisis que representa probablemente uno de los campos
mas desarrollados actualmente, ya que puede proporcionar conocimientos mas amplios y
profundos sobre las redes de regulacién de numerosos genes y sobre la gran cantidad de

rutas de sefializacion biol6gicas que gobiernan a un organismo (Steibel et al., 2009).
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2. OBJETIVOS

La regulacién del metabolismo secundario esta intimamente ligada a la accion
hormonal de hormonas como los JAs y del SA, cuyo papel en la defensa de plantas frente
a plagas y enfermedades, asi como condiciones de caracter abiotico ha sido ya
ampliamente estudiado. En este contexto, parece 16gico pensar que no solo la regulacién
hormonal tendré alguna relevancia en la acumulacién de determinados metabolitos, sino
que la sintesis de dichos compuestos podria afectar a la sefializacion a nivel de estas
hormonas defensivas, aunque esto no ha sido estudiado en detalle ni demostrado.
Actualmente, los avances tecnoldgicos en la combinacion de andlisis transcriptémicos y
metabolomicos han sido capaces de proporcionar diversos enfoques posibles para
encontrar las caracteristicas moleculares involucradas en el reajuste de la expresion
génica y las vias metabolicas. De este modo, integrando el uso de analisis genéticos y de
metabolitos involucrados en la regulacion de tolerancia al estrés, el objetivo principal del
presente trabajo es responder a la hipdtesis de si existe algun tipo de interaccion entre
la sintesis y acumulacién de glucosinolatos y las rutas de sefializacién hormonal
dependientes de jasmonatos y SA ante la presencia de compuestos elicitores.

Ademas, como objetivos secundarios se pretendera:

e Caracterizar la respuesta metabolica y hormonal en mutantes de Arabidopsis con
alteraciones en la produccidn de glucosinolatos ind6licos y/o alifaticos.

e Comprobar la relacion entre tratamientos, regulacion hormonal y produccion de
metabolitos secundarios en lineas deficientes en la sefializacion o produccion de

SA 0 jasmonatos.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material vegetal

Regulacion del metabolismo secundario en A. thaliana

En el presente trabajo se utilizaron los mutantes de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh

en el ecotipo Columbia-0 (Col-0) que se mencionan en la Tabla 1, obtenidos del

Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC) o bien pedido a los autores que los

identificaron.

Tabla 1. Detalle de los mutantes utilizados en el presente trabajo.

Nombre Descripcion AGI Cadigo Referencia
atrlD 35S::ATR1 At5g60890 - Bender and Fink 1998
Doble
cyp79b2 At4g39950 [ SALK_130570
mutante Zhao et al. 2002
cyp79b3 ADN-T At2g22330 | SAIL_56_EO07
gKO
. At4g39950 [ SALK_ 130570
(ccyp77§t§)§ C#]?J?ar\ﬁﬂe At2922330 | SAIL_56_E07 Sagnderby et al. 2007
%p b9 DT At5961420 | SALK_136312 yetal
y At5g07690 | GABI_868E02
myb28)
jail-1/ Cambio i
jin1-2 W194Stop At1g32640 Lorenzo et al. 2004
Sustitucion Cao et al.1994, Cao et
nprl H334Y At1g64280 | SALK_ 203386 al 1997
. Insercién .
ics2 ADN-T At1g18870 | SALK 084635 | Garcion et al. 2008
. Sustitucion .
jarl S101F At2g46370 - Staswick et al. 1992

El mutante atrlD (“altered tryptophan regulation”) (Tabla 1), posee una mutacion

dominante que incrementa los niveles de expresion del gen ATR1, el primer regulador de

triptéfano caracterizado en plantas. Este gen codifica para un factor de transcripcion de

tipo MYB, que modula la expresion del primer gen en la ruta, ASA1, que funciona como

un punto de control para regular la homeostasis de los glucosinolatos indolicos. El

fenotipo mutante presenta, de este modo, una elevada acumulacion de glucosinolatos
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indolicos y otros compuestos, como la camalexina (Bender y Fink 1998, Celeza et al.,
2005).

El doble mutante cyp79b2 cyp79b3 ("Cytochrome P450" (Tablal)), es un mutante
de pérdida de funcion de las actividades codificadas por los genes CYP79B2y CYP79B3,
que son capaces de convertir el triptéfano (Trp) en indol-3-acetaldoxima (IAOX) in vitro,
pero cuya funcion primaria es la de promover la biosintesis de glucosinolatos indolicos
llamados MYB28 y MYB29. El fenotipo mutante presenta, asi, niveles muy reducidos de

glucosinolatos indélicos y camalexina (Mikkelsen et al., 2000, Zhao et al., 2002).

El cuadruple mutante gKO (cyp79b2 cyp79b3 myb28 myb29) (Tablal), que
comparte fenotipo con el mutante anterior, presenta la pérdida de funcién de los genes
que codifican para los citocromos CYP79B2 y CYP79B3 y también para dos factores de
transcripcion que regulan la biosintesis de glucosinolatos de tipo alifatico denominados
MYB28 y MYB29. El fenotipo mutante da como resultado una reduccion muy marcada
tanto en los niveles de glucosinolatos inddélicos, como aliféticos, asi como en otros

productos asociados (ej. Camalexina) (Senderby et al., 2007, Sun et al. 2009).

El mutante jail-1/jinl-2 (“jasmonate-insensitive 1) (Tabla 1), es un mutante de
perdida de funcion del gen MY C2 que codifica para este factor de transcripcion que es el
elemento clave en la regulacion de la transcripcidn de genes de respuesta a JA, o de sus
otras formas (metil jasmonato, MeJA, o jasmonoil isoleucina, JA-Ile), lo que la hace

insensible a este, ya sea exdgeno o enddgeno (Lorenzo et al., 2004).

El mutante nprl (“nonexpressor of pathogenesis-related genes 1”) (Tabla 1), es un
mutante de perdida de funcién del gen NPR1 que codifica la proteina NPR1, la cual actda
como receptor del SA en la ruta de sefializacion. El genotipo mutante resulta ser, asi pues,

insensible al SA, bien exdgeno o enddgeno (Cao et al., 1994).

El mutante ics2 (“isochorismate-synthase 2”°) (Tabla 1), es un mutante de pérdida
de funcion del gen ICS2 que participa en la ruta de biosintesis del SA en los plastidos. De
este modo, el fenotipo del mutante presenta una reduccion en los niveles endogenos de

SAy, con ello, una regulacion a la baja en su ruta de sefializacion (Garcion et al., 2008).

El mutante jarl (“jasmonate-resistant 1) (Tabla 1), es un mutante de perdida de

funcién del gen JAR1, cuyo producto codifica la actividad enzimética responsable de
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conjugar el &cido jasmonico (JA) con isoleucina dando lugar a JA-lle, la forma activa de
los jasmonatos (Staswick y Tiryaki, 2004). Asi pues, el fenotipo mutante resultara en una
regulacion negativa en su ruta de sefializacion, aunque se mantienen los niveles
enddgenos de JA (Staswick et al., 1992, Suza y Staswick, 2008).

