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TAE: Tris-Acetate + Na2-EDTA

TCA: Tricarboxylic acid

TE: Tris-Cl + Na2-EDTA

Tm: Melting temperature

Tris: Trishydroxymethyl aminomethane

U: Unit (Enzyme activity)

v/v: Relacion volumen-volumen/Volume-volume ratio

w/v: Relacién peso-volumen/Weight-volume ratio

WT: Genotipo silvestre/Wild-type

X g: Gravitational acceleration

X-gal: 5-bromo-4-chloro-3-indolyl B-D-galactopyranoside

A: Deletion/Delta

ug: Microgramo/Microgram

uL: Microlitro/Microliter

MM: Micromolar






RESUMEN

El 6xido nitrico es una molécula sefializadora con funciones importantes y variadas tanto
en plantas como en hongos. En plantas, ha sido estudiado ampliamente en sus funciones
de desarrollo, metabolismo y respuesta a enfermedades. Influye en los procesos de
germinacion, crecimiento radicular, respiracién, cierre estomatico y respuestas
adaptativas a estreses bidticos y abidticos. En el caso de los hongos la biosintesis y las
funciones fisiologicas de esta molécula han sido estudiadas de forma muy limitada,
aunque estudios recientes indican que el NO participa en numerosos procesos fisiologicos
también en este grupo de organismos. En nuestro grupo de investigacion trabajos
anteriores han elucidado un rol del NO durante la germinacién y desarrollo temprano.
Ademas, también se ha detectado la presencia de NO en el nicho y se ha observado como
las alteraciones en la homeostasis del NO afectan el desarrollo de la raiz primaria y
proliferacion de células meristematicas. A su vez, se han detectado alteraciones en la
biosintesis, el transporte y sefializacion de auxinas en los mutantes de la homeostasis de
NO. El NO también posee un amplio papel sefializador en hongos, participando en
procesos que van desde la infeccion y colonizacidn hasta la modulacién del metabolismo
secundario y desarrollo tanto sexual como asexual. Estudios previos han permitido
caracterizar el sistema de detoxificacion de NO en B. cinerea basado en Ia
flavohemoglobina BCFHG1. Esta constituye el principal, y probablemente unico,
mecanismo detoxificador de NO en B. cinerea. Bcfhgl se induce con la aplicacion de NO
exdgeno y muestra un patron de expresion in planta que podria conferir ventajas
adaptativas a un patdgeno necroétrofo durante el proceso de infeccién. Tomando en
cuenta los trabajos antecedentes de esta tesis doctoral, cabe destacar que la sensibilidad
de B. cinerea a NO exdgeno parece depender estado de desarrollo, por lo que podria
sugerirse que durante el establecimiento de una interaccion entre B. cinerea y su huésped
existe un flujo de NO al que pueden responder tanto la planta como el patégeno siendo,
a su vez una estrategia de defensa de la planta y un medio del hongo para facilitar la

infeccidn.

Esta tesis doctoral esta dividida en tres capitulos cuyo eje central es la implicacion del NO

en la interaccion de B. cinerea con la planta huésped. En la misma se analizaran diferentes



mutantes afectados en la homeostasis de NO en la planta modelo Arabidopsis thaliana.
Se trabajard, ademads, con otras especies de interés agrondmico como son Vitis vinifera y

Phaseolus vulgaris.

En el capitulo uno se presentan resultados relativos a la accién del NO respecto al
metabolismo secundario con especial interés en los glucosinolatos. Los glucosinolatos son
un grupo de metabolitos secundarios encontrados en 16 familias botanicas de plantas
dicotiledéneas angiospermas y particularmente abundantes en la familia Brassicaceae,
especialmente importantes en la defensa frente a insectos y patégenos. A pesar de la
importancia del NO como molécula sefializadora, la cantidad de estudios sobre la
presencia y funcidn en las interacciones planta-patégeno es limitada y esta limitacién en
la literatura se hace mas evidente si nos adentramos en la influencia del NO en la
produccion de metabolitos secundarios. En este trabajo, nuestro objetivo ha sido
estudiar el papel del NO durante la interaccidn B. cinerea-A. thaliana con especial énfasis
en el metabolismo secundario. Los resultados relativos a la produccién de compuestos
fendlicos y glucosinolatos, utilizando tanto mutantes de Arabidopsis como cepas de B.
cinerea afectadas en la homeostasis del NO, seran presentados y discutidos con mas

detalle en este capitulo.

El capitulo dos esta enfocado en el andlisis de la funcién de la/s nitrilasa/s en el hongo B.
cinerea. Los nitrilos son compuestos orgdnicos que contienen un grupo funcional (-CN) y
suelen ser producidos como metabolitos de defensa de las plantas. Las nitrilasas catalizan
la hidrdlisis de estos compuestos a sus acidos carboxilicos correspondientes. Puede que
las nitrilasas formen parten de mecanismos que faciliten la colonizacién de las plantas y
que tengan un rol en la sintesis hormonal, la utilizacion de nitrégeno y el catabolismo de
glucosinolatos. B. cinerea posee 4 genes codificadores de nitrilasas (Bcin02g03010,
Bcin149g00790, Bcin05g04960 and Bcin12g06180). De estos cuatro genes, previamente se
ha comprobado que dos son altamente inducidos con la aplicacion de NO exdgeno. Esta
induccion es mayor en los mutantes del gen BCFHGI1, codificador de una
flavohemoglobina, la cual constituye el método principal de detoxificacion de NO que
posee el hongo y le confiere proteccion frente a estrés nitrosativo. El capitulo estara
centrado en el analisis funcional de la nitrilasa codificada por el gen Bcin12g06180, la cual

presentaba la mayor induccidn en dicho mutante con la aplicacion de NO exdgeno.



Por ultimo, tomando en cuenta la importancia de las enzimas nitrilasas en la degradacién
de los glucosinolatos y la influencia del NO sobre esta en el sistema de B. cinerea,
decidimos analizar la actividad nitrilasa en Arabidopsis. Arabidopsis posee cuatro genes
codificadores de nitrilasas (NIT1-NIT4), nombrados consecutivamente en el orden de su
descubrimiento. Los mutantes de la homeostasis del NO de Arabidopsis podrian estar
afectados en la degradacién de glucosinolatos y/o sus productos de hidrdlisis por lo que
el objetivo de este capitulo es la evaluacidn de estas enzimas en un sistema afectado en

la homeostasis de NO.
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1.1 El 6xido nitrico (NO)

En el afio 1901, el explorador britdnico Sir Aurel Stein descubrié escondidos en un templo
budista de China “Los manuscritos de Dunhuang” de los que formaba parte el libro
impreso mas antiguo del mundo: el “Sutra del Diamante”. Este libro describe practicas
médicas chinas que rondan el afio 800 E.C. Uno de los tratamientos para la angina de
pecho mencionados en este libro era la colocacion de nitrato de potasio (KNOs) bajo la
lengua, “garantizando” la cura. Aunque este tratamiento médico milenario ya matizaba
los efectos del éxido nitrico (NO), no fue hasta 1990 cuando se elucidd el mecanismo d de

este efecto y la formacién de esta molécula (Ignarro, 2019).

Jean-Baptiste van Helmont, uno de los alquimistas mas importantes de sus tiempos, es
generalmente considerado el descubridor del NO en el siglo XVIII. Van Helmont describid
la formacion de un gas rojo a partir de la reaccion de la plata con acido nitrico, este gas
no era NO, si no didxido de nitrégeno (NO2), pero abrié las puertas para que Joseph
Priestly, reportara el NO como una entidad quimica Unica en 1772. Mas adelante, John
Dalton, padre de la quimica moderna, con sus experimentos con NO, bosquejaba los
principios de su teoria atdmica (Figura 1) (Priestley, 1772; Usselman, 2007; Ignarro, 2019;
Lancaster, 2020).

Aungque en sus principios se consideraba Unicamente como un gas téxico y contaminante,
debido a sus caracteristicas quimicas altamente reactivas, se ha ganado su lugar como
una molécula sefializadora ampliamente estudiada. Aun siendo una molécula pequeiia,
simple y altamente tdxica, el NO posee caracteristicas Unicas y una gran cantidad de

efectos fisioldgicos importantes tanto en animales como plantas y hongos (Ignarro, 2019).


https://es.wikipedia.org/wiki/Potasio
https://es.wikipedia.org/wiki/Nitr%C3%B3geno
https://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno

Figura 1. Representacion quimica del NO. Simbolo utilizado por John Dalton para la molécula de
NO, padre de la quimica moderna; version con la representacion del electron impar (adaptada de

Lancaster, 2020).

Uno de los mayores descubrimientos relacionados con el NO es el trabajo de Palmer,
Ferrige y Moncada, publicado en junio de 1987 por la revista Nature. En este articulo
titulado “Nitric oxide release accounts for the biological activity of endothelium-derived
relaxing factor” se identificaba que las células endoteliales liberaban NO y que este
compuesto tenia exactamente las mismas propiedades farmacoldgicas de lo que se
conocia en aquel momento como “Endothelium Derived Relaxing Factor” (EDRF).
Describiendo asi la primera sustancia quimica gaseosa producida por células vivas para

enviar sefiales intercelulares (Palmer et al. 1987; Berrazueta, 1999).

Pero la historia del NO como molécula sefializadora solo estaba empezando. En 1992 el
NO era proclamado como “molécula” del afio por la revista Science (Koshland, 1992)
(Figura 2) y en 1998 Robert Furchgott, Louis J. Ignarro y Ferid Murad obtenian el Premio
Nobel en Fisiologia o Medicina debido a sus “descubrimientos sobre el papel del NO como
molécula mensajera en el aparato cardiovascular”, a finales de la década de los 80.
Furchgott, a su vez, agradecid y pidié que fueran tomados en cuenta los trabajos de
Moncada: “I feel that the Nobel Prize Committee could have made an exception this year
and chosen a fourth person, Salvador Moncada (to share the prize)” (The Nobel Prize,

1998; Berrazueta, 1999).
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Oxide Society” en el afio de 1996.

1.1 Generalidades del NO

los patégenos (Nathan and Shiloh, 2000).
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Figura 2. Portada y editorial de la revista Science del afio 1992. Volumen 258, nimero 5090 p.

Tal es el impacto que ha tenido esta molécula en la comunidad cientifica que hasta la
fecha mas de 293.000 articulos que incluyen NO en el titulo han sido publicados y mas de
2.680.000 se refieren a él de alguna forma, ademds de la creacion de una revista cientifica

dedicada solamente a su estudio y la fundacién por parte de Louis Ignarro de la “Nitric

El NO puede tener efectos beneficiosos o perjudiciales dentro de la célula dependiendo
de su concentracion. A bajas concentraciones puede actuar como un segundo mensajero
controlando numerosos procesos fisioldgicos y a altas concentraciones el NO es una

molécula citotdxica utilizada por el huésped como parte de la respuesta defensiva ante



En sistemas animales, el NO tiene un papel importante como neurotransmisor y esta
relacionado con respuestas inmunoldgicas, relajacion muscular, sefializacion del oxigeno
(O2) y produccidon de energia por la via respiratoria. En bacterias, el NO induce genes
relacionados con la proteccién a estrés oxidativo y actia como una sefial en patogénesis
y resistencia. En 1998 se descubrié que el NO también tenia un papel en plantas y ha sido
estudiado ampliamente en su funcién en procesos del desarrollo, metabolismo vy
respuesta a enfermedades. Algunos de los procesos en los que la regulacion por NO se ha
demostrado incluyen la germinacidn, crecimiento radicular, respiracién, cierre
estomatico y respuestas adaptativas a estreses bidticos y abiéticos (revisado en Gupta et

al., 2011; revisado en Sanz et al., 2015).

En el caso de los hongos, a pesar de que en el afio 1996 se demostré que las células
fungicas producen NO, la biosintesis y las funciones fisioldgicas de esta molécula han sido
estudiadas de forma limitada en este reino (Ninnemann and Maier, 1996; Schinko et al.,
2020; Canovas et al., 2016). Estudios recientes indican que también en este grupo de
organismos el NO participa en numerosos procesos fisiologicos (Filippovich and

Bachurina, 2021).

1.2 Quimica del NO

EI NO es un gas incoloro e inodoro con muy baja solubilidad en agua (4.6 ml / 100 ml H.0
a 20 °C). Su peso molecular es de 30 g/mol, con un punto de evaporacion de -151,7 °Cy
una densidad en gas de 1,34 kg/m3. Es uno de los pocos compuestos estables que
contienen un numero impar de electrones, caracteristica que lo convierte en una

molécula altamente reactiva.

En un sentido amplio, la quimica del NO implica una matriz redox de especies como el
nitrosonio (NO+), el radical NO y el anidn nitroxilo (NO-), los cuales exhiben propiedades

y reactividades distintas (Gisone et al., 2004).

Desde un punto de vista bioldgico, podemos considerar como reacciones de gran

importancia las que involucran Oz y sus diferentes estados redox, como también las



reacciones con metales de transicidn, siendo de especial interés las reacciones con los
centros hierro-azufre de las proteinas, incluyendo varias proteinas involucradas en la

cadena de transporte de electrones mitocondrial y también enzimas (Henry et al. 1991).

Al reaccionar con Oz, el NO también genera peroxinitrito (ONOO-), y éste a su vez actua
como una agente nitrante y un poderoso oxidante modificando proteinas (formacion de
nitrotirosina). Este proceso es selectivo, reversible y se ha demostrado que existen rutas
dependientes e independientes de ONOO- para la nitracion in vivo (Davis et al. 2001);
también es capaz de modificar lipidos (oxidacion de lipidos, nitracion de lipidos), y acidos

nucleicos (oxidacion y nitracion del ADN).

Entre los efectos indirectos del NO, podemos mencionar la nitrosacion (proceso por el
cual el NO* se une a una amina, tiol, o grupo hidréxido), oxidacion y nitracién (Wink et al.
1993). Sin embargo, el método de accién mas estudiado del NO es la S-nitrosilacion de
proteinas, que se refiere al enlace covalente de un nitrosilo al grupo tiol de una cisteina.
Esta modificacién post traduccional afecta la actividad proteica ya sea por activacion,

inhibicidn o translocacidn (Kovacs and Lyndermayr, 2013).

Cabe destacar que cuando se discute la quimica y fisiologia del NO, se debe tener en
cuenta que el NO es un segundo mensajero con una alta capacidad de difusion por lo que
puede elicitar efectos relativamente alejados de su lugar de produccién. Por ende, la
concentracion y la fuente del NO son las causas mayoritarias que determinan sus efectos
biologicos (Wink and Mitchell 1998; Khan et al. 2014). En concentraciones bajas,
predominan los efectos directos del NO. A mayores concentraciones predominan los
efectos indirectos de las especies reactivas del nitrogeno (RNS) (Khan et al., 2014) (Figura

3).
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Figura 3. Bioquimica del NO: efectos directos e indirectos. (Adaptado de Thomas et al.

2009).

1.3 EI NO en plantas

El primer publicacion de que las plantas superiores utilizaban NO se realizé mucho antes
gue en animales por Fewson y Nicholas en el afio 1960, mientras que la emisién de NO en
plantas no fue observada hasta 1975, en soya (Glycine max) tratada con herbicida
(Klepper, 1979). Mas recientemente se ha demostrado que el NO tiene funciones
importantes en el crecimiento y desarrollo vegetal, incluyendo la germinacién, el
crecimiento radicular, nodulacidn, floracidn, regulacién del crecimiento del tubo polinico,
maduracion y senescencia de los frutos y respuestas a estreses bidticos y abidticos
(revisado en Corpas et al., 2013; revisado en Manrique-Gil et al., 2020). En la mayoria de
estos procesos fisiologicos, el NO participa como una molécula clave a niveles

intracelulares e intercelulares (Revisado en Corpas et al. 2013).



1.3.1 Homeostasis del NO en plantas

A la hora de considerar la homeostasis del NO en plantas hay que tener en cuenta por
una parte los distintos mecanismos o rutas de produccidén, y por otra, los distintos

mecanismos de secuestro y detoxificacion.

1.3.1.1 Produccién de NO en plantas

En mamiferos, la sintesis de NO es atribuida a la accion de las NO sintasas (NOS), las cuales
utilizan L-arginina, Oz, y NADPH, para producir NO (Stuehr, 1999). Con respecto a las
plantas, la produccion de NO es atribuida a diferentes fuentes enzimaticas y no
enzimaticas (Moreau et al., 2010; Gupta et al., 2011; Mur et al., 2013). Dependiendo del
criterio utilizado para definirlos se han descrito al menos siete rutas diferentes para la
produccion de NO en plantas, estas rutas de produccién, a su vez, pueden ser clasificadas

como oxidativas o reductoras (Gupta et al., 2011) (Figura 4).

La produccién de NO a partir de la L-arginina, poliaminas y la recién descubierta ruta que
utiliza hidroxilamina como sustrato, son rutas oxidativas, mientras que las vias
dependientes de la nitrato reductasa (NR), o la produccion de NO asociada con la

mitocondria y membrana plasmatica son reacciones reductoras (Gupta et al., 2011).

La via reductora no enzimdtica

En ciertas condiciones particulares, como un pH bajo, ambientes altamente reductores o
altas concentraciones de nitrato, la reduccidon de nitrito a NO puede ocurrir de manera no
enzimatica. Aunque este tipo de situaciones son raras, pueden significar una produccién

rapida y eficiente de NO a partir de nitrito (Bethke et al., 2004).

La via reductora enzimdtica

La nitrato reductasa (NR) es una enzima citoplasmatica multifuncional relacionada en la

asimilacion y metabolismo del nitrégeno. Es la enzima responsable del primer paso que



limita la velocidad de la asimilacion de nitrato, catalizando su reduccién y utilizando NADH

como donador de electrones (Campbell, 2001).

La importancia de la produccién de NO via actividad NR en fisiologia vegetal ha sido
claramente demostrada utilizando aproximaciones genéticas y farmacoldgicas (Wilson
et al., 2008; Mur et al., 2013). Por ejemplo, la utilizacion de mutantes de Arabidopsis
thaliana afectados en la actividad NR (nial, nia2, o el doble mutante nialnia2) revelaron
el importante papel de la produccidn de NO via NR en varios procesos como los
movimientos estomaticos, las respuestas hormonales, estreses abidticos, el desarrollo

radicular y floral (Hao et al., 2010; Xie et al., 2013; Lombardo and Lamattina, 2012).

Ademas de la participacion de la NR citoplasmatica, se ha descrito la intervencién de una
NR de membrana (Ni:NOR) en la producciéon de NO en plantas. Esta proteina solo se
encuentra en raices y produce NO desde nitrito en el apoplasto de las células utilizando

NAD(P)H (Stéhr et al., 2001).

Por otro lado, el NO puede ser producido desde nitrito como resultado de la accién de la
cadena de transporte de electrones mitocondrial. La produccidon de NO dependiente de
este mecanismo se ha demostrado en varias especies, incluyendo tabaco, guisante y
cebada (Gupta et al., 2005; Gupta and Kaiser, 2010). Esta reaccion se localiza en la
membrana mitocondrial, es dependiente de la disponibilidad de nitrato y requiere
condiciones de anaerobiosis, ya que el Oz inhibe la reaccién. Por este motivo, esta
reaccion se encuentra restringida a tejidos sujetos a condiciones hipdxicas, como las
raices, y su ocurrencia puede explicarse por la necesidad de un aceptor de electrones para
preservar la respiracion cuando el Oz es un factor limitante (Gupta and Igamberdiev,

2011).

La via oxidativa

Con la identificacion del NO como un mediador crucial en los procesos fisiolégicos
vegetales, innumerables estudios trataron de determinar las fuentes de produccién de
NO en el reino vegetal, buscando en primer lugar homélogos a la NO sintasa (NOS) de
mamiferos. Hasta ahora, se han descrito dos candidatos principales. Por una parte, una
variante P del complejo glicina-decarboxilasa en tabaco, pero estudios posteriores

demostraron que esta proteina no producia NO, por lo que los articulos referentes a esta



proteina fueron retractados. Por otra parte, se identificé un candidato en Arabidopsis
thaliana que presentaba homologia con una enzima implicada en la sintesis de NO en
Helix pomatia (Guo et al., 2003). Las investigaciones demostraron que el mutante
correspondiente estaba afectado en sus contenidos de NO, pero esta enzima, a la cual se
nombré inicialmente AtNOS1 (nitric oxide synthase 1), fue caracterizada mas adelante
como una proteina G pequeia (o pequena GTPasa) y renombrada en consecuencia como

AtNOAL1 (nitric oxide associated 1) (Moreau et al., 2008).