3.2 Condiciones de cultivo y estreés

Las semillas de Arabidopsis se germinaron en jiffy pellets (Jiffy Products Espafa
S.L.U. Murcia, Espafia) en una camara de crecimiento con 8h de iluminacion a 21°C y
16h de oscuridad a 18°C, con un 70% de humedad relativa. Tras 10 dias, las plantulas se
trasplantaron a jiffy individuales para facilitar la separacion en los diferentes grupos al
ser sometidas a los tratamientos con las soluciones elicitoras preparadas mediante la
disolucion del compuesto (AgNOs, MeJA y SA) en agua destilada hasta alcanzar la
concentracion deseada.

En cada experimento, las plantas se dejaron crecer durante 6 semanas y luego
se distribuyeron de forma aleatoria segun cada tratamiento: H>O, AgNO3, MeJAy SA. A
continuacidn, se describe la composicion de genotipos de cada experimento:

1) El primer experimento se emplearon plantas de los genotipos Col-0, atrlD,
cyp79b2 cyp79b3 y qKO. Cada grupo de plantas se rocié con una solucién de
AgNOs a una concentracion de 5 mM, una solucion de MeJA a 500 pM, una
solucion 100 uM de SA o agua destilada como control (CT):

2) En el segundo experimento se emplearon por un lado (i) plantas de los genotipos
Col-0, jaily nprl, las cuales fueron rociadas con una solucion 5 mM de AgNO3,
una solucion 500 uM de MeJA, una solucion 100 uM de SA o agua como control
(CT) vy, por otro, (ii) plantas de los genotipos Col-0, ics2 y jarl que se rociaron

unicamente con una solucion 5 mM de AgNOs o con agua como control (CT).

Pasadas 24h desde la aplicacion de cada tratamiento, se recolectaron las plantas
completas desde la roseta basal y se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido.
Posteriormente el material vegetal se molié con mortero para conseguir un polvo fino y

todas las muestras se almacenaron en el congelador a -80°C hasta su futuro analisis.
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3.3 Analisis de metabolitos: extraccion y analisis instrumental

Para la extraccion de metabolitos, las muestras se procesaron tal y como se indica
en Zandalinas et al. (2012). De forma resumida, a 50 mg de tejido molido se le afiadieron
500 uL de una solucién de metanol:agua en proporcion 80:20 con 1 mg/L de biochanina
A (5,7-dihidroxi-4’metoxiisoflavona, Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) como estandar
interno, para después poder calcular el &rea normalizada por gramo de muestra. A
continuacion, las muestras se colocaron 10 minutos en el bafio de ultrasonidos
(Elmasonic, Singen, Alemania) y se centrifugaron a 10,000 rpm durante 10 minutos a 4°C
(MPW-65R, MPW Med Instruments, Varsovia, Polonia). Antes de su inyeccién en el
equipo de UPLC, los extractos fueron filtrados a través de filtros de PTFE, con tamafio
de poro de 0.2 um (Acefesa, Barcelona, Espafia) y diluidos 1:4 en una solucion acuosa
del metanol al 80%.. Ademas de los viales con las muestras para analizar, también fueron
elaborados los blancos de procedimiento, Unicamente con la solucién de extraccion
igualmente diluida 1:4.

Las muestras se inyectaron en un cromatografo de liquidos de ultra alta resolucion
(UPLC, Acquity SDS System, Waters, Milford, MA, E.E.U.U.). En la separacion
cromatografica se emple6 una columna C18 de fase reversa (Luna Omega C18 Polar 1.6
pum, 100 x 2.1 mm, Phenomenex, Torrance, CA, USA). Se eligid este relleno de fase
estacionaria debido al caracter semipolar de los analitos. Como fase maévil se emplearon
aguay acetonitrilo calidad HPLC (Panreac, Barcelona, Espafia) suplementados con acido
férmico al 0.1% (v/v) a un flujo de 0.3 mL/min. Durante los analisis la columna se
mantuvo a 40°C para facilitar la separacion de analitos y las muestras a 10°C para

mantener su estabilidad durante el tiempo que duren las medidas.

3.4 ldentificacion de los metabolitos: procesamiento de los datos obtenidos

En la realizacion del analisis no dirigido, los archivos generados se transformaron
al formato netCDF utilizando la aplicacion databridge del paquete MassLynx (Micromass
Ltd. RU). Una vez obtenidos los datos, tal y como aparece en Smith et al., (2006), se
adquirieron las sefiales cromatograficas empleando el software xcms en el entorno R,

obtenido de biconductor (doi:10.18129/B9.bioc.xcms), tras lo cual se procedié a procesar

los datos para realizar los analisis estadisticos y las cuantificaciones relativas.
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Este proceso se puede separar en tres partes:

1) La captura de los picos. Con el algoritmo matchedFilter (Smith et al., 2006) se
genera un fichero donde se guardan las listas de los picos, su intensidad y el
tiempo de retencion de forma secuencial.

2) Alineamiento y correccion de los tiempos de retencion. A continuacion, los picos
se agrupan en funcion de sus tiempos. Para ello, el algoritmo calcula la mediana
del tiempo de retencion y su desviacion para cada muestra dentro del grupo.

3) El paguete CAMERA (doi:10.18129/B9.bioc. CAMERA) (Kuhl et al. 2012)
permite la agrupacion de todos los picos cromatograficos correspondientes a una
misma molécula y ademas proporciona la anotacion para cada uno de los picos
(aductos, fragmentos, pérdidas neutrales, etc.). Lo cual facilita su posterior

identificacion.

Previo a cualquier andlisis estadistico, se procedié a la normalizacion de los
resultados. Para ello, el area de cada pico se dividié por el area del estandar interno
(Aanalito/Ais) para cada muestra y el valor resultante se dividio entre la cantidad de tejido
empleada en cada caso, expresada en gramos. De este modo, la medida empleada para

cada metabolito se expresé como unidades (u) por gramo de muestra (g).

Para el andlisis estadistico se realizd un analisis ANOVA de dos vias, empleando
como factores tratamiento y genotipo, se aplico el analisis posthoc Tuckey HSD para
realizar multiples comparaciones por pares entre las medias de los grupos. Diferencias

con un P<0.05 se consideraron significativas.

Los conjuntos de picos cromatograficos que presentaron diferencias significativas
en alguno de los factores se emplearon para anotar los metabolitos, tal y como se explica

en la seccion 4.1 de los Resultados y Discusion.