Por otro lado, a principios de 2010, se caracterizoé la primera NOS en el reino vegetal en
el alga Ostreococcus tauri. Esta enzima produce NO a partir de L-arginina de manera
similar a la NOS animal. La importancia de esta enzima en estrés por exceso de radiacién
también fue demostrada en este modelo (Foresi etal., 2010). Estos resultados
demostraron la posibilidad de la presencia de una NOS funcional y enddgena en plantas,
con un verdadero papel en su fisiologia. Pero, aunque se confirmé la presencia de NOS en
organismos fotosintéticos, también se demostré que ningun homodlogo de NOS ha sido
encontrado en los mas de 1000 transcriptomas de plantas terrestres analizados (Jeandroz
et al., 2016). Estos resultados, en consonancia con los intentos infructuosos de purificar
candidatos indican que en las plantas superiores probablemente no existe una NOS
candnica. Es probable que el gen NOS fuera transmitido por un ancestro comun antes de
la formacion del grupo eucariota y mas adelante fuera perdido en plantas terrestres,
siendo la NOS de las algas el Unico testimonio de estos eventos evolutivos (Jeandroz et al.,

2016; Santolini et al., 2017).
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Figura 4. Rutas conocidas de produccion y homeostasis del NO en plantas.

1.3.1.2 Mecanismos de secuestro y detoxificacion

Ciclo de las hemoglobinas

Las fitoglobinas (PGBs), anteriormente llamadas hemoglobinas no simbidticas (Hill et al.,
2016), son proteinas globulares con capacidad de unirse a pequefias moléculas gaseosas
como son el Oz, NO, CO, y el sulfuro de hidrégeno (H2S). Las fitoglobinas utilizan el motivo
hemo como cofactor (revisado en Gupta et al., 2011), el cual puede unirse a los sustratos
anteriormente mencionados, controlando su acumulacién, transporte, secuestro y
detoxificacion (Arredondo-Peter et al., 1998). En plantas, existen tres clases de PGBs que
incluyen las simbidticas (SymPGB y Lb), no-simbidticas (PGB0 1, y 2), y truncadas (PGB3)
(Hoy and Hargrove, 2008).

Las PGBs de clase 1y 2 tienen un papel protagonista en la regulacion de 02y NO, ya que

la primera regula el NO y la segunda controla la difusién contralada de Oz en los tejidos.
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Estas proteinas también estdn involucradas en el ciclo NO-fitoglobina bajo condiciones
hipodxicas, el cual se ha propuesto que atenua la inhibicion de la cadena de transporte
mitocondrial causada por la deficiencia de O.. Este ciclo aumenta los niveles de energia
gracias a la oxidacion del NAD(P)H, mejorando el transporte de protones, lo cual resulta

en la produccion de ATP (revisado en Manrique Gil et al., 2020).

Por otro lado, también se ha propuesto que las PGBs 1 y 2 pueden funcionar como NRs
bajo ciertas condiciones de hipoxia extrema (Tiso et al., 2012). EI NO a su vez, controla las
PGBs post-traduccionalmente indicando la existencia de un balance redox y niveles de

energia considerablemente afinados.

Sistema de la S-nitrosoglutation reductasa

El S-nitrosoglutation (GSNO) es una molécula derivada del NO, la cual es generada por la
interaccién del NO con el glutatién reducido (GSH) durante el proceso de S-nitrosilacién.
El GSNO se considera una reserva intracelular de NO, como también un medio de
transporte del NO en la célula, lo que permite al NO expandir su actividad bioldgica. El
GSNO es el S-nitrosotiol (SNO) de baja masa molecular (LMM) mas abundante. El nivel de
GSNO, y por ende la cantidad de proteinas S-nitrosiladas, es regulado por la enzima GSNO-

reductasa (GSNOR) (Lindermayr, 2018).

En plantas superiores, la primera descripcion de la actividad GSNO reductasa fue
conseguido en Arabidopsis. Gracias a la expresion heterdloga del ADNc correspondiente
(At5g43940) que codificaba una formaldehido deshidrogenasa glutation dependiente se

observé que la proteina recombinante reducia GSNO (Leterrier et al., 2011).

Reacciones no enzimdticas

Como se ha mencionado en secciones anteriores, el NO es una molécula altamente
reactiva. Tanto en plantas como animales, el NO se produce en los mismos lugares y al
mismo tiempo que las ROS. EI NO puede reaccionar con los aniones superdxido y da lugar
a ONOQO;, el cual es un fuerte agente oxidante relacionado con situaciones de estrés

oxidativo y, aunque, al contrario que animales, las células vegetales son resistentes al
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ONOQO;, la presencia de aniones superdxido influye en la concentracidon de NO disponible

interviniendo en los procesos de sefializacién (Delledone et al., 2011).

Por otro lado, en sistemas acuosos el NO reacciona con el Oz, dando lugar al didxido de
nitrogeno (NOz2), que posteriormente se degrada para dar lugar a NO2 y NOs™ (Neill et al.,

2003).

En la Figura 5 se presentan las rutas conocidas de secuestro y detoxificacion del NO en

plantas.

PGBs +GSH GSNOr
»GSNO l

! : GSSG+ NOy

F 3

NOs

NOyNO; )« ——»( OONO
+O;_: +027

Figura 5. Rutas conocidas de secuestro y detoxificacion del NO en plantas.
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1.3.2 Funciones fisioldgicas del NO en plantas

El NO desempeiia numerosas funciones fisioldgicas. Destaca en primer lugar su papel en
el proceso de germinacion de semillas. EI NO libre es necesario para que la germiacion se
lleve a cabo, interaccionando con el factor de transcripcién del tipo bZIP ABI5 (revisado
en Sanchez-Vicente et al., 2019). El NO se une directamente a ABI5, a traves de la S-
153

nitrosilacién de la Cys

2015).

, promoviendo su degradacion por el proteasoma (Albertos et al.,

El NO también estd implicado de forma importante en el desarrollo radicular, de hecho,
se ha descrito que el NO regula el crecimiento radicular mediado por auxinas (Aux) y esta
implicado en la divisidn y diferenciacion de las células localizadas en el meristemo de la

raiz primaria (Fernandez-Marcos et al., 2011; Sanz et al., 2014).

Otra etapa del desarrollo en la que el NO esta involucrado es la maduracion de los frutos.
El contenido de NO declina progresivamente durante la maduracién y la aplicacion de NO
exogeno retrasa este proceso. El NO previene el dafio por frio, promueve la resistencia a
enfermedades post cosecha y preserva el contenido nutricional (Palma et al., 2019). Asu
vez, el NO estd involucrado en la senescencia. Curiosamente, dependiendo del 6rgano su
efecto puede ser positivo o negativo. Por una parte, el NO ralentiza la senescencia en las
hojas, pero a la vez tiene un papel seifalizador para desencadenar la senescencia en los
nddulos radiculares. Es importante destacar el hecho de que el NO probablemente
interaccione con otros compuestos reguladores de la senescencia, como hormonas y ROS,
y que estos programas de senescencia son érgano-dependientes (Bruand and Meilhoc,

2019).

Por otro lado, aunque poco estudiado, el nUumero de publicaciones que vinculan el NO y
las ROS con la embriogénesis somatica ha ido en aumento en los ultimos afios. Se ha
demostrado que los compuestos inductores de estrés oxidativo aumentan los niveles
endoégenos de auxinas y promueven la desdiferenciacion celular (Pasternaket al.,
2002; Correa-Aragunde et al., 2006). Por su parte, en su trabajo con cultivos celulares de

alfalfa Otvos et al. (2005) demostré que el H202 y el NO tienen un efecto promotor de la
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embriogénesis somatica. La produccion de embriones en Arabidopsis también parece ser
susceptible a los niveles de NO y aumenta en presencia de donadores como el
nitroprusiato sddico (SNP) y la S-nitroso-N-acetilpenicilamina (SNAP), mientras que con la
adicion del compuesto secuestrador del NO, 2-fenil-5,5-tetrametilimidazolina-1-oxil-3-
oxido (PTIO) o 2-(4-carboxifenil)-4,4,5,5-tretametilimidazolina-1-oxil-3-6xido (cPTIO) se

ve disminuida (Elhiti et al., 2013). En la Figura 6 se resumen las funciones del NO en

plantas.
a)
. L By
e C : o
b) \ / \ﬂ
Homeostasis del Fe ’ .
Deficiencias nutricionales j Flora.m?n I
Muerte celular \ / Crecimiento del tubo polinico
Senescencia \ Maduracion de frutos
d)
. P
) = / (-
!/ @)

Cierre estoméatico

Respuesta frente a patégenos
Respuesta frente a estreses bidticos
(Salino, osmético, temperatura,
metales pesados, hipoxia)

Silicua

madura
Ruptura de la dormicidn
Estimulacidn de la germinacicn

Modulacion del crecimiento y
estructura radicular
Nodulacién/simbiosis

Figura 6. Funciones del NO en plantas. a) funciones en floracién b) funciones de desarrollo c)

funciones en respuesta a estrés d) efectos en germinacion e) efectos en desarrollo y estructura

radicular.
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1.3.2.1 Funciones fisioldgicas del NO en situaciones de estrés bidtico

Las plantas dependen de una red compleja de rutas de transduccidn de sefales para
responder a los ataques por patdgenos y condiciones ambientales no favorables, lo que
conlleva a una reprogramacion metabdlica y transcripcional (Valeri et al., 2020). Varias
fitohormonas han sido relacionadas con la defensa de la planta, entre ellas el acido
salicilico (SA), que es cominmente asociada con patdgenos biotrofos, mientras que el
acido jasmoénico (JA) y el etileno (ET) son asociados con patdgenos necrotrofos
(Wildermuth et al., 2001; Thaler et al. 2004; revisado en Conrath, 2006; Halim et al.
2006).

Aunque ya se ha demostrado ampliamente que el NO esta implicado en una gran variedad
de procesos celulares asociados con crecimiento y desarrollo (revisado en Sanzet al.,
2015; revisado en Manrique-Gil et al. 2020), se describié por primera vez como una
molécula relacionada con la inmunidad de la planta por Delledonne et al., (1998) y
Durner et al., (1998). Las defensas basales y la respuesta hipersensible son dependientes
de NO (Mur et al., 2013). Por ejemplo, se ha visto que la expresidn de las fitoglobinas
influencia la respuesta de la planta a una variedad de patdgenos, y su supresion resulta
en niveles elevados de NO, H20: y JA en plantas de Arabidopsis infectadas con Botrytis

cinerea (revisado en Mira et al., 2016) (Figura 7).

Una de las respuestas celulares tempranas subsecuentes al reconocimiento de un
patégeno es el llamado estallido oxidativo (oxidative burst) el cual es una produccién
rapida y transitoria de ROS, debida al consumo de O3, y ésta a su vez puede desencadenar
la respuesta hipersensible (HR) (Wojtaszek, 1997; Govrin and Levine, 2000; Torres et al.,

2006).

En este contexto, resulta dificil separar el NO de las ROS, considerando que sus rutas de
sefalizacidn en interacciones bidticas se encuentran estrechamente conectadas (revisado

en Sanchez-Vicente et al., 2019).
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Figura 7. Funciones fisiolgicas del NO en situaciones de estrés biético (Tomado de Camagajevac et

al., 2019).

Varias dianas de S-nitrosilacion durante la HR han sido caracterizadas en Arabidopsis
(Romero-Puertas et al., 2008). El aumento de SA y NO lleva a la regulacion de la
conformacion de NPR1 (Nonexpressor of Pathogenesis-Related 1) uniéndose
directamente a través de la Cys>2%/52%, y/o via S-nitrosilacion de la Cys'*® (Tada et al., 2008).
Mas adelante se establecié un marco de referencia para la funcidn de los nitrosotioles
(tioles de cisteina modificados por NO, SNOs) durante la HR y la Resistencia Sistémica

Adquirida (SAR). Este trabajo mostré que durante los estallidos oxidativos y nitrosativos
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S167420521400046X#bib137

la actividad de la S-nitrosoglutatién reductasa (GSNOR) conlleva un aumento de los SNOs

celulares totales, lo que a su vez regula el nivel de muerte celular (Yun et al., 2011).

Por otra parte, cuando las concentraciones de SNOs son altas, el NO lleva a cabo una
retroalimentacion negativa limitando la HR mediada por la S-nitrosilacion de la NADPH
oxidasa (Melo et al., 2011). Cabe destacar que una cisteina conservada en el extremo C-

890

terminal, Cys®®, en la NADPH oxidasa sugiere que este mecanismo podria estar

influenciando la respuesta inmune en plantas y animales (Yun et al., 2011).

1.4 EI NO en hongos

De manera similar a las plantas, el NO desempefia un papel importante y divergente en
la biologia de los hongos. El NO regula el crecimiento y desarrollo como una molécula
sefializadora y reguladora y ademds es integrada a la estructura de metabolitos
secundarios. EI NO se produce en las células de hongos y oomicetos. Independientemente
de su estrategia nutricional, los hongos parecen necesitar NO para la activacion de su
crecimiento y desarrollo, incluyendo la germinacién de esporas, penetracion de los tejidos
vegetales y la formacion de esporangiéforos y cuerpos fructiferos (Jedelska et al., 2021).
En las secciones siguientes se detallara mas ampliamente las funciones fisioldgicas del NO

en hongos y los posibles mecanismos de produccion.

1.4.1 Produccién de NO en hongos

Los diferentes mecanismos de biosintesis de NO en hongos son una rama pobremente
estudiada, a pesar de la gran cantidad de estudios acerca de la asimilacion y metabolismo
del nitrégeno y que ya hace afos se demostré que los hongos producian NO (Ninnemann

and Maier 1996; Canovas et al., 2016).

Los hongos no cuentan con una enzima NOS candnica como en mamiferos con excepcion
de algunas especies de Aspergillus (A. flavus, A.oryzae y A.niger) y Glomerella

graminicola (Turrion-Gomez and Benito, 2011). No obstante, si se ha logrado demostrar
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que las células fungicas son capaces de llevar a cabo la denitrificacién y de fermentar
amonio (Takaya, 2002), procesos que son detonados en respuesta a hipoxia y que
promueven la generacion NO y activan la respuesta a estrés nitrosativo (Hillmann et al.
2015). Este mecanismo consiste en tres reacciones consecutivas catalizadas por las

enzimas NR, NiR y NoR.

Los hongos Fusarium oxysporum, Cylindrocarpon tonkinense y Fellomyces fuzhouensis
poseen una NiR disimil que cataliza la reducciéon de NO2™ a NO asociada con la sintesis de
ATP en la mitocondria (Abraham et al., 1993; Kobayashi and Shoun, 1995; Kobayashi
et al., 1996; Uchimura et al., 2002). Por otra parte, utilizando espectrometria de masas
con introduccién de membrana (MIMS)/ espectrometria de masas de ionizacién de
resonancia (RIMS), se ha demostrado la sintesis de NO inducida por nitrito en cultivos de
hongos y oomicetos fitopatégenos como Pythium, Botrytis y Fusarium (Conrath etal.,

2004).

No obstante, en la busqueda del mecanismo de produccidon de NO a través de NR, el
hongo B. cinerea fue incubado con NOs™ pero no fue posible detectar la presencia de NO,
sugiriendo que otro sistema fisioldgico y genético diferente de NOS y NR es responsable
de la produccion de NO en este hongo (Turrion-Gomez and Benito, 2011). En la

Figura 8 se presentan las rutas conocidas de produccién de NO en hongos.
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Figura 8. Rutas conocidas de produccién de NO en hongos. Adaptado de Canovas et al., 2016.

1.4.2 Funciones fisioldgicas del NO en hongos

Varias investigaciones han evaluado la implicacién del NO en sistemas fungicos. Por
ejemplo, Wang y Higgins (2005) describieron la acumulacién de NO en conidios e hifas de
Colletotrichum coccodes, y que su intensidad y localizacion cambiaban dependiendo el
estado de desarrollo que presentara el hongo. Otras aproximaciones han demostrado el
papel regulador del NO durante la germinacién, ya que un exceso de NO inhibia este
proceso y el secuestro de NO lo aceleraba. Ademas, en B. cinerea, la produccién de NO se
ha detectado en todos los estadios de desarrollo, desde esporas hasta micelio maduro
(van Baarlen etal., 2004; Turrion-Gomez and Benito, 2011). Cabe destacar, que la
produccion de NO observada en esporas en germinacion y micelio maduro, tanto en
condiciones in vitro como in planta mostraron que este compuesto era capaz de difundir
fuera de las células fungicas donde se producia (Floryszak-Wieczorek et al., 2007; Turrion-

Gomez and Benito, 2010).

Por su parte Dean y Timberlake (1989) propusieron un umbral de NO requerido para

cambiar de desarrollo asexual a desarrollo sexual en A. nidulans. Otros estudios han
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resaltado el impacto de los niveles de NO en el balance de reproduccién sexual y asexual.
En A. nidulans, elevar artificialmente los niveles de NO reduce la conidiacidon y aumenta
la formacién de cuerpos fructiferos sexuales (Marcos et al., 2016). La reduccién de la
conidiacion podria explicarse debido a la incapacidad de activar transcripcionalmente
genes especificos de esporulacion inducidos por altos niveles de NO exdgeno (Chiuchetta
and Castro-Prado, 2005). Recientemente, se ha demostrado que niveles distintos de NO
impactan de manera diferente en la expresion de nsdD en la regulacion de desarrollo

sexual y briA en la regulacion de la conidiacién (Marcos et al., 2016).

Por otro lado, la homeostasis de los niveles celulares de NO es regulada tanto por la
sintesis de NO como por la expresidn de flavohemoglobinas detoxificadoras de NO. La
delecién de los genes fhb en A. nidulans resulté en un aumento de niveles celulares de
NO seguidos por un aumento en la produccién de células Hille y un aumento en la
reproduccidn sexual (Baidya et al., 2011). B. cinerea también posee un gen codificador de
una flavohemoglobina implicada en la detoxificacion de NO (Turrion-Gomez and Benito,

2011), de la cual se hablard con mas detalle en los apartados siguientes.

Un resumen grafico de las funciones del NO en hongos puede observarse a continuacion

en la Figura 9.
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1. Botrytis cinerea

2.1 Generalidades e importancia econdémica

B. cinerea es el hongo causal de la enfermedad llamada “podredumbre gris”, pertenece
al género Ascomicota y se caracteriza morfolégicamente por su micelio fino blanco o
blanco grisdaceo que puede observarse sobre el area de la planta infectada, necrética o
decaida (Spadaro et al., 2020). El género Botrytis consiste en aproximadamente 35
especies necrotroéficas, algunas de las cuales tienen un amplio rango de hospederos, entre
ellas B. cinerea afecta aproximadamente a 1400 especies de plantas (Elad et al., 2016).
Ejemplos de importancia econdmica incluyen el tomate, pimiento, vid, fresas,

frambuesas, manzana, pera, garbanzos, entre otros (Plesken et al., 2015) (Figura 10).

El mercado de productos anti-Botrytis rondd los 15-25 millones de ddlares en afios
recientes. Mundialmente, causa pérdidas anuales de hasta 100 billones de dodlares. Es
capaz de contrarrestar una amplia cantidad de compuestos de defensa de la planta, y es
uno de los patégenos de plantas mas ampliamente estudiados (Boddy, 2016). La
intensidad de las medidas tomadas por agricultores continua sin disminucion a través de
los ultimos afios, pero el entendimiento de los procesos que gobiernan el ciclo de vida,

patogenicidad y epidemiologia ha aumentado exhaustivamente.

En los ultimos 125 afos, Botrytis ha sido objeto de investigacién de un numero en
aumento de especialistas en diversos campos como son quimica, bioquimica, biologia
molecular y celular, genética, morfologia e histologia, taxonomia, ecologia y
epidemiologia, siendo la fuente de una inmensa cantidad de publicaciones cientificas

(Richards et al., 2021).
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Figura 10. Hospederos de Botrytis cinerea colonizados por el hongo (a, by c) y una espora en

germinacion (d). (Tomado de Williamson et al., 2007).

2.2 Sistematica y descripcion morfoldgica

B. cinerea pertenece al phylum Ascomycota, subphylum Pezizomycotina, clase
Leotiomycetes, orden Helotiales y familia Sclerotiniaceae. Es considerado un hongo
necrotrofo por excelencia: ataca a numerosos huéspedes, posee enzimas degradadores
de la pared celular, mata rapidamente a la planta huésped y es capaz de extraer

nutrientes de tejidos muertos (Plesken et al., 2014; Tudzynski and Kokkelink, 2009).

Su forma perfecta, Botryotinia fuckeliana, la cual es poco comun en la naturaleza, fue
descrita por de Bary en 1886 como un apotecio pediceliar de color marrdn que nace sobre
un esclerocio. La parte fértil esta formada por ascas entremezcladas por hifas de longitud
similar e incolora. Las ascas son cilindricas, planas en la parte superior y contienen 8

ascosporas elipticas, incoloras y de dimensiones sobre 6-9 por 5-6 um.

25



El micelio de su forma imperfecta, B. cinerea, es ramificado, septado y puede ser desde
hialino hasta marrén y posee de 11 a 23 um de didmetro. Los conidiéforos que emergen
directamente desde el micelio o esclerocios son altos, finos, ramificados de manera
irregular en la porcién terminal y soportan los grupos de conidios en pequefios denticulos.
Los conidios son lisos, hialinos o grises, ovalados y tienen una longitud media de 10 umy

un ancho medio de 5 um (Barnett and Hunter, 1998).

Los esclerocios, que son las estructuras de supervivencia, son comunes. Estas estructuras
se formas a partir de ramificaciones de micelio que se fusionan y forman una masa
globular, la cual es al principio hialina/blanquecina pero mas adelante se torna marrén o
negra debido a la deposicion de pigmentos de melanina en la corteza exterior. Esta
cobertura melanizada y los B-glucanos que revisten el micelio protegen los esclerocios de
la desecacidn, radicacién UV y ataques microbianos durante largos periodos de tiempo

(Williamson et al., 2007).

Cuando las condiciones ambientales son favorables, los esclerocios germinan dando lugar
a conididforos (lo cual es lo mas comun) o, después de un proceso sexual, el crecimiento
de un apotecio (Jarvis, 1977). Por otra parte, los microconidios proporcionan un método
microscépico y alternativo de propagacidén cuando Botrytis se encuentra en condiciones
adversas. Por lo general, se encuentran en cultivos antiguos o contaminados por otros
organismos y asociados a esclerocios. Los microconidios se desarrollan a partir de tubos
germinativos producidos por los macroconidios o endégenamente, dentro de células
huecas de hifas maduras y a partir de apresorios y esclerocios (Fukumori et al., 2004; Holz

et al., 2007).

2.3 Ciclo de vida y epidemiologia

El ciclo de vida de Botrytis comprende una fase vegetativa o anamorfa en la cual el micelio
produce conidios asexuales (macroconidios) y en circunstancias ambientales adversas
produce esclerocios (Beever and Weeds, 2007), y una fase sexual en la que se producen

apotecios, la cual fue reportada por primera vez por Groves and Drayton en 1939.
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B. cinerea es un ejemplo tipico de hongo necrétrofo: primero mata las células del huésped
y posteriormente coloniza el tejido necrético (Amselem et al., 2011). La temperatura
minima de crecimiento son 0°C mientras que la dptima es de 20°C con un maximo de
30°C.  Por consiguiente, B. cinerea puede desarrollarse facilmente durante el
almacenamiento post cosecha de frutas y vegetales aun cuando estos estén realizados en

frio.

En climas templados, los esclerocios germinan funcionando como una fuente de inéculo
primario en los cultivos. Ademds, el micelio también puede sobrevivir en las células
muertas del hospedero y dentro de algunas semillas, sirviendo de fuente primaria de
indculo en periodos frios o de condiciones desfavorables para el hongo. En cultivos
perennes, las hojas, flores y frutas muertas contienen masas de micelio que en muchas
ocasiones estan idealmente situados en la zona apical de los cultivos para producir

conidios e iniciar infecciones (Williamson et al., 2007) (Figura 11).
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Figura 11. Ciclo de vida de Botrytis cinerea (elaborado por Martinez-Bracero, 2019 y adaptado de

Billard, 2011).
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B. cinerea produce una gran cantidad de esporas asexuales, las cuales, cuando entran en
contacto con la superficie de la planta, germinan y forman un apresorio y una clavija de
penetracion que rompe la cuticula de la planta (Romanazzi and Feliziani, 2014). Si se
producen estructuras de infeccion verdaderas durante este proceso aun es un tema de
debate. Una vez el hongo penetra en la planta el proceso de muerte celular comienza y
se establece una lesién primaria en la que pueden producirse respuestas de defensa y

necrosis (revisado por Prusky, 1996).

Cabe destacar que el hongo secreta enzimas como cutinasas y lipasas y ademas produce
H20:2 para facilitar la entrada a la planta. Una vez la cuticula ha sido vulnerada, la hifa de
penetracion alcanza una célula de la epidermis y crece en la pared celular rica en pectina
que es perpendicular a la superficie de la planta, lo que resulta en una rapida maceracién
del tejido vegetal en el cual el hongo finalmente esporula y produce el indculo para la

siguiente infeccion (Romanazzi and Feliziani, 2014).

Por otro lado, ademas de las cutinasas y lipasas, B. cinerea produce varios compuestos
que causan la muerte de la planta huésped, incluyendo metabolitos de bajo peso
molecular como el botridiol y el acido oxdlico. Durante la etapa de penetracién y
formacién de las lesiones primarias, el hongo desencadena un estallido oxidativo en la
planta, acumulacion de radicales libres y respuesta hipersensible. Ademas, B. cinerea es
capaz de suprimir la inmunidad del huésped produciendo ARN de silenciamiento (sSRNA)
(Weiberg et al., 2013). Asimismo, el hongo también produce pectinasas, celulasas y
hemicelulasas que descomponen la pared celular. En condiciones dptimas, el ciclo de
infeccion puede completarse en periodos tan cortos como 3-4 dias, dependiendo del tipo

de tejido y la planta atacada (Boddy, 2016).

En el campo, la podredumbre gris puede ser parcialmente controlada con una
combinacién de fungicidas, aunque el control bioldgico en flores y frutas utilizando
microrganismos antagonistas presenta potencial futuro. Entre las medidas de control
importantes podrian destacarse la eliminacién de material infectado y la reduccidn de la
humedad durante el almacenamiento de frutos y bulbos, como también en los

invernaderos (Boddy, 2016).



2.4 EI NO en B. cinerea

Para colonizar satisfactoriamente a la planta los hongos fitopatégenos han desarrollado
una amplia variedad de estrategias para evadir, contraatacar o aprovecharse del sistema
inmune de las plantas y asi completar su ciclo de vida y asegurar la reproduccion de una
progenie viable. Estos mecanismos incluyen sistemas de resistencia a estrés nitrosativo y

oxidativo (Marroquin-Guzman et al., 2017).

Como se mencionaba en secciones anteriores, las investigaciones han demostrado que el
NO esta involucrado en la regulacidn de varios procesos fisiologicos y del desarrollo en
hongos, dentro de los que destacan la germinacién de las esporas, el crecimiento y
desarrollo, el metabolismo secundario y la proteccion frente a condiciones ambientales
adversas (Részer, 2012). A pesar de esto, la literatura sobre los efectos y sistemas de
produccion de este gasotransmisor en B. cinerea es escasa. Varios estudios ya han
demostrado que este necrétrofo dispone de varios sistemas enzimaticos que contribuyen
a la proteccidn frente a los efectos téxicos de las ROS, como también sobre los efectos de
estas especies reactivas en la fisiologia del hongo tanto durante el crecimiento saprofitico
y durante la interaccion con el huésped (Lyon et al., 2004). Ya en 2004 se demostré que
B. cinerea producia NO como respuesta al estrés producido por el fungicida F500 en
condiciones aerdbicas (Conrath et al., 2004), mientras que la producciéon de NO por B.
cinerea durante la infeccién in planta ha sido localizada mediante reacciones de
qguimioluminiscencia por diversos autores (Floryszak-Wieczorek et al., 2007; van Baarlen

et al., 2004; van Baarlen et al., 2007).

En los trabajos de Turrién-Gémez et al., 2010 y Turrion-Gémez and Benito, 2011,
antecedentes de esta tesis doctoral, se caracterizo el sistema de detoxificacion de NO en
B. cinerea basado en una enzima de tipo flavohemoglobina. En B. cinerea, el gen Bcfhgl
es el unico gen codificador de enzimas de tipo flavohemoglobina identificado en su
genoma. La flavohemoglobina BCFHG1 constituye el principal y probablemente Unico
mecanismo detoxificador de NO en B. cinerea (Turrién-Gomez et al., 2010). La expresion
de Bcfhgl es inducible por NO exdgeno y muestra un patrén de expresion in planta que
podria conferir ventajas adaptativas a un patdégeno necrétrofo durante el proceso de

infeccion. Sin embargo, la flavohemoglobina no puede ser considerada como un factor de
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patogenicidad en este hongo ya que los mutantes ABcfhgl no presentan alteraciones en
su capacidad infectiva. No obstante, el sistema de detoxificacion de NO basado en
BCFHG1 es muy eficiente, como demuestra el hecho de que los mutantes ABcfhgl sean
incapaces completamente de detoxificar NO (Turrién-Gémez et al., 2010). El gen Bcfhgl
no se expresa en esporas en estado de reposo, presenta un nivel basal en esporas
activadas, muestra un pico de expresién durante la fase de germinacion de las esporas
(entre las 4 y las 6 horas de cultivo en medio liquido en agitacién) y decae posteriormente
a los niveles basales de expresion en fases posteriores de desarrollo y crecimiento del

micelio (Turrion-Gémez et al., 2010).

B. cinerea produce NO tanto en la fase de esporas en germinacién como en la fase de
desarrollo de micelio y este NO producido por el hongo difunde al medio circundante. La
produccion de NO por B. cinerea es, ademas, estimulada por la adicion de NO exdgeno
durante la fase de micelio en crecimiento, aunque no durante el desarrollo de las esporas
(Turrién-Gémez and Benito, 2011). Podria suponerse que la sensibilidad de B. cinerea a
NO exdgeno depende del estado de desarrollo por lo que podria sugerirse que durante el
establecimiento de una interaccion entre B. cinerea y su huésped existe un flujo de NO al
que pueden responder tanto la planta como el patégeno (Turrion-Gémez & Benito, 2011)
siendo a su vez una estrategia de defensa de la planta y un medio del hongo para facilitar

la infeccion (Figura 12).
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Figura 12. Visualizacion de NO con la sonda fluorescente DAF-2DA durante la interaccion de Botrytis
cinerea con hojas de tomate (A-D) y hojas de tabaco (E-H). (Turrion-Gémez, Tesis Doctoral, 2010).



2. Sefializacién hormonal en la interaccion A. thaliana y B.
cinerea

La defensa de la planta frente a los patdgenos es un complejo proceso biolégico que
involucra importantes cambios a nivel bioquimico, molecular y fisioldgico. Una vez se
detecta un patogeno, se activan las redes sefalizadoras en la planta, a través de la
generacion de pequefias moléculas sefalizadoras y su balance con las rutas hormonales

para iniciar los mecanismos de defensa (AbuQamar et al., 2017).

Se conoce ampliamente que el SA posee un papel importante en la defensa contra
patégenos biotrofos y hemibiotrofos, mientras que el JA y ET estdn activamente
involucrados en la defensa contra insectos herbivoros y patdgenos necrotrofos,
incluyendo B. cinerea (War et al., 2012; Glazebrook, 2005). Algunos trabajos publicados,
estudiando expresion génica, han revelado que tanto las rutas del SA con del JA/ET estan
involucradas en la respuesta a patdgenos biotrofos y necrétrofos (Antico et al., 2012; Toth

etal., 2016).

Otras fitohormonas, como el acido abscisico (ABA) y los brasinoesteroides (BRs) también
regulan la inmunidad de las plantas, principalmente interactuando con factores de
transcripcion o a través de la biosintesis de camalexina o la deposicion de callosa
(Audenaert et al., 2002; Denancé 2013). Por otro lado, varios estudios han proporcionado
evidencias notables sobre la interaccion del SA, JA y ET con otras hormonas en la
regulacidn de las respuestas de defensa de la planta frente a B. cinerea (De Bruyne et al.,

2014).

3.1 Acido salicilico (SA)

El SA es un importante regulador de las respuestas de defensa de la planta. Varios
mutantes de A. thaliana afectados en la resistencia a patdgenos, tanto bacterianos como
fungicos, presentan defectos en la acumulacién, percepcion o transduccidn del SA. A
pesar de esto, el papel de las defensas dependientes de SA contra los hongos necrétrofos

no esta claro.



En Ferrari et al. (2003) se determind la susceptibilidad de un grupo de mutantes de
Arabidopsis thaliana previamente catalogados como afectados en la respuesta de

defensa a B. cinerea.

El desarrollo de los sintomas en las hojas infectadas estuvo afectado por respuestas
mediadas por los genes EIN2, JAR1, EDS4, PAD2, y PAD3. Ademas, plantas que expresaban
el transgén nahG o tratadas con un inhibidor de la fenilalanina amonioliasa (PAL)
presentaron un mayor desarrollo de los sintomas, sugiriendo que el SA producido via PAL
actya en el desarrollo de la lesion. Aunque los mutantes de nprl presentaban una
susceptibilidad normal al patégeno, el doble mutante ein2 npr1 se vio significativamente
mas afectado que los mutantes simples de ein2, mientras que la aplicacién de SA exégeno
disminuyo el tamafio de las lesiones en un mecanismo dependiente de NPR1 (Ferrari et

al., 2003).

En otro estudio, llevado a cabo por Dieryckx et al., (2015), se observo que el SA inhibe el
crecimiento de B. cinerea in vitro. Este efecto inhibitorio también fue observado con la
utilizacion de dos derivados del SA, el acido metilsalicilico y acido acetilsalicilico. Los
analisis protedmicos mostraron que el proteoma del micelio, tanto de forma intracelular

como extracelular, se vio afectado en los tratamientos con SA.

Cabe destacar, el estudio donde el botridiol, un sesquiterpeto fitotéxico producido por B.
cinerea, induce la HR, la deposicién de callosa, acumulacion de ROS y la expresion de PR1
y PDF1.2. En este estudio, las plantas de Arabidopsis y tabacos deficientes en la
sefializacidn de SA fueron mas resistentes al efecto del botridiol que el genotipo silvestre,
mientras que las plantas defectivas en la sefializacion del JA fueron mas susceptibles.
Estas observaciones llevaron a concluir que los efectos de estos compuestos estan

mediados por las rutas de sefializacién del JA y SA (Rossi et al., 2011).

3.2 Acido jasménico (JA)

La ruta de sefializaciéon del JA estd implicada en la regulacidon de varios procesos,
incluyendo crecimiento, fertilidad y defensa frente a insectos y hongos necrétrofos (Howe
and Jander, 2008; Browse, 2009). En respuesta a herbivoros el JA se acumula vy
desencadena grandes cambios en la expresion génica (Reymond et al., 2000, 2004; De

Vos et al., 2005; Ehlting et al., 2008).
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Los jasmonatos son derivados de una familia de acidos grasos oxigenados llamados
oxilipinas (Wasternack and Kombrick, 2010). El JA se sintetiza con la conversién de acido
a-linoleico a acido 12-oxo-fitodienoico (OPDA) en una serie de reacciones enzimaticas en
el cloroplasto (Kazan and Manners, 2008). El OPDA es subsecuentemente transportado a
los peroxisomas donde experimenta una serie de reacciones B-oxidativas que generan JA

(Vick and Zimmerman et al., 1984; Wasternack, 2007).

Como respuesta a situaciones de estrés el JA se conjuga a Isoleucina (lle) y se une a un
complejo receptor que consiste en las proteinas CORONATINE INSENSITIVE1 (COI1) y
JASMONATE ZIM-domain (JAZ) (Chini et al., 2007; Thines et al., 2007; Yan et al.,
2007; Katsir et al., 2008; Fonseca et al., 2009; Sheard et al., 2010). COI1 es parte del
complejo Skip/Cullin/Fbox ubiquitina E3 ligasa que participa en la ubiquitinacion de las
proteinas diana y su posterior degradacidn por el proteasoma 26S. En ausencia de JA-lle,
los represores JAZ se unen a los factores de transcripcion del tipo MYC (Lorenzo et al.,
2004) y bloquean su actividad interactuando con NINJA y el correpresor TOPLESS
(Pauwels et al., 2010). Con la acumulacién de JA-lle y su uniéon a COI1, los represores JAZ
son degradados por SCF®'?, y permiten la unién de MYC2 a los promotores activando la

transcripcion de los genes de respuesta a JA (Chini et al., 2007).

La ruta de sefializacidn de JA responde fuertemente al ataque de hongos necrdétrofos y la
respuesta iniciada suele ser mas efectiva que la de genes de resistencia o la ruta asociada
a SA (Spoel et al., 2007). La seiializacion dependiente de JA causa un aumento de la
sintesis de JA e induce la expresion de genes de defensa efectores como PLANT DEFENSIN
1.2 (PDF1.2), THIONIN 2.1 (THI2.1) y VEGETATIVE STORAGE PROTEIN (VSP) (Glazebrook,
2005).

En Arabidopsis, todas las actividades conocidas del JA parecen necesitar a COI1l
(Glazebrook 2005). Muchos estudios han caracterizado su papel en la defensa contra una
gran variedad de hongos necrétrofos. Adicionalmente, los mutantes coil presentan
susceptibilidad a A. brassicicola, B. cinerea y Plectosphaerella cucumerina (Thomma et al.,
1998). El triple mutante fad3 fad7 fad8, un mutante de la biosintesis de JA también
muestra susceptibilidad a A. brassicola (McConn and Browse, 1996; Stintzi et al., 2001) y
el mutante de sefializacidn del JA jar1 (insensible a JA) muestra susceptibilidad a B. cinerea

(Kachroo and Kachroo, 2009).
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Ademas, el ortélogo en tomate de coil, conocido como jasmonate insensitive 1 (jail) y el
mutante acyl-coA oxidase (acx1), el cual es deficiente en la biosintesis de JA, presentan

ambos susceptibilidad a B. cinerea (Antico, 2012).

3.3 Etileno (ET)

El ET es una hormona gaseosa que regula varios procesos fisioldgicos y del desarrollo en
plantas, como son la germinacidn, la senescencia de hojas y flores, maduracion y absicion,
y que también estd implicada en la respuesta a estreses bidticos y abidticos (Abeles,
1992). Hoy endia, la ruta de transduccidn primaria del ET se conoce en detalle e involucra
proteinas receptoras de membrana del reticulo endoplasmatico. diverge aguas abajo de
la proteina regulatoria central EIN2, llevando a la activacién de varios factores de
transcripcion como EIN3/EIL que en conjunto con otros factores regulatorios ERFs

condicionan las respuestas (Lorenzo et al., 2003; Guo and Ecker, 2004).

El aumento de la produccidn de ET es una respuesta temprana y activa de las plantas ante
la percepcién del ataque de un patégeno y estd asociada con la induccion de las defensas
(Boller, 2018). Generalmente, se asume que la produccion de ET durante el estrés
contribuye a la resistencia, pero varios hongos y bacterias fitopatégenas son capaces de
producir ET como un factor de virulencia, lo cual aumenta sus capacidades de infectar a
la planta (Arshad and Frankenberger, 2002; Chagué et al., 2006). Esta discrepancia en la
funcién del ET en la respuesta a patogenos ha sido estudiada en varios patosistemas.
Algunos autores han aplicado ET gaseoso directamente a las plantas o utilizado etefén
(acido 2-cloroetilfosfénico), un regulador quimico que se descompone en ET, acido
hidrocloridrico y acido fosfénico cuando es asimilado por las plantas (Abeles, 1992; Boller,

2018).