3.5 Aislamiento de ARN y sintesis de ADNc

La extraccion de ARN total se realizo utilizando material vegetal del primer
experimento (Seccion 3.2) empleando el mini Kit RNeasy para plantas de QIAGEN
(QIAGEN, Inc., Valencia, CA, USA), con algunas modificaciones: 50 mg de muestra

fueron incubadas con el tampdn de extraccion suplementado con -mercaptoetanol a 56°C
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durante 1 minuto utilizando el termobloque, para facilitar la disgregacion del tejido y la
desnaturalizacion proteica. Finalmente, en el dltimo paso, se dejé reposar el ARN
resuspendido en agua con dietil pirocarbonato (DEPC) durante unos dos minutos. El
rendimiento y la calidad del ARN se evalué mediante una cuantificacion de la absorbancia
utilizando un espectrofotometro Thermo Scientific™ NanoDrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific, Inc., Madrid, USA), evaluandose tanto la concentracion de ARN como las
relaciones 260/280 y 260/230 nm.

El protocolo utilizado para la retrotranscripcion de ARN a ADNc fue el
recomendado por TAKARA para su kit PrimeScript™ RT (TAKARA Bio Europe
S.A.A.). Brevemente, 2 pg de ARN total fue incubado con ADNasa para eliminar los
restos de ADN genomico. Posteriormente se afiadieron los componentes del kit que
contienen primers Oligo dT y otros primers, que son mezclas de desoxirribonucleétidos
compuestas por secuencias aleatorias de 6 nucleétidos (hasta 4° secuencias diferentes) y
un extremo 5' fosforilado para asegurar el proceso de transcripcion, e incluye una
transcriptasa inversa. Para comprobar la calidad del ADNc obtenido, y ademas testear los
primers especificos disefiados, se realizd una PCR prueba en un termociclador Applied
Biosystems™ SimpliAmp™ (Thermo Fisher Scientific, Inc., Madrid, USA) cuyos
resultados se observaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 3% (p/v) para
algunos de los genes a analizar mediante RT-qPCR (PR1, PDF1-2 y ORA59; Tabla 2).
El resultado de la electroforesis se visualizd en el sistema de imagen molecular
automatico ImageQuant® LAS 500 (GE Healthcare, Madrid, USA), mediante la opcién
de fluorescencia integrada. Finalmente, los ADNc se conservaron a -80°C hasta su

analisis.
3.6 RT-gPCR

Para la cuantificacién transcripcional, a cada reaccion se le afiadieron 5 pL de la
mezcla SYBR Green Master Applied Biosystems™ (Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Madrid, USA), 1 ul de una mezcla de primers (directo e inverso) especificos del gen diana
a una concentracion de 10 uM (Tabla 1) y 1 ul del ADNCc, sintetizado a partir de 2 pg de
ARN, para un volumen final de 10 pl, salvo en los controles negativos donde se sustituyo
el ADNc por 1 pl de agua. El marcador fluorescente SYBR se intercala en el ADN de

doble cadena durante cada ciclo de la PCR incrementando la emision fluorescente, lo que
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permite el seguimiento de la evolucion de la amplificacion y, de esta manera, cuantificar

la expresion génica.

Para llevar a cabo el disefio de los primers utilizados, una vez obtenidas las
secuencias CDS a partir de la herramienta online TAIR (“The Arabidopsis Information
Resource™), se procedid a su diseio mediante el uso de la herramienta online
“Primer3Plus” (Untergasser et al., 2012) cumpliendo unas condiciones béasicas: una
cantidad de GC entre el 50% y 60%, temperaturas de alineamiento de 60°C y cuya
secuencia no favorezca la formacion de horquillas (hairpins) o la formacion de hibridos
por complementariedad entre ellos y que generen un amplicon con un tamafio entre 100
y 150 nt (Tabla 2).

Todas las RT-qPCR se llevaron a cabo usando un termociclador StepOnePlus™
Real-Time PCR System (Applied Biosystems™) con las siguientes condiciones: 10 min
a 95°C; 40 ciclos que constan de 10 s a 95°C, 10 s a 60°C y 20 s a 72°C; y una fase de
disociacion (o “melting”) de 10 s a 60°C y 15 s a 95°C en continuo, para comprobar la
especificidad de la amplificacion. Se analizaron las tres réplicas bioldgicas y cada una de
ellas fue realizada por duplicado como réplicas técnicas. Para calcular los niveles de
expresion génica relativa, los datos se extrajeron mediante el software StepOne™ v2.3,

fueron tratados con la herramienta de célculo REST (Pfaffl et al., 2002).

20



Regulacion del metabolismo secundario en A. thaliana

Tabla 2. Genes diana y las secuencias de sus primers, que fueron seleccionados para evaluar sus niveles de expresion durante la exposicion a AgNO3, MeJA y SA.

Cad. AGI Gen Primer directo Primer reverso Referencia
AT2G14610 PR1 CGTCTTTGTAGCTCTTGTAGGTGC TGCCTGGTTGTGAACCCTTAG Antignani et al., 2015
AT1G06160 ORA59 GGCTCTCGCTTATGATCAGG GGACGGTTTCTCATGGAGTG Rehrig et al, 2014
AT5G44420 PDF1.2 TTGCTGCTTTCGACGCACCGG TAGATTTAACATGGGACGTAACAG Rehrig et al, 2014
AT4G39950 CYP79B2 GCCGGATATCACATCCCTAAAG CCCGGTACTGAACGAGATAAAC Elaboracion propia
AT4G13770 CYP83Al TGTGGCCACCTTTAAGCATG TGTACTTCTTCCCGAACGCT Elaboracion propia
AT1G18570 MYB51 TGTTCTTCGTCCACGTTCTC ACACAAGACTCCTCCAACATC Elaboracion propia
AT5G60890 MYB34/ATR1 AAAATGGCGGCAACATCAGT TTTCAATAACTCCGGCGCTG Elaboracion propia
AT5G07690 MYB29 GTGTACGAGACACCGAAATATGA ACATGAAGACAACGGTGTAGAG Elaboracion propia
Gen normalizador

AT5G09810 ACTIN7 AGGGAGAAGATGACTCAGATC GTGTGAGACACA CCATCACC Xuetal., 2017
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 ldentificacion de metabolitos

La identificacion de metabolitos se realizo gracias a la comparacion de los espectros
de masas y sus patrones de fragmentacion obtenidos en los analisis UPLC/ESI-QTOF-
MS con la estructura quimica de los analitos previamente identificados o disponibles en
bases de datos (Massbank, metlin o HMDB), encontrados en diferentes referencias
bibliograficas, como en el caso de Glauser et al., (2012) y Zandalinas et al., (2012). Por
ejemplo, en el patrén de fragmentacién de casi todos los glucosinolatos (Tabla 3), se
puede detectar la presencia de un ion caracteristico a 96.96 m/z, correspondiente al anion
bisulfato (HSO4") liberado después de su disociacion, inducida por el proceso de
ionizacion (“in source dissociation”). De este modo, los fragmentos de una molécula
liberados tras la colision generan un patrén Gnico en el espectro de masas gracias al cual
se pueden identificar dichas moléculas.

Como se puede observar en la Tabla 3, un total de 23 metabolitos pudieron ser
identificados y clasificados en los siguientes grupos: compuestos fendlicos (formas cis y
trans de la coumaroilagmatina, SA y su forma glucosilada, sinapoil glucosa y sinapoil
malato), oxilipinas (JA, 12-OPDA, dnOPDA vy JA-ile) y, finalmente, glucosinolatos y
otros compuestos relacionados (inddlicos y alifaticos, camalexina y su precursor el

acido dihidroxicamaléxico o DHCA).