Otros estudios han utilizado inhibidores de la sintesis de ET o de su accién. Dependiendo
de las condiciones y del patosistema, se han obtenido resultados que pueden ser
contradictorios (Abeles, 1992; Boller, 2018; Arshad and Frankenberger, 2002). Por
ejemplo, el ET parece favorecer la infeccién de B. cinerea, pero en zanahoria, el ET parece
estar involucrado en resistencia (van Loon et al., 2006). En general, los tratamientos con

ET promueven la senescencia y maduracién de los frutos, lo cual puede hacer que los



tejidos sean mas susceptibles o resistentes a los ataques de patdégenos (Panter and Jones,
2002). En muchos casos se ha observado que cuando se aplica ET antes de la inoculacién
con un patogeno, se reduce o no tiene ningln efecto en su patogenicidad, mientras que
la enfermedad se desarrolla con mas velocidad cuando el ET es aplicado después de la
infeccion (Abeles, 1992). Por lo tanto, parece ser que el momento en que la planta es

expuesta a ET puede determinar si la resistencia es estimulada o reducida.

3.4 Acido abscisico (ABA)

Con algunas excepciones, el ABA es considerado como un regulador negativo de la
resistencia a patégenos. Este efecto negativo parece deberse a que el ABA interfiere con
la sefializacidn ante estrés bidtico que regulan el SA, JAy el ET. Se ha demostrado que un
aumento en los niveles de ABA se correlaciona con un aumento de la susceptibilidad y
gue cuando se reducen los niveles de ABA aumenta la resistencia a una variedad de
patégenos (AbuQamar et al., 2017). Poco se conoce sobre el motivo por el que el ABA
causa susceptibilidad a los patégenos, ya que el ABA no inhibe ni estimula directamente
el crecimiento de los hongos (Lamichhane et al., 2016; Denancé 2013). Se ha observado
que el tratamiento con ABA suprime la sintesis de fitoalexinas y que inhibe la actividad y
acumulacion de la PAL (Lamichhane et al., 2016; Glazebrook, 2005; Audenaert, Meyer and
Hofte, 2002). La evidencia actual sugiere que el ABA afecta negativamente la resistencia
a las enfermedades ya que interfiere en distintos niveles de la sefializacién por estrés
bidtico. La intervencion del ABA en la produccion de callosa es uno de los pocos ejemplos
en los que al ABA interviene positivamente en la resistencia. Existen cada vez mas
evidencias de que la red de sefializacidn controlada por el ABA y la red de sefializacion

controlada por SA, JAy ET estan interconectadas en varios niveles.



3.5 Crosstalk hormonal durante los procesos de defensa de la planta

La cantidad, composicidn y momento en que se comunican las rutas de sefializacidn
hormonales contribuye a la activacion efectiva de las defensas (Lorenzo and Solano, 2005;
De Vos et al., 2005; Pieterse et al., 2012; Vos et al., 2013; Caarls et al., 2015). El crosstalk
entre el SA y JA se ha descrito en varias ocasiones (Bostock, 2005; Stout et al., 2006;
Pieterse et al., 2012). La utilizacién de tratamientos farmacolégicos en Arabidopsis ha
revelado que la expresiéon de los genes de respuesta a JA, como PDF1.2 y VSP son

susceptibles de ser suprimidos por SA.

Los efectos antagonisticos del SA en la sefializacidn del JA se han observado en un amplio
numero de accesiones de Arabidopsis (Koornneef et al., 2008) y puede afectar a la
resistencia. Por ejemplo, la induccién de la ruta del SA como consecuencia de la aplicacion
exogena de SA o la infeccion del patégeno hemibiotrofo P. siryringae ocasiond que las
plantas fueran mas susceptibles al ataque del hongo necrétrofo A. brassicola (Spoel et al.,

2007; Leon-Reyes et al., 2009).

De la misma forma, entre las ramas ERF- y MYC de la ruta de sefializacidon del JA existe
una relacién mutuamente antagonista (Lorenzo et al., 2003; Verhage et al., 2011). Este
antagonismo, puede afectar la respuesta de la planta ante el ataque de hongos
necrotrofos. Por ejemplo, las plantas mutadas de MYC2 (jin1) y los mutantes de la
biosintesis de ABA (aba2-1), presentan la rama ERF de la ruta de sefalizacion del JA
estimulada, lo que resulta en una mayor resistencia al ataque de hongos necrétrofos,
como B. cinerea, P.a cucumerina, y F. oxysporum (Anderson et al., 2004; Lorenzo et al.,

2004; Sanchez-Vallet et al., 2012).

Otro regulador importante del crosstalk hormonal durante la respuesta a patégenos en
el complejo Mediator 25 (MED25). El complejo Mediator en un coactivador

transcripcional esencial que esta altamente conservado en eucariotas.

MED25 tiene un papel importante en la sefalizaciéon del JA (Zhai and Li, 2019). La
degradacion dependiente de COI1 de los represores JAZ lleva a la reactivacion de los TFs
del tipo MYC (Chini et al., 2007). En consecuencia, los TFs del tipo MYB forman un
complejo de activacion transcripcional con MED25 y activan la expresién de los genes de

respuesta a JA (Zhai et al., 2017). MED25 también interactta con TFs intermediarios del



Introduccion

tipo AP2/ERF como son OCTADECANOID-RESPONSIVE ARABIDOPSIS AP2/ERF59 (ORA59)
y ERF1 (Ou et al., 2011; Cevik et al., 2012). Los estudios de activacidn transcripcional de
los genes de respuesta a patogenos como PLANT DEFENSIN1.2 (PDF1.2), la cual es
dependiente de ORA59 y ERF1 requiere de MED25. Estos estudios implican una funcion
importante de MED25 en la regulacidn de la transcripcién mediada por JA (Zhai and Li,

2019).

La comunicacion extensiva entre las rutas de sefializacion de defensa le permite a la
planta afinar la respuesta de defensa al patdgeno (Reymond and Farmer, 1998). Como la
activacion de las defensas de la planta es un proceso con alto coste energético, existe un
intercambio entre la defensa y el crecimiento (Heil and Baldwin, 2002; Van Hulten et al.,
2006; Walters and Heil, 2007). El crosstalk hormonal puede haber evolucionado como un
mecanismo de la planta para reducir la energia utilizada en la represidon de defensas
innecesarias que son inefectivas frente a los patégenos encontrados (Pieterse and Dicke,

2007; Thaler et al., 2012).
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Figure 13. Interacciones hormonales en respuesta al estrés bidtico, abidtico y durante el
crecimiento. Las interacciones entre las distintas rutas de sefializacidn (lineas) durante los procesos
de inmunidad que pueden funcionar como centros se interaccion de las distintas proteinas se
presentan en los cuadros grises, los cuadros purpuras representan clasificacion clasica de las
hormonas. Los circulos grises representan las distintas hormonas vegetales. SA—acido salicilico;
JA—jasmonato; ET—etileno; ABA—acido abscisico; AUX—auxina; CK—citokinina; GA—giberelina;

BR—brasinoesteroides; SL—estrigolactonas. Un ‘?’ indica una interaccidn no esclarecida.
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3. El metabolismo secundario en el contexto del estrés
bidtico

Las plantas poseen una extensa cantidad de metabolitos secundarios que poseen diversas
funciones protectoras, de defensa o de sefializacién. Asimismo, varias actividades
enzimaticas estan implicadas en la biosintesis, modificaciéon y compartimentalizacion de

estos compuestos (Pichersky and Gang, 2000).

Los metabolitos secundarios son muy diversos en su estructura quimica. Estructural y
biosintéticamente se clasifican en tres grupos principales que incluyen terpenoides,
compuestos fendlicos y compuestos nitrogenados. Los terpenoides contienen una o mas
unidades C5, las cuales son sintetizadas por medio de la ruta del acido mevaldnico o por
medio de la via del metileritrol fosfato (via MEP/DOXP). Los compuestos fendlicos son
muy diversos e incluyen a los fenilpropanoides, cumarinas, estilbenos, y flavonoides. Los
fenilpropanoides contienen al menos un anillo aromatico y uno o mas grupos hidroxilos,
estos son sintetizados Unicamente por la ruta del shikimato o en combinacion con la ruta

del melonato.

Los compuestos nitrogenados, a su vez, son muy diversos e incluyen a los alcaloides,
aminodcidos no proteicos y aminas. Su biosintesis usualmente contiene varias rutas, las

cuales frecuentemente empiezan con aminodcidos. (Chen et al., 2007; Fang, 2011).

Numerosos metabolitos secundarios como son los acidos fendlicos, acidos
hidroxicindmicos, sesquiterpenos y glucosinolatos poseen actividad antimicrobiana in
vitro (Osbourn, 1999; Van Etten et al., 1989). Sin embargo, la actividad antimicrobiana in
planta es dificil de identificar, ya que los patdogenos pueden diferir en su sensibilidad a
compuestos especificos (Thomma et al., 1999; Tierens et al., 2001), posiblemente debido

a su extensa variacion genotipica (Osbourn, 1999; Quidde et al., 1998).


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1744-7909.2012.01161.x#b6
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1744-7909.2012.01161.x#b12
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-313X.2005.02508.x#b32
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-313X.2005.02508.x#b51
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-313X.2005.02508.x#b47
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-313X.2005.02508.x#b48
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-313X.2005.02508.x#b32
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-313X.2005.02508.x#b37

4.1 Glucosinolatos

4.1.1 Descripcion general

Los glucosinolatos (GLSs) son un grupo de metabolitos secundarios encontrados en 16
familias botanicas de plantas dicotiledoneas angiospermas, en su mayoria del orden
Brassicales y a su vez son particularmente abundantes en la familia Brassicaceae (Raiola
et al., 2017). Los GLSs, que antes eran llamados tioglucésidos, son S-glicésidos en los que
la glicona es b-D-tioglucosa y la aglicona es una oxima sulfatada (Figura 14). Al ser
hidrolizados por las tioglucosidasas enddgenas llamadas mirosinasas, producen
diferentes compuestos como son los isotiocianatos, tiocianatos y los nitrilos. Estos
productos de la hidrdlisis de GLSs poseen diferentes actividades bioldgicas y pueden
funcionar como compuestos de defensa y como atrayentes. Para los humanos los GLSs

funcionan como agentes anticancerigenos, biopesticidas y saborizantes (Halkier, 2006).

Desde que el genoma de Arabidopsis fue completado, la investigacidn respecto a los
glucosinolatos ha progresado considerablemente, elucidandose casi por completo, su

ruta central de biosintesis y su regulacion (revisado en Halkier, 2006).
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Figura 14. Esqueleto de los glucosinolatos. Cada glucosinolato posee un radical R diferente.



4.1.2 Biosintesis y clasificacidn

Los GLSs provienen del metabolismo de los a aminoacidos a través de una serie de
reacciones en las que el grupo carboxilo se pierde y el carbono a se transforma en el
carbono central del GLS (Mikkelsen et al., 2002). Teniendo esto en cuenta los GLSs se
dividen en tres grupos principales dependiendo del aminodcido del que derivan, siendo
alifaticos los que se producen a partir de metionina, alanina, leucina, isoleucina o valina;
inddlicos, los producidos a partir de triptéfano, y aromaticos los producidos a partir de
fenilalanina o tirosina (Barba et al., 2016; Aires and Carvalho, 2017; Malka and Cheng,
2017; Seo and Kim, 2017) (Figura 15).

La ruta biosintética de los GLSs se divide en tres fases, desde la elongacién de la cadena
lateral de los aminodacidos, pasando por la sintesis del glucosinolato a partir del
aminoacido modificado, hasta las modificaciones de la cadena lateral del GLS. Este ultimo
paso depende del producto final y puede incluir alquilacion, eliminacién, esterificacién u

oxidacion de los grupos alifaticos o inddlicos (Seo and Kim 2017).
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4.1.3 Efectos de los GLSs

El metabolismo de los GLSs en el contexto de diferentes estreses bidticos y abidticos
involucra distintas fluctuaciones cuantitativas de estos compuestos de manera individual
o global en un tejido determinado (Figura 16). El ajuste de los compuestos de defensa
derivados de los GLSs depende de una retroalimentacidon regulatoria ligada al
metabolismo primario, la sefializacién hormonal, el crecimiento y el comienzo de la
floracién. Los GLSs se han estudiado mayormente teniendo en cuenta su papel como
defensas quimicas ante el ataque de patdgenos e insectos, y en la mayoria de los casos,
esta actividad bioldgica depende de los productos de degradacidon derivados de los
mismos a raiz de la actividad mirosinasa cuando la planta es atacada por patégenos como

por insectos (Bednarek et al., 2009; Wittstock and Burow, 2010; Wittstock, et al., 2003).

Varios estudios se han centrado en la descripcidn de los niveles constitutivos de GLSs y
del modo en que la estructura de estos influye en las interacciones planta-patdgeno. En
relacion con la respuesta al ataque de un patégeno con frecuencia se ha descrito un
aumento de la cantidad de GLSs inddlicos como un aumento en la cantidad de GLSs
totales, pero no ha podido observarse un patrén claro en el aumento de los GLSs del tipo
alifatico. Estos cambios en el perfil de GLSs son dependientes del tipo de patégeno y

también del tipo de huésped y su genotipo (revisado en Halkier, 2006).

Se han observado aumentos en la produccién de GLSs inddlicos en respuesta al ataque de
A. brassicae, frente a elicitores del patdgeno bacteriano Erwinia carotovora y durante
interacciones con hongos micorricicos (revisado en Agerbirk et al., 2009). Por otra parte
en Kliebenstein etal., (2005) observaron un descenso en los niveles de
indolglucosinolatos durante la infeccion con B. cinerea, que fueron atribuidos a la

competicién metabdlica con la biosintesis de camalexina.

De una forma similar, y probablemente estudiado en mayor detalle, se ha observado que
el ataque de insectos puede inducir todas las clases de GLSs. Estas observaciones se
derivan en su mayoria de estudios realizados con larvas de afidos y/o lepiddpteros y al
igual que en los trabajos con patdgenos, se ha visto una mayor variacion en los niveles de

GLSs inddlicos (Textor and Gershenzon, 2008). Se ha descrito que el ataque de afidos


https://link.springer.com/article/10.1007/s11101-008-9098-0#auth-Niels-Agerbirk
https://link.springer.com/article/10.1007/s11101-008-9098-0#ref-CR69

conlleva un aumento de GLSs del tipo inddlico, ya sea de manera general o individual, y
que el ataque de insectos masticadores induce cambios en todas las clases de GLSs. Estas
observaciones, puestas en conjunto, demuestran el nivel de complejidad de estas
interacciones y como esta puede ser influenciada por el tipo de estimulo exterior

presentado (revisado en Agerbirk et al., 2009).

Numerosos experimentos han demostrado que los productos de degradacion de los GLSs
tienen efectos repelentes y/o toxicos en herbivoros generalistas (revisado en Agerbirk et
al., 2009), por ejemplo, Irwin et al., (2003) y Harvey et al., (2007) correlacionaban el
contenido de GLSs inddlicos con una resistencia cualitativa a insectos en Raphanus sativus
(rébano) y B. olearacea (col silvestre). A pesar de esto las complejas diferencias genéticas
entre las plantas utilizadas en estos estudios hacen dificil determinar una relacién causal
directa entre el contenido individual de GLSs y el desempefio de los insectos. En un
experimento de alimentacidn artificial, los productos de degradacién de glucobrasicina:
indol-3-acetonitrilo, indol-3-carbinol y di-indolilmetano, mostraron un efecto
antialimentario dependiente de la concentracion en ninfas de Shistocerca gregaria,
aunque la glucobrascicina intacta (40 mmol/g) actué como un fagoestimulante para estos

insectos (El Sayed et al., 1996).

Los afidos, al alimentarse Unicamente del tubo criboso del floema, pueden evitar que los
GLSs entren en contacto con las enzimas mirosinasas producidas en las células adyacentes
(Barth and Jander, 2006). Como los productos de degradacion de los GLSs tienden a ser
mas toxicos que los GLSs intactos podria sugerirse que los GLSs inddlicos son
particularmente importantes en la defensa contra insectos que se alimenten del floema.
De hecho, se ha descrito que los conjugados de cisteina y glutation del indol-3-carbinol

reducen la fecundidad en afidos en ensayos con dietas artificiales (Kim et al., 2008).


https://link.springer.com/article/10.1007/s11101-008-9098-0#auth-Niels-Agerbirk
https://link.springer.com/article/10.1007/s11101-008-9098-0#auth-Niels-Agerbirk
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Figura 16. Sefales que influencian los GLSs. Las interacciones de las sefiales internas y externas
condicionan las respuestas de los glucosinolatos. El ajuste de los compuestos de defensa derivados
de los glucosinolatos depende de una retroalimentacién regulatoria ligada al metabolismo primario,

la sefializacion hormonal, el crecimiento y el comienzo de la floracién.

Cabe destacar que el control transcripcional constitutivo e inducido de la biosintesis de
los GLSs se encuentra estrechamente relacionado con la sefalizacion del JA; esto se basa
en que tanto la expresion de los genes relacionados con los GLSs como su contenido total
aumentan con la aplicacion de JA exdégeno (Guo et al., 2013). Ademas, plantas mutadas
en tres factores de transcripcion del tipo bHLH (MYC2, MYC3, MYC4), los cuales tienen
funciones aditivas en las defensas mediadas por JA, estan desprovistas de glucosinolatos
alifaticos como inddlicos (Frerigmann et al., 2014; Schweizer et al., 2013). Por este
motivo, la sefalizaciéon del JA es considerada como una ruta critica respecto a la
regulacion del contenido de GLSs durante el ataque de herbivoros y probablemente

patogenos.
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4.1.4 Sistema Glucosinolato-Mirosinasa

Los GLSs cuando se encuentran intactos no son dafiinos, pero son convertidos a derivados
toxicos gracias a la activacion enzimatica de las mirosinasas. Estas enzimas se encuentran
en las células de mirosina/idioblastos separadas espacialmente de los GLSs que se
encuentran en las llamadas células S (Andréasson and Jgrgensen, 2003), pero cuando el
tejido vegetal es dafiado, las mirosinasas se adhieren al motivo glucosa de los GLSs y
forman un aglucén inestable que se reorganiza espontaneamente, proceso que en inglés

se conoce como “mustard oil bomb” (Matile, 1980; Hunzikeret et al., 2019).

La actividad de las mirosinasas difiere entre especies y es dependiente del pH,
aumentando considerablemente a pH acidos (con actividad maxima en pH 3.0). Los
productos de la hidrélisis de los GLSs son los epionitrilos, isotiocianatos (ITCs), nitrilos y
tiocianatos (Figura 17) (Roman et al., 2018). El tipo de producto final depende del GLS
inicial como también de la inestabilidad del aglucédn formado. Esto, a su vez, es
dependiente del pH, de la presencia de iones férricos, la proteina epitoespecificadora
(ESP), la proteina especifica de nitrilos (NSP) y la proteina formadora de tiocianatos (TFP)
(Agerbirk and Olsen, 2012; Barba et al., 2016; Sturm and Wagner, 2017; Glindemann et
al., 2019).
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Figura 17. Sistema Glucosinolato-Mirosinasa. Cuando el tejido vegetal es dafiado, las mirosinasas
se adhieren al motivo glucosa de los glucosinolatos y forman un aglucén inestable que se reorganiza

espontaneamente, los productos finales de la hidrélisis de estos glucosinolatos son los epionitrilos,

isotiocianatos (ITCs), nitrilos y tiocianatos.