4.2 Efectos de los elicitores sobre los diferentes fondos genéticos

A continuacién, se evalué el impacto provocado por los tratamientos de estrés sobre
los metabolitos identificados en el apartado anterior para cada uno de los experimentos.
De este modo, se pretendié evaluar la hip6tesis principal de este proyecto, en la que se
plantea la existencia de algun tipo de interaccion entre estos metabolitos y las rutas de

sefializacién hormonal.
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Tabla 3. Relacion de los metabolitos identificados mediante UPLC, en la que se incorpora el tiempo de retencion en minutos, la relacion masa-carga y su 2

fragmentacion. EI método de ordenacion corresponde a un sistema de agrupacion basado en su naturaleza quimica. En la Gltima columna, se han destacado

en negrita los iones cuantificadores.

Nombre Formula | lonizacion Retepcién Precursor m/z .
(min.) fragmentacion

COMPUESTOS FENOLICOS
t- cumaroilagmatina C14H20N40; [M + H]* 6.01 27717 [ 277,147,119
¢- cumaroilagmatina C14H20N402 [M + H]* 6.89 277.17 277, 147, 119, 102
Sinapoil Glucosa C17H22010 [M + H]* 7.19 387.12 387, 225, 207, 177
Sinapoil Malato Ci15H1609 [M + HT* 8.42 341.08 341, 323, 207
SA (Acido salicilico) C7HsO3 [M—-H]- 9.07 137.02 137, 93
SAGE (Glicosil salicilato) C13H160s [M-H]- 5.89 299.08 299, 137, 119, 93
Escopolina (2H-1-Benzopiran-2-ona, 7- (B-D- C16H1809 [M+H] 4,80 395,12 395, 193
glucopiranosiloxi) -6-metoxi-)
Escopoletina (7-hidroxi-6-metoxicromen-2-ona) | C10HsO4 [M+H]" 5,62 193,05 193
OXIPILINAS
JA (Acido jasmonico) C12H1803 [M + H]* 10.79 209.11 [ 209, 193, 151, 133
120PDA (Acido 12-oxo fitodienoico) C18H2003 [M-H]- 10,37 291,19 291, 265
DnOPDA (Acido dinor-12-oxo-fitodienoico) C18H20NO4 [M+HJ 10,93 265,18 265
JA-ile C18H29NO4 [M-H]- 8,39 322,20 322, 266
ESTANDAR INTERNO

. . L y [M — H]-/ 283, 270, 242,

Biochanina A (5,7-dihidroxi-4-metoxiisoflavona) C16H1205 [M + H* 12.96/12.96 | 283.07/285.07 213/2852,12168, 239,

23



Regulacion del metabolismo secundario en A. thaliana

. .__ .. | Retencion m/z
Nombre Formula | lonizacion : Precursor .
(min.) fragmentacion
GLUCOSINOLATOS INDOLICOS Y COMPUESTOS RELACIONADOS
13M (indol-3-ilmetil glucosinolato) C16H18N209S2 [M-H]- 4.89 447.06 447, 96
4-MeO-13M (4-metoxiindol-3-ilmetil C17H22N2010S2 | [M —H]- 7.03 477.06 477, 96
glucosinolato)
1-MeO-13M (1-metoxiindol-3-ilmetil C17H22N2010S2 | [M —H]- 7.73 477.06 477, 44, 96
glucosinolato)
Camalexina (3-(1,3-thiazol-2-yl)-1H-indol) C11HgN2S [M+H]" 11.08 201.05 201, 174, 160, 142, 59
DHCA (4cido dihidrocamaléxico) C12H10N202S [M+H] 5.59 247.05 247, 201, 143, 118
GLUCOSINOLATOS ALIFATICOS
8MSO (8-metilsulfiniloctil glucosinolato) C16H31NO10Ss [M-H]- 6.57 492.10 492, 428, 96
8MTO (8-metiltiooctil glucosinolato) C16H31NOeSs [M-H]- 9.45 476.11 476, 96
4MTB (4-metiltiobutil glucosinolato) C12H23NOsSs M-H]J- 3.70 420.05 420, 259, 178, 96
5MTP (5-metiltiopentil glucosinolato) C13H25NOeSs [M-H]- 6.66 434.06 434, 96
7TMTH (7-metiltioheptil glucosinolato) C15H20NOoSs [M-H}- 8.64 462.09 462, 96
7MSH (7-metilsulfinilheptil glucosinolato) C15H26NO10S3 [M-H]- 3.91 478.09 478, 96
ESTANDAR INTERNO
[M — H]-/ 283, 270, 242,
Biochanina A (5,7-dihidroxi-4-metoxiisoflavona) C16H1205 [M + H* 12.96/12.96 | 283.07/285.07 | 213/285, 268, 239,
211
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4.2.1 Evaluacion del metabolismo secundario de los mutantes afectados en la

sintesis de glucosinolatos

Uno de los objetivos propuestos en este trabajo es el de caracterizar la respuesta
defensiva de Arabidopsis frente a estreses a nivel de la produccién de metabolitos,
empleando para ello lineas con alteraciones en la capacidad de produccion de
glucosinolatos indolicos y/o alifaticos. Para ello, se procede a analizar los resultados de
los mutantes atrlD, cyp79b2 cyp79b3 y gKO tratados tal y como se describe en la Seccion
3.2.
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Figura 4. Cuantificacion relativa de los niveles de glucosinolatos indélicos y camalexina (A, indol-3-
ilmetil glucosinolato; B, 4-metoxiindol-3-ilmetil glucosinolato; C, 1-metoxiindol-3-ilmetil glucosinolato;
D, camalexina), en los genotipos Col-0, atrlD, cyp79b2/b3 y qKO en respuesta AgNO3, MeJA y SA. Los
asteriscos (*) denotan significacion estadistica en P < 0,05 con relacion a los controles (CT). Las letras
distintas denotan diferencias estadisticas entre genotipos y tratamientos en P < 0,05.

Los niveles de glucosinolatos inddlicos (Figura 4) muestran varios resultados
esperados teniendo en cuenta los genotipos estudiados (Celeza et al., 2005). EI mutante
de sobreexpresion de GNIs (atrlD) presenta niveles de glucosinolatos indélicos totales
que son 20 veces superiores a los que encontramos en Col-0, aunque algunos de ellos
como el 4-MeO-13M apenas varian entre el mutante atrlD y Col-0, lo cual indicaria que
sus niveles podrian no estar regulados por el gen codificado por atrlD, AtMYB34. Sin
embargo, la camalexina y otros glucosinolatos indolicos presentan valores diferenciales

bajo el tratamiento con AgNOs respecto del control tratado con agua tanto en Col-0 como
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en atrlD, viéndose las mayores diferencias para la camalexina donde sus niveles en Col-
0 fueron 8 veces superiores a los del mutante atrlD (Figura 4, D), lo que apunta a una
regulacion diferencial de la acumulacion de camalexina en Col-0y atrlD, concretamente
podria tratarse de una derivacion del flujo de sustrato inddlico hacia la produccion de
GNIs y no camalexina, resultado de la sobreexpresion de AtMYB34. En otras especies
como B. juncea, el tratamiento con MeJA y SA como elicitores tuvo como resultado el
incremento de los niveles de glucosinolatos indolicos sugiriendo que este grupo de
compuestos podria ser una diana principal de estas rutas de sefializacion (Augustine y
Bisht, 2015). Aunque en Zandalinas et al. 2012, utilizando el mismo sistema de elicitacion
con AgNO:s, los niveles de 13M se vieron reducidos siguiendo una tendencia similar a la
de este trabajo. Por otro lado, tenemos a los mutantes deficientes en glucosinolatos
inddlicos y/o alifaticos (cyp79b2 cyp79b3 y gKO) que presentan valores practicamente
indetectables para estos compuestos debido a que su ruta de biosintesis estd truncada
(Figura 3). Los datos analiticos confirman el fenotipo esperado de hiperacumulacion o
ausencia de metabolitos indélicos descrito en otros trabajos (Zandalinas et al., 2012;
Senderby et al., 2007; Zhao et al., 2002). En cuanto a los efectos de los diferentes
tratamientos, el AgNOz muestra un impacto claro que va en la misma direccion sobre el
metabolismo secundario de todas las lineas estudiadas, mientras que el SA parece tener
un efecto diferente que podria deberse a que este elicitor estaria estimulando otros
subconjuntos de genes de sintesis de GNs (Mitreiter y Gigolashvili 2020; Augustine y
Bisht, 2015).

En el caso de los glucosinolatos alifaticos (Figura 5), podemos observar cémo no
parece haber una acumulacion significativa segun tratamiento en ningun caso, al contrario
que en los GNIs (Figura 4). Por ejemplo, el MeJA parece no tener ningun efecto sobre
los glucosinolatos alifaticos, lo que también se da en otras especies como B. juncea
(Augustine y Bisht, 2015) aunque se ha descrito un efecto menor sobre la acumulacion
de los GNAs cuando se emplea JA (Mitreiter y Gigolashvili 2020). No obstante, si
comparamos la respuesta seguin genotipos se puede observar como para el mutante atr1D,
que esta caracterizado por presentar elevadas concentraciones de glucosinolatos
indolicos, y para el mutante cyp79b2cyp79b los glucosinolatos 8BMSO y 8MTO presentan
valores hasta 3 veces menores que en las plantas del ecotipo Col-0 (P<0,05). Sin embargo,
los niveles de glucosinolatos 4MTB y SMTP son mayores para ambos mutantes que para

el Col-0 (Figura 5). Esto podria indicar un control coordinado de las diferentes rutas
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biosintéticas de glucosinolatos, por el que la inhibicion de una clase de estos metabolitos
resulta en un aumento compensatorio en otra clase y viceversa (Martinez-Ballesta et al.,
2015; Malitsky et al., 2008). En cuanto al cuadruple mutante, este presenta valores
similares a los analizados en la Figura 4, pues su ruta de biosintesis de GNAs también
esta afectada (Figura 3) (Zandalinas et al., 2012; Senderby et al., 2007; Zhao et al., 2002).
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Figura 5. Cuantificacion relativa de los niveles de glucosinolatos alifalicos (A, 8-metilsulfiniloctil
glucosinolato; B, 8-metiltiooctil glucosinolato; C, 4-metiltiobutil glucosinolato; D, 5-metiltiopentil
glucosinolato; E, 7-metiltioheptil glucosinolato; F, 7-metilsulfinilheptil glucosinolato) en los genotipos
Col-0, atrlD, cyp79b2/b3 y KO en respuesta AgNO3, MeJA 'y SA. Los asteriscos () denotan significacion
estadistica en P < 0,05 con relacion a los controles (CT). Las letras distintas denotan diferencias estadisticas
entre genotipos y tratamientos en P < 0,05.

A nivel hormonal, en la Figura 6 podemos ver la cuantificacion relativa de las
hormonas de respuesta al estrés JA y SA, junto con algunos de sus precursores y otros
compuestos relacionados. Como se puede observar, en el caso de las oxilipinas el
tratamiento de AgNOs produce la respuesta mas pronunciada, como por ejemplo la
respuesta del genotipo silvestre Col-0 (30 u g* en 12-OPDA 6-10 veces superiores a los
de cualquier otro genotipo estudiado) (Figura 6, A, B, C y D), siendo la respuesta de los
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mutantes significativamente menor respecto de esta (P<0,05). lgualmente, parece
destacable la acumulacidon de estas oxilipinas en los mutantes deficientes en GNs
(cyp79b2 cyp79b3 y gKO), en contraste con los datos del hiperacumulador de GNIs,
atrlD. Por otro lado, los mutantes cyp79b2 cyp79b3 y gKO presentan unos niveles de SA
y SAGE (Figura 6, E y F) similares y significativamente superiores respecto de sus
controles (P<0.05), destacando la posible interaccion entre SA y GNs indélicos. Teniendo
en cuenta todos los datos analizados, los resultados indican una reduccion de los niveles
de precursores y derivados de JA'y SA, asi como las propias formas activas, en respuesta
a la perturbacion de las rutas de biosintesis de los glucosinolatos, por lo tanto, como
afirman Chen et al., (2012) esto apuntaria a que las redes hormonales en las que estan
implicadas el JA y SA estan conectadas al metabolismo de los glucosinolatos y su

acumulacién depende en gran medida de la presencia de estas hormonas.
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Figura 6. Cuantificacion relativa de los niveles de las hormonas JA y SA, algunos de sus precursores
y derivados, (A, ac. 12-0xo fitodienoico; B, &c dinor 12-0xo fitodienoico; C, &c. jasmonico; D, jasmonato
isoleucina; E, ac. Salicilico; F, glicosil salicilato) en los genotipos Col-0, atrlD, cyp79b2/b3 y qKO en
respuesta AgNOs, MeJA 'y SA. Los asteriscos (*) denotan significacion estadistica en P < 0,05 con relacion
a los controles (CT). Las letras distintas denotan diferencias estadisticas entre genotipos y tratamientos en
P <0,05; n.s., no significativo.
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Otra de las rutas que se activa en respuesta a estrés, y permite completar la
caracterizacion de la respuesta metabolica a los diferentes tratamientos, es la de los
fenilpropanoides (Yadav et al., 2020). En este trabajo se analizd la composicién en
algunos compuestos fenolicos que podemos encontrar identificados en la Tabla 3. Asi
pues, en la Figura 7 encontramos la cuantificacion relativa de dos metabolitos
relacionados con esta ruta (Figura 7, A y B), cuyos niveles basales y de acumulacion son
significativamente superiores (P<0,05) en cyp79b2 cyp79b3 y gqKO respecto del ecotipo
y del hiperacumulador, que no presentd acumulacion significativa. De igual modo, otro
compuesto de esta ruta, la sinapoil glucosa (Figura 7, C), presentd niveles basales
significativamente menores en el mutante atr1D respecto de los otros genotipos (hasta 10
veces por debajo del ecotipo Col-0, 20 u g* contra 10 u g** en atr1D). Por Gltimo, uno de
los compuestos finales de la ruta, el sinapoil malato, presentd valores significativamente
mayores de acumulacion en los mutantes atrlD y gKO, donde los tratamientos no parecen
ejercer ningun efecto diferencial. Si tenemos en cuenta que, segun Zhang et al., (2020),
los mutantes de Arabidopsis con defectos en la biosintesis de GNs también muestran
defectos en la produccion de fenilpropanoides, debido a la acumulacion de aldoximas o
sus derivados, podemos dar sentido a nuestros resultados, ya que el mutante que muestra
datos de hiperacumulacion en la ruta biosintesis de GNIs muestra los valores menos