4.1.5 Relacion de las mirosinasas con los factores de transcripcion bHLH del tipo
MYC.

Dos de las familias mas grandes de factores de transcripcidn (TF) en Arabidopsis son las
delos MYBy los bHLH (basic-Helix-loop-Helix). Se ha demostrado que miembros de ambas
familias son responsables de los efectos mas considerables en la regulacién de los GLSs

(Frerigmann et al., 2021).

Los TFs MYB28, MYB29, y MYB76 actian en conjunto en una compleja interaccion para
controlar los GLSs alifaticos (Hirai et al., 2007; Gigolashvili et al., 2008; Sgnderby et al.,
2010), mientras que MYB34, MYB51, y MYB122 controlan los genes de GLSs inddlicos
(Gigolashvili et al., 2007). El analisis de mutantes y lineas que sobrexpresan han

demostrado que los niveles de GLSs estan directa y especificamente correlacionados con



la actividad de estos TF (Celenza et al., 2005; Gigolashvili et al., 2008; Sgnderby et al.,
2007).

Por otro lado, los TF del tipo bHLH MYC2/MYC3/MYC4 actian aditivamente en las
respuestas a JA, incluyendo la inhibicién del crecimiento radicular y defensa frente a
insectos (Fernandez-Calvo et al., 2011) y se ha demostrado que el tratamiento con MeJA
induce la expresidn de genes de biosintesis de GS y su acumulacion (Kliebenstein et al.,

2002, Mikkelsen et al., 2003; Reymond et al., 2004).

En Schweizer et al., (2013) se analizé el transcriptoma del triple mutante myc234 y
encontraron que los 50 genes mas desregulados eran los relacionados con la biosintesis
de GLSs. El analisis de genes importantes en la biosintesis de GLSs alifaticos y GLSs
inddlicos mostrdé que estos genes se encontraban fuerte o completamente suprimidos en
myc234, mientras que este patron de expresidon no se encontré en coil. De la misma
forma, no se detectaron GSL en el triple mutante myc234, pero si se encontraron
cantidades considerables en coil. Ademas, el triple mutante myc234 es extremadamente
susceptible al herbivoro generalista Spodoptera littoralis, y 1a ausencia de GLSs en myc234
modificé drasticamente el comportamiento de alimentacion de S. littoralis. No obstante,
un aumento de MYC/bHLHs por si solo no provoca un aumento en la biosintesis de GLSs

si no hay una abundancia paralela de TF del tipo MYB (Smolen et al., 2002).

4.2 Nitrilasas

4.2.1 Generalidades

Los nitrilos son compuestos organicos que contienen un grupo funcional (-CN). Los nitrilos
encontrados de forma natural comprenden a los cianoglucdsidos, cianolipidos y al
fenilacetonitrilo (Marron et al., 2012) que son producidos como metabolitos de defensa

de las plantas.

En la industria quimica los nitrilos son utilizados extensivamente como materia prima,
solventes, polimeros, farmacéuticos, pesticidas, entre otros. Los nitrilos también son
importantes intermediarios de la sintesis organica de amidas, aminas, acidos carboxilicos,

ésteres y cetonas (Gong et al. 2012; Kobayashi and Shimizu, 2000).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3784603/#bib18
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3784603/#bib19
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https://springerplus.springeropen.com/articles/10.1186/2193-1801-2-290#ref-CR6
https://springerplus.springeropen.com/articles/10.1186/2193-1801-2-290#ref-CR12

La biocatdlisis mediada por nitrilasas, que transforman directamente los nitrilos a sus
acidos carboxilicos correspondientes y a amonio, ha ganado un interés sustancial para el
desarrollo de tecnologias verdes sostenibles para la produccién de ingredientes activos
selectivos y complejos para las industrias farmacéuticas y agroquimicas (Gong et

al. 2012).

El principio de la investigacién sobre las nitrilasas puede datarse de 1952 y esta
estrechamente relacionado con la hormona de crecimiento vegetal I1AA, gracias a la
purificacion de una “nueva auxina” que resulté ser el indol-3-acetonitrilo (IAN). Ademas,
otros nitrilos como son el 1-naftaleno acetonitrilo y el fenilacetonitrilo también poseen
actividad del tipo auxina, lo cual ha sido explicado por una posible conversion de estos
compuestos a sus respectivos acidos carboxilicos activos en la célula (Steiner,

1948; Zimmerman and Wilcoxon, 1935).

La primera nitrilasa vegetal fue clonada por Bartling et al., (1992) en un intento por
identificar proteinas de membrana plasmatica de plantas. Entre un nimero de clones, se
observé que uno mostraba homologia de secuencia con una nitrilasa de Klebsiella
ozaenae, y la proteina codificada (nitrilase 1, NIT1) mostré una actividad IAN-
hidrolasa/nitrilasa (Bartling et al., 1992). Mas adelante fue identificada una segunda
nitrilasa (NIT2) (Bartling et al., 1994). Y de forma independiente, se identificé a NIT2 y dos
nitrilasas adicionales en A. thaliana (NIT3 y NIT4) (Bartel and Fink, 1994).

Por otro lado, se conoce que los hongos filamentos son una fuente abundante de enzimas
nitrilasas, sin embargo, estos estudios no han sido explotados extensivamente
(Martinkova et al., 2009). Los primeros estudios de nitrilasas en hongos fueron publicados
en 1960. Uno de estos trabajos iniciales reporté la habilidad que poseen algunos hongos
de los géneros Aspergillus, Penicillium, Gibberellay Fusarium de convertir indol-3-
acetonitrilo (IAN) a acido indol-3-acético (IAA) (Thimann and Mahadevan, 1964). Por lo
tanto, existe una gran necesidad de explorar la producciéon de nitrilasas por hongos

filamentosos en detalle.
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4.2.2 Quimica de las nitrilasas y nitrilo hidratasas

Las nitrilasas (nitrilo aminohidrolasas) son enzimas que catalizan la hidrdlisis de nitrilos
(cianidas organicas) a sus acidos carboxilicos correspondientes y amoniaco. Forman un
grupo de enzimas homdlogas que estan ampliamente distribuidas en bacterias, hongos y

plantas (Martinkova et al., 2009).

Las nitrilasas son enzimas con alta sensibilidad debido a la presencia de un residuo de
cisteina sensible a oxigeno en su sitio activo (Sheldon, 2012). En el caso de las nitrilo
hidratasas, a la hidratacion del grupo nitrilo a menudo le procede una enantioselectividad
pobre, pero la coexpresion de una amidasa resulta en un eficiente método para la
produccion de acidos carboxilicos quirales y tienen como producto final amidas y amonio

(Wells, 2012).

Las nitrilasas estan estrechamente relacionadas a las cianuro hidratasas de las bacterias
y de los hongos, las cuales convierten cianuro a formamida o acido formico y amonio y de

las de las cuales se hablard mas adelante (revisado en O’Reilly and Turner, 2003).

4.2.3 Funciones fisiolégicas en plantas

Las funciones probables de las nitrilasas en plantas consisten en la detoxificacidn de
cianuro, suministro de nitrégeno para el crecimiento, y en condiciones especificas, la

produccion de IAA (revisado en Piotrowski, 2008).

Como se menciond en la seccién anterior, la investigacion sobre las nitrilasas comenzé
con la observacién de que el IAN actuaba como hormona de crecimiento en algunos casos
(Jones et al., 1952). En la actualidad solo se conocen dos grupos de nitrilasas que
convierten IAN a IAA a una velocidad significativa, los homdlogos NIT1 de las Brassicaceae
y los homdlogos NIT4 del maiz (Zea mays) y sorgo (Sorghum bicolor) (Ishikawa et al.,
2007, Jenrich et al., 2007, Kriechbaumer et al., 2007, Osswald et al., 2002, Park et al.,
2003).

La biosintesis de auxinas en Arabidopsis procede parcialmente del intermediario indol-3-
acetaldoxima (IAOx), el cual es también un intermediario para la sintesis de GLSs inddlicos

y camalexina. Se ha sugerido que el IAN es un intermediario en la conversion de IAOx a
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IAA (revisado en Ljung et al., 2002). No obstante, el mutante sur2, el cual tiene una flujo
reducido de IAOx a GLSs y niveles elevados de IAA, posee niveles bajos de IAN (Barlier et
al., 2000). Curiosamente, el IAOx puede convertirse a IAN por medio de la citocromo p450
monooxigenasa, la cual estd implicada en la biosintesis de camalexina y el papel del IAN

como intermediario en esta ruta ha sido establecido con anterioridad (Nafisi et al., 2007).

La fuente mas probable de IAN libre en Arabidopdis es el GLS inddlico glucobrasicina. La
glucobrasicina puede ser metabolizada a IAN y existe una correlacién positiva entre los
niveles de glucobrasicina e IAN (Mdller and Weiler, 2000; Reintanz et al., 2001; Zhao et
al., 2002). De este modo, en situaciones en las cuales los niveles de IAN a partir de
glubrasicina aumentan, las nitrilasas podrian tener un papel en la biosintesis de IAA. Se
ha observado en plantas de Arabidopsis con deficiencia de azufre, en las cuales el gen
NIT3 se indujo fuertemente, mientras que al mismo tiempo disminuian los niveles de
GLSs. Como la glucobrasicina se degrada con mds rapidez en las raices, se desarrollé un
modelo en el cual el IAN de la glucobrasicina y su posterior conversion a IAA por NIT3

estimula el crecimiento de la raiz y la formacidn de raices laterales (Kutz et al., 2002).

En Arabidopsis, NIT1 es la isoforma que se expresa con predominancia (Bartel and Fink,
1994) y podria ser responsable de la degradacion general de los GLSs. En contraste la
expresion de NIT2 se induce fuertemente con el ataque de patdgenos y heridas mecanicas

(Almeras et al., 2003, Bartel and Fink, 1994, Weber et al., 2004).

En la Figura 18 se puede observar la evolucién de la funcién nitrilasa en plantas.
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Figura 18. Evolucién de la funcion nitrilasa en plantas (tomado de Piotrowski, 2008).

4.2.4 Funciones fisiolégicas en hongos

Las funciones naturales de las nitrilasas en microorganismos son menos comprendidas
que las de las plantas, pero podria hipotetizarse que sus principales papeles/funcionales
son la detoxificaciéon de nitrilos y el reciclaje de nitrogeno, lo cual puede facilitar la
participacion de estos organismos en patogenicidad (revisado en Prasad and Bhalla,

2010).

El interés en las nitrilasas se ha debido a su habilidad para hidrolizar nitrilos en
condiciones ambientales, a valores medios de pH, ademas de ser capaces de discriminar
entre enantio- y regiosdmeros, y por hidrolizar selectivamente grupos ciano- aun en la
presencia de otros grupos funcionales. Estas funciones han sido examinadas en su
mayoria en nitrilasas bacterianas y en algunos casos de plantas, mientras que la
investigacion de las nitrilasas en hongos ha sido menos (revisado en Osswald et al., 2002,

Martinkova et al., 2017).

La primera nitrilasa fungica fue purificada de Fusarium solani por Harper (1977) pero su
secuencia aminoacidica no fue determinada. Mas adelante, utilizando 2-cyanopyridina y

valeronitrilo como inductores pudieron aislarse dos nitrilasas de esta especie y
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determinar parcialmente sus secuencias (revisado en Martinkova et al., 2009). Ademas,
una nitrilasa con una amplia especificidad de sustrato pudo ser inducida en Fusarium
proliferatum utilizando e-caprolactama (Yusuf et al., 2013). No obstante, el aislamiento
de nitrilasas en hongos tiene sus limites, ya que la produccion enzimdtica puede ser baja
y es dificil encontrar el inductor adecuado. Por lo tanto, cada vez mas se esta utilizado la
expresion heteréloga para obtener nuevas nitrilasas fungicas y proceder a su

caracterizacion.

4.3 Cianuro hidratasas

Las nitrilasas y las cianuro hidratasas son un grupo de proteinas que estan estrechamente
relacionadas. Estas proteinas presentan similitudes significativas a nivel estructural,
aunque, presentan diferencias en su capacidad catalitica (revisado en OReilly and Turner,

2003).

El cianuro es un compuesto abundante en la naturaleza y se encuentra tanto en forma
inorganica (HCN), como cianuro organico o nitrilos. En este sentido, es relevante
mencionar que la degradacion de los GLSs conduce a la produccién de nitrilos (Wittstock
and Halkier, 2002). Las enzimas capaces de hidrolizar cianuro y nitrilos se han estudiado
en una amplia variedad de especies microbianas y cada vez mas en plantas. La conversion
enzimatica de HCN/nitrilo al correspondiente acido carboxilico puede tener lugar en un
solo paso por medio de las nitrilasas o las cianuro dihidratasas (CDH) o en dos pasos con

un intermediario amida por medio de las nitrilo hidratasas o cianuro hidratasas.

Las cianuro hidratasas, aunque funcionalmente diferentes de las nitrilasas y cianuro
dihidratasas, estan estrechamente relacionadas con ellas (Wang and VanEtten 1992;
Cluness et al., 1993). Estas enzimas han sido clasificadas dentro de una misma familia
enzimatica, conocida como la familia nitrilasa/cianuro hidratasa, que también incluye a
las menos relacionadas amidasas alifaticas (O’Reilly and Turner, 2003), todas estas
pertenecen a su vez a un grupo mayor de proteinas relacionadas llamada superfamilia

nitrilasa (Pace and Brenner 2001).
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El NO regula una gran cantidad de procesos fisiolégicos en plantas ya que su versatilidad
como radical libre proporciona la capacidad de interactuar y modular la accién de otros
reguladores del crecimiento (Manrique-Gil et al., 2021; Sanz et al. 2015). El NO también
es importante en las interacciones planta-patdégeno, se ha descrito que el H202 y el NO
juegan un papel crucial en la activacion de la respuesta hipersensible (HR) (Delledonne et

al., 1998).

En nuestro grupo de investigacion trabajos anteriores han elucidado un papel del NO
durante la germinacidon y desarrollo temprano (Albertos et al., 2015; Albertos et al., 2021).
Ademas, también se ha detectado la presencia de NO en el nicho de células madre y se
ha observado como las alteraciones en la homeostasis del NO afectan el desarrollo de la
raiz primaria y proliferacion de células meristematicas (Fernandez-Marcos et al., 2011;
Sanz et al., 2014; de Luis-Balaguer et al., 2017)). A su vez, se ha detectado alteraciones en
la biosintesis, el transporte y sefializacidn de auxinas en los mutantes de la homeostasis
de NO durante el desarrollo vegetal (Lechdn et al., 2020; Fernandez-Marcos et al., 2011,

Sanz et al., 2014).

El NO también posee un amplio papel sefializador en hongos, participando en procesos
que van desde la infeccion y colonizacidon hasta la modulacion del metabolismo
secundario y desarrollo tanto sexual como asexual (revisado en Zhao et al., 2020; Wang
and Higgings, 2005). Como ya se mencionaba anteriormente en la introduccion de esta
Tesis Doctoral, en Turrion-Gémez et al., (2010) y Turrion-Gémez and Benito (2011) se
caracterizd el sistema de detoxificacion de NO en B. cinerea basado en la
flavogemoglobina BCFHG1. BCFHG1 constituye el principal y probablemente unico
mecanismo detoxificador de NO en B. cinerea (Turrién-Gomez et al., 2010). Bcfhgl se
induce tras la aplicacion de NO exdgeno y muestra un patrén de expresion in planta que
podria conferir ventajas adaptativas a un patdégeno necrétrofo durante el proceso de

infeccion (Turrion-Gémez et al., 2010).

Por otro lado, en Anta-Fernandez et al., (2022) se realizé un andlisis de expresion global
en la cepa silvestre B05.10 y la cepas mutantes ABcfhgl. que indicaba una situacién de
fuerte estrés nitrosativo tras la aplicacion de NO exdgeno, con mucha mayor intensidad
en las cepas mutantes. Se pudo observar la activacidén de varios sistemas de defensa,
incluyendo un aumento de expresion en los genes codificadores de la flavohemoglobina

BCFHG1, una nitronato monooxygenasa (NMO) y la nitrilasa/cianuro hidratasa estudiada



en esta Tesis Doctoral. Ademas, se observd la induccidén de genes relacionados con la
asimilacion de nitrato siendo BCFHG1 el sistema enzimatico responsable de su induccion.
Los andlisis de expresion comparativa, a su vez, mostraron la influencia del NO en otros
procesos celulares, como la respiracion mitocondrial y el metabolismo primario y

secundario (Anta-Fernandez et al., 2022).

Teniendo en cuenta los trabajos anteriores, cabe destacar que la sensibilidad de B. cinerea
al NO exdgeno parece depender estado de desarrollo, por lo que podria sugerirse que
durante el establecimiento de una interaccion entre B. cinerea y su huésped existe un
flujo de NO al que pueden responder tanto la planta como el patégeno (Turrién-Gémez
and Benito, 2011), siendo a su vez una estrategia de defensa de la planta y un medio del

hongo para facilitar la infeccion.



Partiendo de la informacién generada previamente, pretendemos analizar el efecto del
NO en el proceso de infeccion y el metabolismo secundario de la planta durante la
interaccién con el hongo. A su vez, profundizar en la funcidn del gen codificador de la

enzima nitrilasa inducido por la aplicacién de NO exdgeno.

Para ello, nos proponemos abordar los siguientes objetivos:

1. Evaluacion de la respuesta de mutantes alterados en la homeostasis del NO de
Arabidopsis thaliana durante el proceso de infeccion de Botrytis cinerea.

2. Estudio de la produccidon de glucosinolatos y compuestos fendlicos en
Arabidopsis thaliana durante la infeccion con cepas Botrytis cinerea afectadas en
la homeostasis del NO.

3. Caracterizacion funcional del gen codificador de la nitrilasa/cianuro hidratasa
Bcin12g06180 de Botrytis cinerea.

4. Estudio de la influencia del NO en las nitrilasas de Arabidopsis thaliana.
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Materiales y métodos

1. Organismos

1.1 Plantas

1.1.1 Arabidopsis thaliana

Se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana del ecotipo Columbia-0 (Col-0) como fondo
genético silvestre correspondiente a las lineas hot5-2 (Leer et al., 2008), cuel-5 (Redei et
al., 1965; Streatfield et al., 1999), cuel-6 (Streatfield et al., 1999), nox1-1 (He et al., 2004),
noal (Guo et al., 2003), noalnialnia2 (Lozano-Juste and Leon, 2010), y 35S:FLAGI-
GSNOR (Frungillo, L., Skelly, M., Loake, G. et al. 2014). La linea hot5-4 se encuentra en el
fondo genético Wassileskija (WS), la linea tt4 (transparent testa 4) en el fondo genético
Landsberg erecta (Ler) (Koornneef, 1990), y la linea cuel-1 en el fondo genético Bensheim
(Be-0) (Li et al., 1995). Las lineas AHb1 se encuentran en el fondo genético silvestre C24

(Pezarrolli et al., 2004).

Todos los mutantes cuel son defectivos en el locus CUE1 (AT5G33320), mientras que
ambos mutantes hot5 son defectivos en el locus GSNOR1 (AT5G43940). Las lineas cuel-5
(CS3156) y cuel-6 (CS3168) fueron generadas por mutagénesis con etilmetanosulfonato
(EMS) en una poblacion de Col-0 (Streatfield et al., 1999), mientras que el mutante nox1-
1 fue generado por mutagénesis de neutrones (He et al, 2004). El alelo cuel-1 fue
generado por Li et al. (1995) mutagenizando una poblacion de pOCA108-1 con
radiaciones gamma. pOCA108-1 es una linea de insercidn simple que contiene una

construccién reportadora pOCA108 en el cromosoma 2.

Ambos alelos hot5 son mutantes de insercion de T-DNA obtenidos del Arabidopsis
Biological Resource Center (ABRC). La insercién de T-DNA de hot5-2 se localiza en el exdn
1y es idéntica al alelo del gen gsnori1-3 reportado por Feechan et al., (2005), mientras

que la insercion de hot5-4 se encuentra en el exdn 4 (Lee et al., 2008).

El mutante noal (AT3G47450) posee menor produccion de NO (Guo et al., 2003;
Crawford, 2006; Moreau et al., 2008), mientras que el triple mutante noalnialnia2, es
una linea simultdneamente afectada en noal y las nitrato reductasas NR1/NIAl y

NR2/NIA2, las cuales se han descrito previamente como implicadas en la sintesis de NO
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(Lozano-Juste and Leon, 2010). Por otro lado, el mutante de pérdida de funcidn tt4 carece

de flavonoides (Saslowsky et al., 2000).

Se utilizaron ademas lineas reportadoras de los genes codificadores de nitrilasas NIT1,
NIT2, NIT3, NIT4 de Arabidopsis thaliana proporcionadas amablemente por la Dra. Bonnie
Bartel de la Universidad de Rice, Estados Unidos. Estas lineas son portadoras de fusiones
transcripcionales del gen uidA, codificador de la B-glucuronidasa (B-GUS), a las regiones
promotoras de los genes correspondientes (Bartel and Fink, 1994). En siguiente tabla
(Tabla 1) se muestra un resumen de los patrones de expresion obtenidos por Bartel and

Fink (1994) en sus condiciones de cultivo.

Tabla 1. Resumen de los patrones de expresidn de las fusiones NIT-GUS.

3-12 dias
- - 5 semanas
Gen Hoja Raiz
Cotiledon |Hipocotilo| Punta | Vascular | Punta | Vascular Hoja Estipula Tallo Sépalos | Anteras | Silicua
NIT1 + + + * + * + + + + + +
NIT2 + * - - * - - + - * - +
NIT3 + + - * B * K
NIT4 * + + + + + + * +

+ Presencia de GUS en todos los transformantes, * presencia leve/pobre de GUS en algunos
transformantes, - sin presencia de GUS. (Adaptado de Bartel and Fink, 1994).

1.1.2 Vitis vinifera

El material vegetal de vid (V. vinifera) utilizado en este trabajo fue recogido de cepas de
vid mantenidas en las instalaciones del invernadero de Parque Cientifico de la Universidad
de Salamanca.Se utilizaron diferentes tipos de variedades de campo cultivadas
tradicionalmente y comercialmente en Castilla y Ledon como Rufete, Juan Garcia,

Tempranillo, Verdejo, Sauvignon Blancy Viura.

1.1.3 Phaseolus vulgaris

Las plantas de judia (Phaseolus vulgaris) variedad Blanca Rifién de la regién de Avila-

Piedrahita, Espafa fueron cultivadas en el invernadero.
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1.2 Hongos

1.2.1 Botrytis cinerea

La cepa tipo silvestre de B. cinerea, B05.10, fue obtenida en el laboratorio del Profesor
Paul Tudzynski (Wilhelms Universitat Mlnster, Alemania) (Buttner et al., 1994). Esta cepa
haploide proviene de la cepa de campo SAS56 (Faretra et al., 1988) y fue obtenida

mediante tratamiento con benomilo.

Las cepas mutantes en el gen de la flavohemoglobina ABcfhgl: a7.2 y B16.7 fueron
obtenidas por Juan Luis Turridn-Goémez en el laboratorio de Genética del Instituto de

Investigacidn en Agrobiotecnologia (CIALE) (Turrion-Gémez et al., 2010).

La cepa que sobreexpresa el gen Bcfhg1, OV96, fue obtenida por la Dra. Daniela Santander
Gordoén vy el Dr. Ernesto Pérez Benito en el laboratorio de Genética del Instituto de

Investigacion en Agrobiotecnologia (CIALE).

1.3 Bacterias

1.3.1 Escherichia coli DH5a

La cepa de Escherichia coli DH5a (F-, supE44, lacU169, hsdR17, recAl, endAl, gyrA96, thi-

1, relAl) fue utilizada en los experimentos de transformacidn bacteriana.

2. Medios y condiciones de cultivo

2.1 Condiciones de siembra

2.1.1 Esterilizacion y estratificacion de semillas

Las semillas de Arabidopsis fueron sometidas a un proceso de esterilizacion de acuerdo

con el siguiente protocolo:

65



Materiales y métodos

e Realizar 1 lavado de 5 min en agitacion con hipoclorito sédico al 25% (v/v) y
Tritdn X-100 al 0,01% (v/v).

e Realizar 3 lavados sucesivos con agua estéril y en vigorosa agitacion con el fin de
eliminar todos los posibles restos o trazas de hipoclorito sdédico que puedan
quedar.

e Adicidon de 1ml de agua estéril para la conservacion de las semillas hasta su

utilizacion.

Tras este procedimiento, las semillas se mantuvieron a 4°C en condiciones de oscuridad

para lleva a cabo con la estratificacion al menos 48h, eliminando la dormicidn y para

alcanzar una correcta sincronizacién de la germinacion.

2.1.2 Siembra y germinacion en medio sélido

La siembra fue realizada con ayuda de una pipeta y puntas estériles en placas Petri con
medio Murashige y Skoog suplementado con 2% (w/v) de sacarosa y agar bacterioldgico

al 0,6% (w/v) para su solidificacion.

El medio posteriormente fue esterilizado en autoclave durante 10 minutos a 120°C antes

de ser distribuido en las placas dentro de la campana de flujo laminar.

Tras la siembra las placas fueron selladas con esparadrapo quirurgico “Micropore 3M”,
para proteger el cultivo de cualquier posible contaminacién y a la vez permitir el

intercambio de gases con el exterior.

Las placas fueron transferidas a cdmaras de crecimiento bajo condiciones de 16/8 horas

de fotoperiodo, temperatura de 22°C y humedad relativa de 50-60%.
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2.1.3 Crecimiento de plantulas en invernadero

A. thaliana

Para la obtencidn de plantas adultas de Arabidopsis se procedid a transferir las plantas
cuando alcanzaron un desarrollo adecuado a alveolos individuales con mezcla de sustrato

para horticultura, TREF y vermiculita en proporcién 3:1.

El desarrollo de estas se completd en el Invernadero Experimental del Parque

Cientifico/USAL, en condiciones ambientales controladas.

P. vulgaris

Las semillas, previamente esterilizadas mediante tratamiento con hipoclorito sédico 5%,
fueron germinadas en vermiculita. Transcurridos 7 dias desde la siembra, las plantulas
fueron transferidas individualmente a macetas con sustrato vegetal. Estas fueron
mantenidas durante 7 dias mds en el invernadero antes de su utilizaciéon en los

experimentos de infeccidn.

2.1.4 Cultivo en medio sdélido de B. cinerea

Para la obtencion de conidios se prepararon placas de PDA (Potato Dextrose Agar, Difco)
suplementadas con 25% (w/v) de hojas de tomate trituradas (Benito et al., 1998). Estas
placas fueron inoculadas con 5 pl de una suspensién de conidios o con un dado de agar
procedente del borde de crecimiento del hongo en placa e incubadas a 22°C durante 3
dias aproximadamente. Transcurrido este tiempo fueron expuestas a luz ultravioleta de
onda larga (280-420 nm) durante 8 horas para favorecer la conidiacion. Las placas se

mantuvieron a continuacién dos semanas mads a 22°C en la oscuridad para obtener

una buena produccién de conidios.

Para el analisis de crecimiento saprofitico y el mantenimiento de las cepas se utilizaron
placas de MEA (Malt Extract Agar, Difco), o de medio B5 sdlido compuesto por sales

Gamborg’s B5 (AppliChem) y 2% de agar o medio minimo Czapek Dox con modificaciones

67



Materiales y métodos

compuesto de 2% sacarosa, 0.1% KH2P04, 0.3% NaNOs, 0.05% KCl, 0.05% MgS0ax7 H20 y

agar al 2% ajustado a pH 5.

Para la seleccidon de transformantes de B. cinerea se utiliz6 MEA (Malt Extract Agar,
Difco) suplementado con 70 pg/ml de higromicina (Roche), que se afiadié al medio de

cultivo una vez que éste habia sido autoclavado.

2.1.5 Cultivo en medio liquido de B. cinerea

Para el cultivo de micelio para la preparacion de protoplastos, las esporas de B. cinerea
fueron inoculadas en medio de extracto de malta (Bacto Malt Extract, Difco) a una
concentracion final de 5x10° esporas/ml en matraces de 250 ml con 30 ml de medio. Los
matraces se mantuvieron en oscuridad a 22°C y mantenidos en agitacién a una velocidad
de 180 rpm en un agitador orbital Kiinher 1SF-1-W durante 16 horas para la obtencién de

protoplastos y 96 horas para la extraccion de ADN.

En el caso del cultivo para analisis relativos a la actividad nitrilasa se utilizd el medio
Gamborg’s B5 suplementado con aminodcidos (Yeast Synthetic Drop-out Medium
Supplements without uracil, Sigma) y glucosa 10 mM o el medio Czapek-Dox modificado.
Los matraces fueron inoculados con una concentracion de 5x10° esporas/ml y

mantenidos en agitacidn a luz continua a 22°C a 180 rpm en el incubador orbital.

Para el anélisis del efecto del NO en la germinacion de B. cinerea se utilizaron placas Petri,
ya que el cultivo en matraces en agitacidn favorece la agregacion de las esporas lo que
dificulta la observacion posterior y conteo en el microscopio. Para esto se utilizé el medio
PDB a la mitad de la concentracidon recomendada por el fabricante y se inoculé a una
concentracién de 5x10° esporas/ml en un volumen de 60 ml. Esta suspensién se depositd
en placas Petri cuadradas de 120mm y se mantuvieron a 22°C en oscuridad en una cdmara

de germinacién FRIOCELL 222 hasta el momento de la toma de imagenes.
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2.1.6 Cultivo de Escherichia coli

E. coli fue cultivada en medio LB (Luria-Bertani), el cual estda compuesto por 0,5% de
extracto de levadura (Difco), 1% de bactotriptona (Difco), 1% de NaCl y 2% de agar en el
caso del medio sélido. La temperatura de incubacion fue 37 °Cy en el caso de cultivo en
medio liquido se aplicé agitacién a 220 rpm. Cuando fue requerida la seleccion de
colonias, se afiadieron 100 pg/ml de ampicilina esterilizada por filtracidn, después de la

esterilizacion del medio LB en el autoclave.

3. Extraccion de conidios de B. cinerea

La extraccion de esporas se realizd en condiciones de esterilidad en una cabina de flujo
laminar. A las placas de PDA tomate se les afiadieron en superficie aproximadamente 10
ml de agua Milli-Q estéril. Con ayuda de un extendedor de vidrio se frotd suavemente la
superficie de la placa para favorecer la liberacién de los conidios en la suspensién. A
continuacion, la suspensién de esporas fue filtrada a través de un embudo con lana de
vidrio en su parte mas estrecha para eliminar restos de micelio. Las esporas fueron
recolectadas en un tubo de 50 ml. La suspension de conidios recolectada se centrifugd a
800 rpm por 5 minutos y se elimind el sobrenadante. Se repitid éste procedimiento 2 o0 3
veces y finalmente las esporas sedimentadas fueron resuspendidas en 5 ml de agua
destilada estéril. Se tomaron entonces alicuotas de diluciones apropiadas (generalmente
1:100 o 1:50) para poder contar conidios en la cdmara Thoma. Las esporas fueron
conservadas a 4 °C durante 2 semanas para su uso en fresco. Para su uso a largo plazo se

conservaron en 15% de glicerol a -80 °C.

4. Ensayos de infeccién

El analisis del grado de infeccidn de cepas de B. cinerea se realizé segun Benito et al.,
(1998). En primer lugar, se prepard una suspensién de esporas de cada cepa a analizar en
el medio B5 a una concentracidon de 1x10° sp/ml para Arabidopsis y 5x10° sp/ml en el

caso de V. vinifera, y se dejaron reposar durante una hora a temperatura ambiente.
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Mientras las esporas reposaban, se preparé el material vegetal a infectar. En el caso de
plantas de vid se cortaron las hojas y se insertaron por el peciolo en bloques de espuma
de floristeria previamente saturados en agua y colocados sobre placas Petri con agua. Esta
estructura se colocd en bandejas de plastico en cuya base se colocaron laminas de papel
absorbente humedecido y una rejilla que permitiera una separacién entre el papél
humedo y las hojas inoculadas. En el caso de hojas de Arabidopsis, se incularon
directamente sobre las hojas con gotas de 5 pul con 500 conidios. Se dejaron secar durante
30 minutos a temperatura ambiente y se sell6 la parte superior de las bandejas con una
pelicula de plastico para crear un microclima con alta humedad relativa (HR). Las bandejas
se incubaron en germinadores a una temperatura de 22 °C, 80% HR, 16/8 horas de
fotoperiodo, durante 72 horas en el caso de Arabidopsis y 96 horas en el caso de la vid.
Alternativamente, para los ensayos de infeccion en vid y judia se utilizaron discos de agar
de 5mm de diametro procedentes del borde de crecimiento de las cepas
correspondientes y se procedié a sellar las cajas y bandejas como se menciond

anteriormente.

Para el analisis del proceso de infeccidn, la agresividad de las distintas cepas analizadas
se evalud cuantificando dos pardmetros diferentes. En primer lugar, estimando el
porcentaje de lesiones dispersivas producidas, y en segundo lugar, el didmetro medio de

las lesiones dispersivas producidas.

5. Ensayos de germinacion

5.1 Ensayos de germinacion en A. thaliana

Para el analisis de la sensibilidad al indol-3-acetonitrilo de las distintas lineas se realizé la
siembra en placas de medio MS suplementado con una concentracién de 70 uM de indol-
3-acetonitrilo. Las placas se mantuvieron durante 7 dias a 22 °C y un fotoperiodo de 16/8
horas. Se asumié como planta germinada aquellas en las que la radicula ha emergido de

las cubiertas que rodean a la semilla (testa y endospermo).
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5.2 Ensayos de germinacion en B. cinerea

La germinacidn de B. cinerea fue evaluada en medio PDBY y en placas Petri de 45 mm.
Para ello se prepararon diluciones de las distintas cepas analizadas a una concentracion
final de 5x10° sp/ml. En los tratamientos control se colocé una gota de 100 pl de la
suspension de esporas en el centro de la placa. En los tratamientos con DETA 250 uM
(donador de NO) se utilizaron gotas preparadas combinando 2.5 pl de DETA 10 mM con
97.5 ul de la dilucion.

El conteo del nimero de esporas germinadas se realizdé a las 2, 4, 6 y 8 horas. Se colocd la
placa en el microscopio dptico y se enfocé con el lente de 20X. Se tomaron fotografias de
4 o 5 campos diferentes y sobre ellas se procedid a contar las esporas germinadas y no
germinadas en cada tiempo. Con los datos recogidos se procedié a calcular el porcentaje

de esporas germinadas en cada tratamiento.

Las esporas se subdividieron en tres grupos segun el estado de germinacion alcanzado
distinguiéndose tres fases: en la fase 0 las esporas no muestran signos de emergencia del
primordio del tubo germinativo; en la fase 1 el primordio ha emergido pero la longitud
del tubo germinativo no supera la longitud del diametro de la espora en fase 0; y en la
fase 3 la longitud del tubo germinativo es mayor que el didmetro de la espora en fase 0.
Se considera como esporas germinadas aquellas que se encuentran tanto en fase 1 como

en fase 2 (Figura 19).

Fase O Fase 1 Fase 2

Figura 19. Clasificacion de las esporas en germinacion segun la longitud del tubo germinativo.
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6. Ensayos de crecimiento saprofitico

Una suspension de 5x10° sp/ml de cada cepa fue utilizada como stock inicial. El medio de
cultivo base fue MEA, Gamborg’s B5 o Czapex-Dox suplementado segun las necesidades
del experimento. En el centro de la placa se depositd una gota de 5 pl de la suspensién de
conidios. Por cada muestra se realizaron 3 réplicas. Las placas se dejaron crecer a 22 °Cy
se midid el didmetro de la colonia a los 3 y 5 dias después de la inoculacién. En cada
colonia (placa) se midieron dos didmetros perpendiculares. El didmetro considerado
finalmente para cada colonia fue la media de los dos diametros registrados para cada

Ccaso.

6.1 Ensayos de sensibilidad a estrés nitrosativo y oxidativo en B. cinerea

Para la induccion de estrés nitrosativo se utilizaron los donadores de NO DETA/NO
(Dietilenotriamina, Sigma) a una concentracién de 125 uM y SNP (Nitroprusiato de sodio,
Sigma) a unas concentracion de 500 uM en medio MEA. Para la induccion de estrés
oxidativo se afiadid Perdxido de Hidrégeno (H20:) al 30% w/w (Sigma) a una
concentracion de 2,5 mM en MEA. En la medida de lo posible, las placas de medio MEA
con SNP fueron preparadas inmediatamente antes de su utilizacidn para reducir el tiempo

de almacenamiento.

6.2 Actividad nitrilasa durante el crecimiento saprofitico

Uno de los métodos para la deteccidn de la actividad nitrilasa en hongos filamentososos
es la utilizacién de un nitrilo como Unica fuente de nitrégeno para el crecimiento en medio
minimo (Figura 20). En este caso se utilizé el medio Czapek-Dox modificado suplementado
con el nitrilo 3-cianopiridina en concentraciones de 10 mM, 5 mM, 1 mM y 0.5 mM. Las
placas se dejaron crecer a 22 °Cy luz continua. Se midié el didmetro de la colonia a los 3
y 5 dias después de la inoculacion. A su vez, se observé la morfologia de la colonia durante

toda la duracién del experimento. Por cada muestra se realizaron 3 réplicas.
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Czapek-Dox minimum media Czapek-Dox minimum media Czapek-Dox minimum media

+Nitrate -Nitrate -Nitrate
+3-Cyanopyridine

Mutant

Figura 20. Resultados esperados con la utilizacidn de 3-cianopiridina como unica fuente

de nitréogeno como medio de deteccion de actividad nitrilasa.

7. Extraccidn y cuantificacidon simultanea de compuestos
fendlicos y glucosinolatos

Para el estudio de la identificacién y cuantificacion simultdnea de GLSs y compuestos
fendlicos se utilizé el método presentado en Francisco et al. (2009) con modificaciones
(Figura 21). Este estudio fue realizado en colaboracion con el grupo de Grupo de
Investigacién en Polifenoles, Facultad de Farmacia de la Universidad de Salamanca, con
la implicacion especial de la Dra. Maria Teresa Escribano Baildn y el Dr. Ignacio Garcia

Estévez.
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7.1 Preparacion de muestras:

Las muestras fueron liofilizadas y trituradas hasta obtener un polvo homogéneo, se
pesaron 5 mg de este polvo en tubos de vidrio y se le adicionaron 3 ml de MeOH al 70%.
Las muestras se mantuvieron a 70 °C durante 30 minutos, mezclando con vortex cada 5
minutos para facilitar la extraccién. Una vez completado este proceso las muestras se
trasladaron a tubos de 15 mly se centrifugaron a 13.000 g durante 15 minutos a4 °C. Una
vez completado el proceso de centrifugado se colectaron los sobrenadantes en globos de
evaporacion y el MeOH y agua fueron eliminados completamente con la ayuda de un
rotavapor de vacio a 37 °C. El material seco obtenido fue resuspendido en 500 pl de agua

ultrapura y filtrado con la ayuda de una jeringa y un filtro de 0.20 um.

7.2 Analisis HPLC-DAD

Los analisis se llevaron a cabo utilizando un cromatégrafo Hewlett-Packard 1200 provisto
de bomba cuaternaria y de un detector de diodos en circuito integrado y acoplado a una

estacion de tratamiento de datos HP Chem Station (Rev. B.04.01).

Para la determinacién de compuestos fendlicos y GLSs se utilizé una columna de fase
reversa Aqua C18 (4.6x150 mm, 3 um) (Phenomenex, Inc.) termostatizada a 35 °C. La fase
movil utilizada es (A) 0.1% de acido trifluoroacético, (B) 100% acetonitrilo de calidad HPLC.
El gradiente de elucién fue el siguiente: isocratico 10% de B durante 3 min., de 10 a 15%
de B en 12 min., isocratico 15% de B durante 5 min., de 15 a 18% de B en 5 min., de 18 a
30% de B en 20 min. y de 30 a 35 de B en 5 min. El flujo de trabajo fue de 0.5 ml/miny el
volumen inyectado de 100 pL. Las longitudes de onda establecidas como preferentes

fueron 227 nm para los glucosinolatos y 280, 330 y 370 nm para los compuestos fendlicos.