destacables de acumulacion de estos compuestos (Zhang et al., 2020; Hemm et al., 2002).
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4.2.2 Evaluacion del metabolismo secundario de los mutantes relacionados con SA vy
JA

Otro de los objetivos propuestos es el de comprobar la relacion entre tratamientos,
regulacion hormonal y produccion de metabolitos secundarios en mutantes de Arabidopsis
deficientes en la sefializacion o produccion de SA o JAs. Para ello, se procede a analizar los
resultados de los mutantes de sefializacion hormonal jail-1/jin1-2 y nprl, ademas de los

mutantes de biosintesis ics2 y jarl, tratados tal y como se describe en la Seccion 3.2.

4.2.2.1 Respuesta de los mutantes de sefializacion de SA y jasmonatos
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Figura 8. Cuantificacion relativa de los niveles de glucosinolatos ind6licos y Camalexina (A, indol-3-ilmetil
glucosinolato; B, 4-metoxiindol-3-ilmetil glucosinolato; C, 1-metoxiindol-3-ilmetil glucosinolato; D, camalexina)
en los genotipos Col-0, jail y nprl en respuesta AgNOs;, MeJA y SA. Los asteriscos (*) denotan significacion
estadistica en P < 0,05 con relacion a los controles (CT). Las letras distintas denotan diferencias estadisticas entre
genotipos y tratamientos P < 0,05.

En cuanto a los glucosinolatos indélicos (Figura 8), podemos ver una respuesta diferente
para cada compuesto segln el tratamiento y el mutante observado. En el caso de 13M (Figura
8, A), el tratamiento con MeJA provoca un aumento significativamente mayor con respecto al
control para todos los genotipos analizados (P<0.05) alcanzando valores que doblan el resto de
los tratamientos (60 u g en Col-0, 80 u g en jail, 140 u g* en nprl). Llama la atencion que
este resultado difiere de los valores obtenidos con los anteriores genotipos (Figura 4) por lo
que el experimento va a ser repetido. Por otro lado, para 4-MeO-13M (Figura 8, B), el

tratamiento con MeJA solo tiene un efecto significativo en el mutante jail-1/jin1-2 con una
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media de 60 u g, mientras que en el mutante nprl es el AgNOs; el que produce una mayor
acumulacion con una media de 30 u g*. Finalmente, para el compuesto 1-MeO-13M (Figura 8,
C), el tratamiento con MeJA también deja valores significativamente mayores para el ecotipo
Col-0, alcanzando las 40 u g mientras que en el mutante nprl son significativos los valores
por el tratamiento con SA, con 25 u g. Por otro lado, los valores de camalexina (Figura 8, D),
son significativamente mayores Gnicamente en el caso de las plantas tratadas con AgNOs, con
un incremento muy similar en el mutante de sefializacion de JA, jail-1/jin1-2, y en Col-0,
mientras que el mutante nprl muestra valores significativamente menores (P<0.05), casi 5
veces, que el resto de los genotipos. Estos valores apuntan a lo que se ha mencionado
anteriormente, el JA tiende a ser un elicitor que tiene un mayor efecto sobre los GNIs (Mitreiter
y Gigolashvili 2020; Augustine y Bisht, 2015). Sin embargo, los mutantes de las rutas de
sefializacion de SA y JA se ven afectados en la biosintesis de GNs, en comparacion con Col-0,
de forma similar a otros mutantes de la ruta de sefializacion de JA (myc2/3/4, en Chhajed et al.,
2020), corroborando la idea que el metabolismo de las hormonas JA y SA esta conectado con
el de los GNs, siendo claves para esta conexion los elementos de las rutas de sefializacion
MYC2 y NPR1 (Chen et al., 2012; Mikkelsen et al., 2003).
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Figura 9. Cuantificacién relativa de los niveles de glucosinolatos alifalicos (A, 8-metilsulfiniloctil
glucosinolato; B, 4-metiltiobutil glucosinolato; C, 7-metiltioheptil glucosinolato; D, 7-metilsulfinilheptil
glucosinolato), en los genotipos Col0, jail y nprl en respuesta a AgNQOs, MeJA y SA. Los asteriscos () denotan
significacion estadistica en P < 0,05 con relacion a los controles (CT). Las letras distintas denotan diferencias
estadisticas entre genotipos y tratamientos en P < 0,05.

Para analizar los niveles de glucosinolatos alifaticos, nos fijamos en la cuantificacion
relativa de los compuestos reflejados en la Figura 9 De forma general podemos ver como es el
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genotipo el que determina los incrementos relativos en los niveles de la mayoria de los
metabolitos. No obstante, en el caso del metabolito 8MSO (Figura 9, A), el tratamiento con
MeJA afecta de forma maés significativa, como ocurre con los GNIs (Figura 8), sobre todo en
el mutante nprl ya que casi duplica los valores de Col-0. Este patron se repite en el caso de los
compuestos 7MTH y 7MSH (Figura 9, C y D), que presentan una respuesta muy similar,
aunque con valores totales menores y no significativos. Por ultimo, en el metabolito 4MTB
(Figura 9, B), muestra valores menores en el mutante de sefializacion de SA, nprl, y su
acumulacién parece mayor en el mutante jail-1/jin1-2 y en Col-0. Estos datos estan en sintonia
con los publicados en Mikkelsen et al., (2003). La concentracion de glucosinolatos alifaticos,
como el 8MSO, aumentd después del tratamiento con MeJA sobre mutantes de sefializacion o
biosintesis de JA y SA. Ademas, parece que la acumulacién de estos viene determinada por
MYC2, actuando como regulador positivo de la ruta de biosintesis de GNAs (Mitreiter y
Gigolashvili 2020).
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diferencias estadisticas entre genotipos y tratamientos en P < 0,05. 32
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A nivel hormonal, si nos fijamos en la Figura 10, podemos ver como el tratamiento con
AgNO:s afecta a Col-0 y al mutante jail-1/jin1-2, dando lugar a incrementos significativos en
todos los metabolitos analizados, hecho que no se observa en el mutante nprl (Figura 10). Esto
podria deberse que, a nivel de sefializacion, la mutacién en NPR1 esté teniendo algun efecto
maés alla de la ruta de sefializacion de SA, afectando a otras redes hormonales, como la del JA
(Berens et al., 2017; Pieterse et al., 2012). Por otro lado, los tratamientos MeJA y SA son
capaces de provocar aumentos significativos, en la cuantificacion relativa de JA y del SA
respectivamente (Figura 10, C y D), en todas las lineas con respecto a sus propios controles
(CT) (P<0,05). Segun Dempsey et al., (2011), el tratamiento exdgeno con SA induce la
expresion de varios de los genes que participan en la ruta de biosintesis de esta misma hormona,
lo que explica los valores obtenidos. De igual modo, en otras especies como el Kiwi, el elicitor
MeJA es capaz de incrementar la expresion del JA enddgeno (Wei et al., 2021). En ambos
casos tampoco podemos descartar que se estén detectando la hormona exdgena porque el

tratamiento dura solamente 24 horas.
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Figura 11. Cuantificacién relativa de los niveles de compuestos fendlicos (A, t-coumaroilagmatina; B, c-
coumaroilagmatina) en los genotipos Col-0, jail y nprl en respuesta AgNOs, MeJA y SA. Los asteriscos (x)
denotan significacion estadistica en P < 0,05 con relacion a los controles (CT). Las letras distintas denotan
diferencias estadisticas entre genotipos y tratamientos en P < 0,05.

Para finalizar, como hemos mencionado anteriormente, es importante destacar la
respuesta de otros compuestos fenolicos (Tabla 3). En este caso (Figura 11), los valores en
ambos isémeros son significativamente mayores en todas las lineas sometidas a los
tratamientos con AgNOs y MeJA (P<0,05). En caso del tratamiento con AgNOs3, los valores
son similares entre el mutante jail y el ecotipo Col-0 (10 u g1 A, 4 u g* B), mientras que bajo
el tratamiento con MeJA son los datos de nprl los mas similares a los del ecotipo Col-0 (5u g
LA, 3 ug?B)y destacan significativamente los niveles de jail-1/jin1-2, entre 20 y 10 veces
por encima de los valores observados en CT. Por otro lado, el SA no parece tener efectos sobre
la acumulacién de estos compuestos en ninguna de las lineas estudiadas. Por lo tanto, nuestros

datos coinciden con lo mostrado por Wei et al., (2021), donde el MeJA aument¢ la actividad
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enzimatica del metabolismo de los fenilpropanoides e indujo la acumulacion de fenoles y
flavonoides en kiwi. EI mayor efecto observado sobre el mutante jail sugiere que el efecto de
AgNO3 y MeJA no depende directamente de MYC2, pero éste si podria actuar modulando la
acumulacién de estos compuestos (Yadav et al., 2020).

4.2.2.2 Respuesta de los mutantes de biosintesis de SA y jasmonatos
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Figura 12. Cuantificacion relativa de los niveles de glucosinolatos indélicos y Camalexina (A, indol-3-ilmetil
glucosinolato; B, 4-metoxiindol-3-ilmetil glucosinolato; C, 1-metoxiindol-3-ilmetil glucosinolato; D,
Camalexina) en los genotipos Col-0, ics2 y jarl en respuesta a AgNOs, MeJA y SA. Los asteriscos (*) denotan
significacion estadistica en P < 0,05 con relacion a los controles (CT). Las letras distintas denotan diferencias
estadisticas entre genotipos y tratamiento en P < 0,05.

En cuanto a los glucosinolatos indélicos (Figura 12), se pueden observar ciertas
diferencias atribuibles al tratamiento con AgNOz y a los diferentes genotipos analizados. En el
caso de los compuestos I13M y 4-MeO-I3M para el mutante jarl los valores basales son
significativamente mayores (P<0,05), (Figura 12, A y B), y cuando se trata con AgNOzs los
niveles de los compuestos 13M y 1-MeO-13M se reducen significativamente, al contrario de lo
que ocurre con la camalexina donde sus niveles se inducen en todos los genotipos y
especialmente en el mutante jarl (25 u g en Col-0 contra 55 u g* jarl) (Figura 12). En cuanto

al mutante jarl, la modificacion de los niveles de los GNIs y de la camalexina indicaria un
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efecto modulador de los JAs sobre los niveles de acumulacion de estos metabolitos (Mitreiter
y Gigolashvili 2020)
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Figura 13. Cuantificacién relativa de los niveles de glucosinolatos alifalicos (A, 8-metilsulfiniloctil
glucosinolato; B, 8-metiltiooctil glucosinolato; C, 7-metilsulfinilheptil glucosinolato) en los genotipos Col0, ics2
y jarl en respuesta a AgNOs. Los asteriscos (*) denotan significacion estadistica en P < 0,05 con relacion a los
controles (CT). Las letras distintas denotan diferencias estadisticas entre genotipos y tratamiento en P < 0,05.

Si nos fijamos en los glucosinolatos alifaticos (Figura 13), Unicamente es destacable una
acumulacién marginal de BMTO y 8MSO (Figura 13, Ay B) en Col-0 como respuesta a AgNO3
y, de igual manera, en ics2 y el descenso en jarl de 7MSH y 8MSO (30 u g* Col-0 contra 15
u g?jarl) (P<0,05, Figura 13, Ay C). En este caso la presencia del elicitor AgNQs inicia las
rutas de sefalizacion defensivas, como hemos mencionado anteriormente, y para el mutante
ics2 la ruta del JA se mantendria activa y estaria estimulando la biosintesis y la acumulacion
de GNAs (Mitreiter y Gigolashvili, 2020).

A nivel hormonal (Figura 14), los compuestos presentan un aumento significativo
provocado por el tratamiento en el mutante jarl, hasta 4 veces por encima comparado con sus
controles no tratados (CT). Para el mutante ics2, por ejemplo, los niveles totales de SAGE son
comparables a los del ecotipo Col-0 antes (1 u g1) y después (2 u g*) del tratamiento inductor
con AgNOs, asi como los de SA también son comparables a los del ecotipo Col-0 antes (0,5 u
gl) y después (2,5 u g1) del tratamiento con AgNOs tal y como se menciona en Dempsey et
al., (2011). En el caso de las oxipilinas, los datos de dnOPDA no han resultado significativos
en presencia de AgNOs3, por lo que no se muestran en esta figura.
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Figura 14. Cuantificacion relativa de los niveles de las hormonas, SA 'y derivados, (A, &c. 12-0xo fitodienoico;
B, 4c. jasmonico; C, ac. Salicilico; D, glicosil salicilato) en los genotipos Col-0, ics2 y jarl en respuesta AgNOs.
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Por dltimo, analizamos la respuesta de algunos compuestos fenolicos (Tabla 3), cuya
acumulacion observamos en la Figura 15. La t-coumaroilagmatina presenta niveles
significativamente mayores (P<0,05) en presencia de AgNOs en el mutante ics2 y en Col-0
pero no en el mutantes jarl, lo cual indica que el incremento de sus niveles en plantas tratadas
depende de JA, (Figura 15, A). En cambio, en el metabolito c-coumaroilagmatina (Figura 15,
B) se observa una reduccion de sus niveles respecto del control en el mutante jarl, pero un
incremento en el mutante ics2, lo que sugeriria papel positivo para el JA y negativo para el SA
en la produccion de este metabolito. Segin Ghamari et al., (2019), hormonas como el SA
conducen al incremento de la actividad en esta ruta, por ello cuando el elicitor AgNOs activa
estas vias hormonales se inician varios procesos defensivos, entre ellos la actividad PAL.
Ademas, lo que observemos en este genotipo bajo el tratamiento con AgNOs es paralelo a lo
que se ve en nprl (Figura 11), de modo que guarda relacidn con el papel del SA en la elicitacion