7.3 Analisis por espectrometria de masas

El espectrémetro de masas utilizado fue un Finnigan LCQ con una fuente de ionizacion ESI
y un detector de masas con trampa idnica, controlados por el software LCQ Xcalibur. El
gas auxiliar y el envolvente fue nitrégeno con flujos de 6 y 1.2 L/min, respectivamente.
El voltaje de la fuente era de 4.5 kV y el voltaje del capilar fue de 28V, la temperatura del
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capilar era de 270 °C. Los espectros fueron registrados en modo positivo entre 150 y 2000
m/z. El detector de MS fue programado para realizar una serie de 3 registros consecutivos
que incluyeron un registro completo, un MS2 del ion mas abundante en el primer registro
y un MS3 del ion mas abundante del MS2 usando una energia de colisién normalizada del

45%.
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Figura 21. Flujo de trabajo para la deteccidén simultanea y cuantificacién de compuestos fendlicos y

GLSs.

8. Extraccion de proteinas

El material vegetal fue pesado y congelado en nitrégeno liquido. En el caso de que la
extraccion no se realizara el mismo dia, los tubos fueron mantenidos a -80 °C hasta su
uso. Eltejido congelado fue triturado hasta obtener un polvo fino con la ayuda de bolas
de vidrio de 2 mm (Bohemia Cristal, Kavalierglass) y con la utilizacion de un
homogeneizador Silamat S6 (Ivoclar Vivadent) a velocidad alta y en series de 10 segundos.
Una vez obtenido un polvo homogéneo se afiadid el buffer de extraccidon de proteinas
(150 mM NaCl, 100 mM Tris-HCI pH 7.5, 0.25% NP-40, 100 pM PMSF, 1x cOmplete EDTA-

free Protease Inhibitor Cocktail).
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Las muestras se mantuvieron en hielo durante todo el proceso. Una vez resuspendidas en
buffer de extraccion fueron centrifugadas a velocidad maxima y a 4 °C. El sobrenadante

fue transferido a un tubo nuevo y mantenido en hielo hasta su cuantificacidn.

8.1 Cuantificacidon de proteinas (método Bradford)

La proteina total fue cuantificada utilizando el kit “Bio-Rad Protein Assay” (Bio-Rad),
basado en ensayo de proteinas Bradford (Bradford, 1976). Este es un método
colorimétrico basado en los cambios de absorbancia en el compuesto Coomassie Brilliant
Blue G-250 en condiciones acidicas. La emisién cambia de 465 nm a 595 nm cuando se

une a las proteinas.

La cuantificacion se realizd en placas microtiter de 96 pocillos. Y se utilizé seroalbumina
bovina (BSA) (Sigma-Aldrich, Merck) para la realizacion de la curva standard, usando diez

diluciones de BSA desde 0.1 pg/ul a 1 pug/ul en un volumen final de 10 pl.

La muestra se pipeted por triplicado en una dilucién 1:5 en un volumen total de 10 pl.
Una vez pipeteados todos los standards y muestras se agregaron 200 ul de reactivo diluido
a cada pocillo. La placa se dejé incubando 5 minutos a temperatura ambiente y se
procedio a medir a 595 nm en un fluorimetro Varioskan LUX Multimode Microplate

Reader (ThermoFisher Scientific).

9. Analisis y separacion de fracciones proteicas

Las muestras de proteina se combinaron con buffer de muestras SDS 4x compuesto de
0.25M Tris-HCl pH 6.8, 8% SDS, 40% glicerol, 20% B-mercaptoetanol y bromophenol blue,
y se incubaron a 95 °C durante 10 minutos. Las muestras se almacenaron a -20 °C hasta

su utilizacién.

Los geles de poliacrilamida fueron elaborados siguiendo el protocolo descrito por Sever
et al. (2015) utilizando el kit Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad). Se cargaron entre 70 y

90 ug de proteina total por pocillo. El tamafio de las proteinas se determiné utilizando el
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marcador Dual Color (Bio-Rad). El gel resultante fue transferido a una membrana

Immobilon-P PVDF.

10. Western Blot

Las proteinas fraccionadas se transfirieron a una membrana Immobilon-P PVDF activada
con metanol (Merck Millipore, Merck) utilizando el sistema de transferencia semi-
himeda Trans-Blot Turbo (Bio-Rad). La transferencia se llevé a cabo durante 20 min a 25V

y 2 mA.

La membrana entonces fue bloqueada a temperatura ambiente con leche en polvo al 5%
disuelta en buffer salino Tris adicionado con 0.1% Tween (TBST). Para la deteccion de la
proteina de interés, las membranas se incubaron a 4 °C toda la noche con el respectivo
anticuerpo en una dilucién 1:10.000 en leche en polvo al 5% disuelta en TBST.
Posteriormente, la membrana se lavé 3 veces en TBST durante 5 min y se procedid a
incubar con el anticuerpo secundario. La membrana fue lavada nuevamente y se procedié
a revelar con el reactivo Amersham ECL Select Western Blotting Detection Reagent
(Amersham, GE Healthcare Life Sciences) y observada en el equipo ChemiDoc MP Imaging

System (Bio-Rad).

Para la deteccion del control de carga, se incubd la membrana en stripping buffer
(62.5mM Tris-HCI pH 6.7, 2% SDS y 100 mM B-mercaptoetanol) a 55 °C durante 10 min
para remover los anticuerpos anteriores. Una vez completado el proceso de stripping se
procedié a bloquear e incubar la membrana como se explicd con anterioridad. Como
anticuerpo primario se utilizé aactina disponible comercialmente (Sigma-Aldrich, Merck)
en una dilucion 1:10.000 y como secundario una dilucion 1:10.000 de un anticuerpo HRP

amouse 1gG (Amersham, GE Healthcare Life Sciences).
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11. Actividad mirosinasa

El protocolo para la cuantificacién de actividad mirosinasa ha sido el utilizado por Brandt
et al., (2018) con modificaciones. Se utilizaron extractos de proteina filtrada de
Arabidopsis, en un volumen total de 200 pl, que consistian en 10 pl de extracto de
proteinas, 0.13 mM acido ascorbico, 0.5 mM sinigrina y 10 pl de extracto de proteina y

buffer de extraccion (Figura 22).

La absorbancia fue cuantificada en el fluorimetro Varioskan LUX en una placa microtiter
de 96 pocillos a 227nm por 30 min. Cada 30 segundos se obtuvo un punto de absorbancia.
Por cada replica bioldgica se llevé a cabo un control con buffer de extraccién 0.13 mM

acido ascérbico y 10 ul de extracto de proteina.

Extraction buffer X
Extraction buffer 34 & &,

Ascorbic acid : : 2 2 @,
Ascorbic acid Sinigrin : .
Protein extract Protein extract =
Control Sample 2 3
x2 - ”

Figura 22. Representacion del contenido de los pocillos muestra y control para la determinacién de

la actividad mirosinasa en extractos proteicos de A. thaliana.
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12. Actividad nitrilasa/cianuro hidratasa

La deteccion de la actividad nitrilasa/cianuro hidratasa puede llevarse a cabo gracias a la
cuantificacion de compuestos derivados de su actividad, como son el amonio y la

formamida.

12.1 Deteccion de amonio

La concentracién de amonio en cultivos liquidos del hongo se determind con una prueba

colorimétrica de la casa comercial Merck (Ammonium test) con modificaciones.

Las muestras se centrifugaron a velocidad maxima durante 5 min para eliminar los restos
celulares y tisulares de la muestra. Se procedid entonces a mezclar en vértex 500 pl de la
muestra centrifugada con 4,5 ml de agua destilada y 600 ul del reactivo NH4-1.
Posteriormente, se aifadieron los reactivos NH4-2 y NH4-3 segun las indicaciones del kit.
Se midié la absorbancia de la muestra a una longitud de onda de 690 nm en el
espectrofotdmetro. Como muestra blanco se utilizaron 5 ml de agua destilada y como
muestra de referencia se utilizaron 500 pl del medio de cultivo, en ambos casos se

procedio tal y como se ha descrito para las muestras a analizar.

Los valores de la concentracién de amonio (mM) se determinaron con la siguiente formula
matematica: concentracién de amonio (mM)= [(Am-Ar)*1,58]/18, donde Am es el valor
de absorbancia de la muestra problema y Ar es el valor de la absorbancia de la muestra
de referencia. Alternativamente se utilizé el método descrito por Yusuf et al. (2013) con

modificaciones.
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12.2 Deteccion de la actividad cianuro hidratasa a través de la
cuantificacion de formamida

La deteccidon de formamida se llevé a cabo siguiendo el protocolo descrito por Cluness et
al., (1993), con modificaciones. Se utilizaron 100 pl de las muestras procedentes de la
centrifugacion del micelio en cultivo liquido y se incubaron en 1 ml de 120 mM-NaCN/100
mM-Tris/HC| buffer (pH 8.5, 20 °C) por 15 min. Se agregaron 2 ml de 2.3M de
hidroxilamina y se incubaron las muestras 7 min a 20 °C. Las muestras se colocaron el
hielo y se agregd entonces 1 ml de 4M HCly 1 ml de 1.23M FeCl3/75mM HCIl. Se midié la

absorbancia a 540 nm y se estimo la cantidad de formamida con una curva estandar.

13. Actividad B-glucuronidasa

La actividad B-glucuronidasa se localizé en tejido infectado de plantas transformadas con
el gen reportador B-GUS mediante ensayos histoquimicos, siguiendo una modificacion del

protocolo descrito por Jefferson et al. (1987):

e Tratar las plantulas con una soluciéon de acetona al 90% (v/v), previamente
enfriada a -20°C, durante 5 min.
e Eliminar la solucién de acetona y lavar con agua destilada. Eliminar la solucion
de lavado y repetir.
e  Retirar la solucion de lavado y aiadir la solucién B-GUS.
e Incubar a 37 °C el tiempo necesario, dependiendo de las muestras.
e  Eliminar la solucién B-GUS y lavar con agua destilada dos veces.
e Decolorar las muestras con etanol al 70% (v/v). Repetir el lavado con etanol al
70% (v/v).
e Almacenar las muestras a 4 °C en la solucién de etanol hasta realizar las
correspondientes fotografias.
La solucidn estd compuesta de: NaPO4 50 mM, pH 7, triton X-100 0.5% (v/v), KsFe(CN)s 1
mM, KsFe(CN)s 1 mM, EDTA 0.05% (w/v) y 1 mg/ml del sustrato X-Gluc (acido 5-bromo-4-

cloro-3-indol B-D-glucurdnico, Sigma) disuelto en DMSO (Sigma).
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14. Tincién Trypan blue

La tincidn con azul de tripano (trypan blue) es un ensayo histoldgico utilizado para la
deteccidn de muerte celular. La solucidn utilizada para realizacion de este protocolo

cuenta con los siguientes componentes:

e 10 ml 4cido lactico (85% w/w)

e 10 ml fenol (TE buffer equilibrated, pH 7.5-8.0)
e 10 mlglicerol (> 99%)

e 10 ml de agua destilada

e 40 mg de trypan blue (concentracion final de 10 mg/ml)

Las hojas inoculadas se cortaron y colocaron inmediatamente en placas Petri de (55mm)
con 5ml de solucidn fresca, asegurando que las muestras se encontraban totalmente
sumergidas. Se cubrieron las placas y se incubaron a temperatura ambiente durante 30

min.

Una vez pasado el tiempo de incubacidn se retiré completamente la solucién y se
afadieron 5 ml de etanol al 100%. Las placas se sellaron y se incubaron toda la noche y se
reemplazé el etanol hasta que se elimind toda la clorofila y el tejido se tornd incoloro.
Una vez obtenido este punto se colocd la muestra en un portaobjetos y se observéd el

tejido la lupa de microscopia estereoscopica LEICA MZ 16 FA.

15. Extraccion de acidos nucleicos
15.1 ADN gendémico
El método mas frecuente para la obtencion de material de extraccién fue el cultivo en
medio liquido. El micelio producido en los matraces se recogié en tubos de 50 mly se
centrifugaron 3 veces a 3.000 rpm durante 5 min, en cada centrifugacidn se lavaron con

25 ml de agua destilada estéril.
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El precipitado obtenido se colocé en papel de filtro y prensado para eliminar los restos de
agua, repitiendo este proceso hasta que la muestra se encontré totalmente seca. El tejido
obtenido se colocd en papel de aluminio y se congeldé inmediatamente en nitrégeno
liguido. Las muestras fueron homegeneizadas en morteros con nitrégeno liquido y
recogidas en fracciones de aproximadamente 250 mg en tubos de 1.5 ml. De no ser

utilizadas inmediatamente, las muestras se almacenaron a -80 °C hasta su utilizacidn.

Alternativamente, el material para la extraccion se obtuvo a partir de placas de hongo
cultivado en medio sdlido. En este caso, el micelio aéreo se obtuvo raspando toda la
superficie de la placa con un bisturi estéril, evitando colectar medio de cultivo. El micelio
obtenido se depositd en tubos de 1,5 ml, congelados en nitrégeno liquido y liofilizados
antes de la extraccién en un liofilizador Virtis advantage durante 8 horas. Una vez
completado este proceso las muestras fueron pulverizadas con la ayuda de una varilla de

vidrio estéril y se procedié inmediatamente a la extraccion de ADNg.

Para la extraccion de ADNg se utilizd el siguiente protocolo. En primer lugar se aiadieron
400 pL de buffer de lisis (200mM Tris; 25mM EDTA; 250mM NaCl y 0.5% SDS), 200 pL de
fenol y 200 pL de cloroformo:isoamilico (24:1), dando un vdrtex fuerte al afiadir cada
compuesto. La suspensidn resultante se centrifugd 30 minutosa 4 °C y, 7.500 rpmy la
fase acuosa superior obtenida se transfirié a un nuevo tubo. Se afiadieron 3 ul de RNAse
(Roche) (10 mg/ml) al extracto y se incubo por 15 minutos a 37 °C. Una vez completada

la incubacion se afiadié un volumen de fenol-cloroformo-isoamilico.

Posteriormente, se agregé un volumen de fenol-cloroformo-isoamilico, el tubo se agitd
por inversién y se centrifugd 15 minutos a 4 °C y 7.500 rpm. Se recogié nuevamente la
fase acuosa a un tubo nuevo de 1.5 ml y se afiadié un volumen de cloroformo-isoamilico
(24:1), se mezclé el contenido por inversién y se centrifugé durante 10 min 8.000 rpmy 4

°C.

La fase acuosa de transfirid6 nuevamente a un tubo de 1,5 ml nuevo y se afiadieron 2,5
volimenes de etanol absoluto y acetato de sodio (AcNa) 0,3 M, pH 5.2. La muestra se
incubd a -20 °C durante un tiempo minimo de 30 min para precipar el ADNg. Pasado este
tiempo, se centrifugd la muestra durante 20 minutos a velocidad maximay 4 °C . Se
descarto el sobrenadante y el pellet se lavd con etanol al 70%. Se procedid a centrifugar
nuevamente a 12.000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente. Se descarté el

sobrenadante y se secé el pellet completamente utilizando el concentrador de vacio
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Savant DNA 120 SpeedVac Concentrator vacuum kit (ThermoFisher Scientific) o dejando
el tubo abierto por unos minutos a temperatura ambiente. El pellet se resuspendié en
100 pl de agua Milli-Q estéril. La concentracién y calidad del ADNg obtenido se determiné
utilizando el equipo Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific) y se verificé su integridad por
electroforesis en un gel de agarosa al 0.7% (m/V). El ADNg se mantuvo a -20 °C hasta su

utilizacion.

15.2 Extraccion de ADN plasmidico

Para el aislamiento de ADN de plasmidos replicados en E. coli se utilizaron distintos

procedimientos experimentales, eligiéndose uno u otro en funcién de las necesidades que

se tuvieran en cada caso.

15.2.1 Minipreparacién de ADN plasmidico con el kit comercial
NucleoSpin®Plasmid

Con el kit NucleoSpin®Plasmid (Macherey-Nagel) se siguié el protocolo para aislamiento
de ADN plasmidico de alto numero de copias. En primer lugar, se prepard
convenientemente el tampdn de lavado A4 (Wash Buffer A4) afadiendo los 100 ml de
etanol 96% indicados en el manual. Ademas se precalentd a 50 °C el tampdn AW (Buffer
AW) y a 70 °C el tampdn AE (Buffer AE), siguiendo las recomendaciones del manual del
kit.

La células transformadas de E. coli transformada con un vector portador de resistencia a
amplicilina fueron cultivadas en 5 ml de medio LB liquido con 100 pug/mla 37 °Cy 200 rpm
durante toda la noche. El cultivo se centrifugd a 3.000 rpm durante 5 min, se desechd el

sobrenadante y el pellet de células se resuspendid en 500 pl de LB.

Seguidamente, se centrifugd a 11.000 g durante 30 seg y se descarté el sobrenadante,
retirando la mayor cantidad de liquido posible. Se afiadieron 250 ul de tampdn Al (Buffer
Al) y se resuspendid el pellet completamente mediante agitacion en el vortex. Se tuvo
cuidado de que no quedaran grumos antes de afadir el tampon A2 (Buffer A2). Previo a

la adicién del tampdn A2, se constatd que el SDS que éste contiene no estuviera
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precipitado. Silo estaba, se hacia necesario calentar el tampdn a 30-40 °C, hasta conseguir
su disolucion completa de nuevo. Se afiadieron 250 pl y la suspensién se mezclé
suavemente mediante inversion del tubo de 6 a 8 veces. Se incubd la mezcla durante 5
min a temperatura ambiente. Se afiadieron 300 pl del tampdn A3 (Buffer A3) y se mezclé

la suspension mediante inversion del tubo de 6 a 8 veces.

Se centrifugd la muestra durante 5 min a 11.000 g y a temperatura ambiente (este paso
debe ser repetido si se aprecia que el sobrenadante no es transparente). Se afiadié un
volumen maximo de 750 pl del sobrenadante a una columna y se centrifugd a 11.000 g
durante 1 min. Se descartd el sobrenadante y se repitié este paso hasta pasar todo el

volumen de muestra por la columna.

Se afiadieron 500 ul del tampdn AW precalentado a 50 °C y se centrifugd a 11.000 g
durante 1 min. Se descarté el sobrenadante, se afadieron 600 pl de tampdn A4 y se
centrifugd a 11.000g durante 1 min. La columna vacia fue sometida a centrifugacién a
11.000 g durante 2 min para remover todos los restos del tampdn A4 que pudieran quedar

y que pudieran interferir en las reacciones enzimaticas posteriores.

Se colocé la columna a un tubo de 1,5 ml, se afiadieron 50 pl de tampdn AE precalentado
a 70 °Cy se mantuvo el conjunto a 70 °C durante 2 min. Se centrifugd la columna 11.000

g durante 1 min y el eluido se almacend a -20 °C.

15.2.2 Minipreparacion de ADN plasmidico por lisis alcalina

Se siguieron los procedimientos indicados en el manual Molecular Cloning Third Edition
(Sambrook and Russell, 2001). Las células de E. coli transformadas con un plasmido
portador de resistencia a ampicilina fueron cultivadas en 5 ml de LB con 100 pg/ml de
ampicilina durante una noche. El cultivo se centrifugd a 4.000 rpm durante 10 min, se
eliminé el sobrenadante y se afiadieron 100 pl de solucién | compuesta por 50 mM
glucosa, 25 mM Tris-HCl pH 8 y 10 mM EDTA pH 8. Se resuspendid el precipitado de células

y se incubd 5 min a temperatura ambiente.