de estas respuestas metabolicas.
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Figura 15. Cuantificacion relativa de los niveles de compuestos fendlicos (A, t-coumaroilagmatina; B, c-
coumaroilagmatina; C, sinapoil glucosa; D, sinapoil malato) en los genotipos Col-0, ics2 y jarl en respuesta a
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letras distintas denotan diferencias estadisticas entre genotipos y tratamiento en P < 0,05.
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4.3 Efectos de los elicitores sobre los genes de interés

Analizamos los niveles de ARNm de los genes que se detallan en la figura 16,
relacionados con los metabolitos de interés para este estudio. En primer lugar, PR-1 es un gen
PR (Relacionados con Patogénesis) que se usa habitualmente como marcador para la expresion
génica en respuesta a SA (Pieterse et al., 2012). A continuacion, ORAS59 que pertenece a la
familia de los ERF, que se ha involucrado en la respuesta frente a patégenos regulada por las
hormonas etileno y JA, y el gen PDF1.2, siendo ambos marcadores de la respuesta mediada
por el JA (Pieterse et al., 2012). Posteriormente, se incluyen dos genes que codifican para
enzimas del citocromo P450 catalizadoras de la biosintesis de la estructura central de los GNs
indolicos, CYP70B2, y alifaticos, CYP83A1 (Harun et al., 2020). Para finalizar, se analizan
los niveles de expresion relativos de algunos de los factores de transcripcién tipo MYB,
principales reguladores de la ruta de biosintesis de glucosinolatos tanto alifaticos, MYB29,
como indolicos, MYB51 y MYB34/ATR1 (Harun et al., 2020).
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Figura 16. Niveles de expresion relativos de genes relacionados con diversas rutas de
sefializacién en Arabidopsis, en los genotipos Col-0, atrlD, cyp79b2/b3 y gKO en respuesta
AgNOs3, MeJAy SA.
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Los niveles de expresion de PR1 fueron claramente inducidos por el tratamiento con
AgNOs en todos los genotipos mientras que el efecto del MeJA y SA se vio claramente
modificado en el mutante de sobreexpresion de GNIs, atrlD donde se observé una reduccion
de la expresion de PR1, ORA59 y de PDF1.2, lo cual sugiere una reduccion de la sefializacion
de JAsy SA. Esta reduccion podria deberse a la elevada presencia de estos GNIs en el mutante
(Figura 4 y 5), indicando una comunicacion entre la ruta de biosintesis de GNIs y las rutas de
sefializacion de JAsy SA. En los mutantes los mutantes cyp79b2 cyp79b3 y gKO, los resultados
no fueron tan claros, aunque si se observo cierta modulacion de la respuesta a los elicitores, lo
cual indicaria un posible efecto compensatorio entre las rutas de sefializacion de SA 'y JAs para
regular la biosintesis de los glucosinolatos donde, se equilibraria la ausencia de GNIs con la
presencia de GNAs (Figura 5) (Martinez-Ballesta et al., 2015)

En cuanto al resto de genes, en general, el patron de expresién parece estar en
consonancia con los perfiles alterados de glucosinolatos observados. Por ejemplo, la expresion
del gen CYP79B2 no cambid en respuesta a los tres elicitores en el mutante atr1D, pero el gen
CYP83AL si modificd su patron de expresion, aunque solo en presencia de las hormonas JAs
y SA, lo que concuerda con los resultados de la Figura 5. El factor de transcripcion que regula
la biosintesis de GNAs, MYB29, presentd unos resultados muy similares en todos los fondos
mutantes estudiados (Figura 16) pero, por el contrario, MYB51 y MYB34/ATR1, factores de
transcripcion implicados en la regulacion de la biosintesis de GNIs, presentaron una mayor
expresion en cyp79b2 cyp79b3 y gKO bajo el tratamiento con JA y SA coincidiendo con lo
publicado por Mitreiter, y Gigolashvili, (2020) y Augustine y Bisht, (2015), confirmando que
los mayores niveles de GNAs observados en estos mutantes se producen por una regulacién

cruzada entre ambos tipos de glucosinolatos.
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5. CONCLUSIONES

En el presente trabajo hemos estudiado la respuesta del metabolismo secundario de Arabidopsis
thaliana a tres tratamientos elicitores de las respuestas defensivas de las plantas como es la
hormona SA, el MeJA 'y el AgNO3, focalizandonos en la posible interaccion de un tipo de estos
metabolitos secundarios, los glucosinolatos, con las rutas biosintéticas y de sefializacion

hormonal del JA 'y SA, obteniendo las siguientes conclusiones:

e Se observa un control coordinado de ambas rutas biosintéticas de los glucosinolatos,
indolicos y alifaticos, de forma que la inhibicion de una clase de estos metabolitos
resulta en un aumento compensatorio en la otra clase y viceversa.

e Enel mutante atrlD, hiperacumulador de GNIs, se obtiene de forma general una menor
acumulacion en todos los metabolitos estudiados, indicando una atenuacion de la
regulacion mediada por JAs y SA. Los datos de regulacion génica corroboran esta
hipétesis.

e La sefalizacion por JAS parece ser una pieza importante en la regulacion de varios
metabolitos como de algunos glucosinolatos y fenilpropanoides, tal como indican el
analisis de los mutantes jarly jail-1/jin1-2.

e La sefalizacion por SA tendria influencia positiva en las rutas de biosintesis de
camalexina.

e La eficiente produccion de glucosinolatos inddlicos en respuesta a los tratamientos
elicitores, en cambio, parece requerir la activacion de las rutas de JA y SA.

En conjunto, los datos apoyan la nocion de que la sefializacion mediada por JA'y SA regula, al
menos en parte, la biosintesis de glucosinolatos y otros compuestos indolicos. Al mismo tiempo
que, la ausencia de éstos o su sobreproduccion, tiene un efecto compensatorio sobre la

produccién de JAs 'y SA 'y, posiblemente, sobre sus rutas de sefializacion.
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