Se afadieron 200 pl de solucién Il compuesta por 0,2 N NaOH y 1% SDS. Se mezclé

suavemente y se incubd en hielo durante 5 min. La extraccion se transfirié a un tubo de
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1,5 ml y se afadieron 150 pul de 3 M acetato sédico pH 5,2. Se mezclé suavemente y se
incubé en hielo durante 5 min. Se centrifugd a 13.000 rpm durante 5 min y se recogio el
sobrenadante a un nuevo tubo, desechandose el resto. Un volumen de fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico (25:24:1) fue afiadido a la extraccién y la muestra fue agitada en el
vortex durante 30 seg. Después, las muestras se centrifugaron a 10.000 rpm durante 10
min a 4 °C. Se transfirié la fase acuosa a un nuevo tubo, elimindndose el resto. Se
afiadieron 2,5 volimenes de etanol absoluto y se centrifugd a 12.000 rpm y 4 °C durante
15 min, desechandose el sobrenadante consecuente. Se lavé el precipitado con 200 pl
etanol al 70%, se centrifugé a 13.000 rpm y 4 °C durante 5 min, se eliminé el sobrenadante
y se desecd en el Speedvac. Finalmente, el precipitado de acido nucleico se resuspendid

en 50 pl de agua MilliQ.

15.3 Extraccion de ARN

15.3.1 Extraccion de ARN de A. thaliana

Para la extraccion de ARN a partir de tejido pulverizado de A. thaliana, se agregaron a la
muestra 600 pl de buffer de extraccion compuesto de Tris-HCI 1 M, NaCl 3 M, EDTA 0,5
mM, SDS 10% y 2 ul/ml de B-mercaptoetanol. Se afiadieron 140 ul de KCl 3 M y se
mantuvieron las muestras en hielo durante 15 min inviertiendo los tubos ocasionalmente.
Se centrifugaron los tubos a velocidad maxima a 4 °C durante 10 min. Se transfirié el
sobrenadante a un nuevo tubo de 2 mly se aifadié 1 volumen de LiCl 8 M, y se mezclé6 el

contenido de los tubos por inversion.

Se incubaron las muestras un minimo de 2 horas a 4 ‘C y se procedid a centrifugar a

velocidad maxima durante 20 mina 4 °C.

Se removio el sobrenadante y se lavo el pellet con 100 pl de agua DEPC y 40 pl de NaAc 3
M. Se disolvio el pellet por pipeteo y se mezcld. Se afiadieron 450 pl de fenol cloroformo
y se mezcld en vortex. Se centrifugd a velocidad maxima durante 5 min a 4 °C. Una vez
centrifugadas las muestras se tomo la fase acuosa y se transfirié a un nuevo tubo de 2 ml
con 10 ul de NaAc 3 M. Se afiadieron 2,5 volumenes de etanol absoluto y se mezclé por
inversidn. Los tubos se mantuvieron a -20 “C durante 30 min y se centrifugaron a velocidad
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maxima durante 20 min a 4 °C. Se eliminé el sobrenandante y se seco el pellet, el cual se

resuspendié en 50 pl de agua DEPC.

15.3.2 Extraccién de ARN de B. cinerea

Para la extraccion la ARN a partir de tejido liofilizado de B. cinerea se utilizé el kit SV Total

RNA Isolation System de la casa comercial Promega segun indicaciones del fabricante.

15.3 Cuantificacion de acidos nucleicos

La pureza y concentracién de ADN y ARN se estimaron midiendo la absorbancia de la
muestra a 260 y 280 nm en un espectofotdmetro Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific).
La relacidn Azso/A2s0 €s un indicativo de la pureza del acido nucleico de interés respecto a
las proteinas y tiene un valor de 1,8 para el genoma de E. coliy 2,0 para el ARN total,
valores que pueden presentar ligeras variaciones en funcion del contenido GC del genoma
del organismo de interés. La estimacion dada por el espectofotometro se verificd
analizando alicuotas de las muestras de los acidos nucleicos mediante electroforesis en
geles de agarosa al 0,7% (m/V) para ADN y 1% (m/V) para el ARN. Se utiliz6 marcador de
tamafio molecular High DNA Mass Ladder (Invitrogen) o Marcador de ADN

Lambda/Hindlll (Thermo Scientific™ ) dependiendo de las necesidades.
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16. Vectores de clonacion

16.1 pGEM®-T Easy

Es un plasmido utilizado para la clonacién de fragmentos de PCR y se adquiere de forma
linearizada en un kit de la casa comercial Promega. Posee un residuo de timina adicional
en cada uno de sus extremos 3" para mejorar la eficiencia de ligacién en el plasmido de
los productos de PCR. Contiene la regidn codificante del péptido a de la enzima -
galactosidasa (/acZ) cuya inactivacion insercional permite la identificacion por color de los
clones recombinantes. El tamafio del plasmido es de 3015 pb. En la Figura 23 se presenta

la estructura del pldsmido pGEM-T Easy.
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Figura 23. Estructura del plasmido pGEM-T Easy.
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16.2 pDONR™221

Este plasmido es utilizado en la metodologia "Deletions via Gateway" (DelsGate)
desarrollado por Garcia-Pedrajas et al. (2008) y combina la PCR con la tecnologia
Gateway® y el uso de la enzima endonucleasa /-Scel para generar construcciones de
transformacién que tienen como objetivo obtener mutantes en genes especificos
mediante reemplazamiento génico. El plasmido pDONR-A-Hyg utilizado en DelsGate es
una versién modificada del vector pDONR201 (Invitrogen) que incluye la insercidon de
marcadores de seleccién para la posterior transformacion de hongos Ascomicetes. El
procedimiento permite acelerar el proceso de construccion del vector de transformacion.

En la Figura 24 se presenta su estructura.

Figura 24. Estructura del plasmido pDONR™221.
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17. Tratamientos enzimaticos del ADN

17.1 Enzimas de restriccion

Las digestiones de ADN con endonucleasas de restriccidon se llevaron a cabo para la
caracterizacion fisica de plasmidos y fragmentos de ADN y para la construcciéon de
vectores recombinantes. Las diversas enzimas de restriccion fueron proporcionadas por
la casa comercial Takara a una concentracién de 10 U/ul o 15 U/ul. Se define una unidad
como la actividad de la enzima que digiere completamente 1 ug de ADN enunaha37°C
en un volumen total de 50 pl. El tampdn de incubacion es proporcionado a una
concentracion 10 veces superior a la de trabajo por la casa Takara y es especifico de cada

tipo de enzima.

17.2 Ligaciones

La ligasa DNA T4 cataliza la formacién de uniones fosfodiéster entre terminaciones
yuxtapuestas de 5'-fosfato y 3’-hidroxil en ADN o ARN de doble cadena con extremos
romos o cohesivos. Esta enzima requiere ATP como cofactor de la reaccién. La casa
comercial Roche suministra junto con la enzima un tampén 10X que incluye ATP (660 mM
Tris HCI, 50 mM MgCl2, 50 mM DTT, 10 mM ATP, pH 7,5). Las incubaciones se realizaron
a 16 °C toda la noche. Como normal general, las reacciones de ligacidon se llevaron a cabo
en volumenes de 10 0 20 pl con las diluciones apropiadas del tampdn de ligaciény 1 pl de

la enzima a una concentracion de 1 U/pl.

18. Electroforesis

18.1 Electroforesis de ADN

Las electroforesis de ADN se llevaron a cabo en geles de agarosa (del 0,7 al 2%)

preparados en tampdn TAE 1X (40 mM Tris-acetato y 1 mM EDTA) o tampdn TBE 1X (89
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mM Tris-base, 89 mM &cido bdrico, 2 mM EDTA). Se utilizaron cubetas horizontales de 15
0 30 cm de largo, utilizdndose como tampdn de electroforesis 1X TAE o 1X TBE. El ADN se
mezcldé en proporcion 6:1 con el tampdn de carga de electroforesis (30% glicerol, 0,1%
azul de bromofenol y 0,1% xilene cianol FF). Se cargaron las muestras en el gel de agarosa
incluyendo rutinariamente en cada gel una carrera con una muestra de un marcador de
peso molecular. Los geles se corrieron a una potencia de unos 80V, aunque ésta se redujo
dependiendo del rango de tamafios a resolver y de la cantidad de ADN. Después de 45 a
60 min los geles se tifieron en un bafio de 0,5 pg/ml de bromuro de etidio en 1X TAE
durante 15 min a no ser que se agregara el bromuro directamente al gel de agarosa a una
concentracién de 0,1 pl/ml. EI ADN se visualizé en un transiluminador con luz ultravioleta

Ingenius® de la casa comercial Syngene.

18.2 Electroforesis de ARN

La electroforesis de ARN se realizd6 en condiciones desnaturalizantes siguiendo el
procedimiento descrito en Sambrook et al. (1989) y las indicaciones recogidas en el
manual de marcaje de sondas DIG (Roche Molecular Biochemicals). Los geles de agarosa
en condiciones desnaturalizantes proporcionan la matriz y las condiciones apropiadas
para una correcta separacion y deteccidon del ARN. Se preparan con concentraciones
variables de agarosa (normalmente 1%) en tampdn 1X MOPS, 5 mM AcNa, 1 mM EDTA
pH 7,0, que contiene 2% formaldehido y 0,5 pg/ml de bromuro de etidio. Las muestras de
ARN antes de ser cargadas se mezclaron con 2 volumenes de tampdn de carga. Para 0,5
ml de tampdn de carga se afiadieron 250 pl de 100% formamida desionizada, 83 pl de
formaldehido, 50 pl de 10X MOPS, 50 ul de 100% glicerol, 10 pl de 2,5% de azul de
bromofenol y 57 ul de agua 1% DEPC. Tras una incubaciéon de 10 min a 65 °C para
desnaturalizar el ARN, las muestras fueron depositadas en hielo y cargadas en el gel.
Como tampdn de electroforesis se utilizd 1X MOPS. La electroforesis se corrié a una

potencia de 80 V durante 2 h dentro de una campana de extraccion.

90



Materiales y métodos

19. Recuperacion de fragmentos de ADN

La muestra con el fragmento a recuperar se cargé generalmente en un gel de agarosa al
0,7%. Las condiciones de la electroforesis se seleccionaron garantizando la maxima
resolucion y separacion del fragmento deseado. Se pesaron tantos tubos de 10 ml como
muestras se necesitaba purificar. Una vez realizada la electroforesis y la tincion con
bromuro de etidio, se registrd la imagen y se procedié a cortar la banda del fragmento a
recuperar, colocandolo entonces en el tubo previamente pesado. Posteriormente, para
la purificacion del fragmento de ADN del bloque de agarosa se utilizd el kit comercial
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up siguiendo las indicaciones recomendadas en el

manual.

20. Transformaciones

20.1 Transformaciones de Escherichia coli

Las transformaciones de E. coli con plasmidos se realizaron utilizando el método del
choque térmico. En primer lugar, se prepararon células competentes que se almacenaron
a -80 °C (Hanahan et al., 1991). Para ello se incubaron células de E. coli DH5a en 5 ml de
LB a 200 rpm y 37 °C toda la noche. Este preindculo se afiadié a 500 ml de medio cuya
composicién para un litro es de 20 g de triptona, 5 g de extracto de levadura, 0,745 g de
MgS0s y ajustado el pH a 7,6 con 10 N KOH. El medio se incubd a 37 °Cy 200 rpm hasta
una OD550 de 0,48 y se centrifugd a 2.500 rpm durante 5 minutos. Las células
sedimentadas se resuspendieron en 150 ml de TFB1 a 4 °C. La composicion de la solucidn
TFB1 es 12,1 g/I RbCl, 6,3 g/l MnCl, 2,9 g/l acetato potasico, 1,1 g/l CaCl, 15% glicerol,
con un pH ajustado a 5,8 con 4cido acético y se esteriliza por filtracidn. Las células en TBF1
se incubaron en hielo durante 5 minutos, se centrifugaron a 2.500 romy 4 °C durante 5
minutos y se resuspendieron en 20 ml de TBF2 a 4 °C. La composicion de la solucién TBF2
es 2,1g/I MOPS, 1,2 g/l de RbCly, 8,3 g/l CaClz, 15% de glicerol, con un pH ajustado a 7 con
NaOH y se esterilizé por filtracién. Las células competentes obtenidas se incubaron en
hielo durante 15 min y se repartieron en alicuotas para su conservacién a -80 °C.
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Para cada ensayo de transformacién se mezclaron 100 pl de células competentes con 10
ul de ADN procedente de reacciones de ligacion (en concentraciones de ADN variables
seglin experimentos, pero generalmente entre 5y 10 ng/ul) y la mezcla se incubd en hielo
durante 30 min. Después se sometieron las células a un choque térmico que consistid en
una incubacién de 1 min a 42 °C seguida de una incubacién en hielo durante 2 min. Se
afiadieron entonces 250 pl de LB y se incubd la mezcla de transformacién a 37 °Cy 200
rpm durante una hora y media. Las células se sembraron sobre placas de medio LB en

presencia del agente selectivo y se incubaron durante 16 h aproximadamente a 37 °C.

Cuando se pretendia multiplicar un plasmido se recurrié a un procedimiento de
transformacién mas rdpido pero menos eficiente. Se mezclaron 10 pl de células
competentes con 1 pl de plasmido (100 ng/ul). Se incubd la mezcla por 1 min en hielo, 1
min a 37 °C y otro minuto en hielo. Se afiadieron 100 pl de LB a la mezcla de
transformacién y se sembraron alicuotas de la misma en placas de LB con el agente

selectivo.

En el caso de que el plasmido introducido contuviera el gen lacZ, sobre las placas de LB
donde se siembran las células se extendieron previamente en una solucién de X-Gal (5-
bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido) 2 mg/ml . El gen lacZ codifica el péptido
o de la enzima B-galactosidasa que metaboliza el X-Gal produciendo un compuesto
derivado de color azul. Cuando se produce una insercidn dentro del polilinker introducido
entre el operador y el gen estructural de la B-galactosidasa, la enzima codificada no es
activa, no se metaboliza el X-Gal y la coloracidn de la colonia es blanca. Asi, se seleccionan

colonias donde se ha insertado ADN en el polilinker del plasmido.

20.2 Transformacion de B. cinerea

La transformacion de B. cinerea se realizd siguiendo procedimientos basados en la
obtencion de protoplastos y la utilizacion de PEG (Hamada et al., 1997). Para su obtencion
se parti6 de esporas de B. cinerea inoculadas en una concentracién de 1x108 sp/mlen tres
matraces de fondo estriado de 500 ml que contenian 100 ml de 1% de extracto de malta.
Los matraces fueron incubados durante 16 h a 22 °Cy 140 rpm. El cultivo se vertié en dos
tubos de 50 ml, se centrifugé a 3.000 rpm durante 3 min y se elimind el sobrenadante. Se
repitid éste procedimiento hasta que se recogié todo el cultivo. Se afiadié agua MilliQ
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estéril hasta los 50 ml y se centrifugé a 3.000 rpm durante 3 min y se eliminé el
sobrenadante. Se afiadid solucion KC (0,6 M KCI, 50 mM CaCl,, esterilizado en autoclave)
hasta 50 ml en los dos tubos, se resuspendid el micelio, se centrifugd a 3.000 rom durante
3 min y se elimind el sobrenadante. Se afiadieron 50 ml de KC a uno de los tubos, se
transfirido el micelio resuspendido al otro tubo, se resuspendié todo el micelio, se

centrifugd a 3.000 rpm durante 3 min y se eliminé el sobrenadante.

Para la obtencion de protoplastos, el micelio sedimentado se resuspendié en 50 ml de
0,5% enzimas de lisis de Trichoderma harzianum (Sigma) disuelto en KC y esterilizado por
filtracion. La suspension de micelio se incubd a 22 °Cy 140 rpm en un matraz estéril de
100 ml durante al menos 2 h. Pasado este tiempo se comprobd el progreso de la
formacion de protoplastos con la ayuda de un microscopio. Los protoplastos se filtraron
a través de una membrana de 25 um. Se afadid KC a 4 °C hasta obtener un volumen de
50 ml, se centrifugd la suspensiéon a 1.200 rpm durante 3 min y se elimind el
sobrenadante. Se repitid el lavado y finalmente se resuspendieron los protoplastos en el
KC restante de la eliminacién del sobrenadante para posteriormente mantenerlos en
hielo. Para transformar los protoplastos se incubaron 10-20 pug de ADN de plasmido
disuelto en 95 pul de KC con 5 pl de 5 mM de espermidina en hielo durante 5 min. Se
afadieron 100 pl de la suspension de protoplastos a la suspension de ADN y se incubé en
hielo durante 5 min. Después se afiadieron y mezclaron suavemente 100 pl de solucién
PEG, compuesta por 25% PEG 3350, 50 mM CaClz, 10 mM Tris-HCl pH 7,4, y se incubd la
mezcla durante 20 min a temperatura ambiente. Se afiadieron otros 500 ul de solucién
PEG, la suspension se mezclé suavemente y se prolongd la incubacién durante 10 min a
temperatura ambiente. Se anadieron finalmente 200 pl de solucién KCy la suspensidn se
mezcld por inversidn. Para sembrar la suspensién de transformacidn, ésta fue transferida
a un matraz con 100 ml de medio SH Agar liquido, medio compuesto por 0,6 M sucrosa,
5 mM Tris-HCI pH 6,5, 1 mM NH4H2PO4 y 0,8% agar, a 50 ‘C y la mezcla resultante fue
agitada muy suavemente. Se dispusieron alicuotas de 10 ml en placas Petri y se dejaron
regenerar los protoplastos durante 16-20 h a 22 °C. Se afiadié entonces el medio de
selecciéon compuesto por SH agar liquido a 50 °C con 70 pg/ml de higromicina. Después
de dos dias de incubacidn a 22 °C se seleccionaron los transformantes resistentes al
antibiético que fueron transferidos individualmente a placas de medio MEA

suplementado con higromicina 100 pg/ml.
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21. Reaccidon en cadena de la polimerasa

21.1 PCR estandar

Las amplificaciones de ADN mediante la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) se
llevaron a cabo utilizando distintas enzimas polimerasas de ADN dependiendo del
objetivo de la amplificacion. Para comprobaciones rutinarias como la verificacion de
fragmentos clonados en plasmidos recombinantes o para identificar transformantes
positivos se utilizd la enzima Biotools DNA Polymerase. Para utlizaciones mas especificas,
qgue necesitaban un ADN de mejor calidad, se utiliz6 la KAPA HiFi HotStart PCR kit. Las
concentraciones de enzima utilizadas en cada caso fueron las recomendadas por la casa

comercial, generalmente 1 unidad de enzima por cada 50 pul de reaccion.

Las reacciones se llevaron a cabo en volimenes de 20 o 50 pl que contenian 0,2 mM
dNTPs, 0,2 uM de cada uno de los oligonucleétidos cebadores (primers) y 0,05 unidades
de polimerasa por pl de reaccion. Cada enzima tiene su tampdn especifico proporcionado

a 10 veces la concentracidn final de reaccién y suplementado con MgCla.

La cantidad de ADN molde utilizado varié segun el tipo de ADN y su pureza. En el caso de
que el molde fuera ADN gendmico se utilizaron entre 50-100 ng y para ADN plasmidico se
utilizaron entre 0,01 y 10 ng. Cuando la intencion era comprobar la clonacién de un
fragmento de ADN en un vector de E. coli se utilizé como molde 1 ul de una suspension

de células preparada a partir de la colonia original diluida en 50 pl de agua MilliQ estéril.

En el perfil del programa de PCR se incluyé una desnaturalizacién inicial a 94°C durante 1
min, seguida de 35 a 40 ciclos de amplificacion consistentes cada uno de ellos en una
primera fase de desnaturalizacion a 94 °C durante 1 min, una segunda fase de
anillamiento de los cebadores a la temperatura éptima de anillamiento de cada par de
cebadores considerados, durante 30 seg y una tercera fase de extension de 72 °C durante
entre 1y 3 min, dependiendo del tamafo de fragmento a amplificar. Como pauta general
se programo 1 min por cada 1.000 pares de nucledtidos que se quisieron amplificar. Todos

los programas de PCR utilizados incluyeron un ciclo final a 72 °C durante 5 min.

La descripcion de los oligonucledtidos utilizados para las reacciones de PCR estandar en

este estudio se encuentra detallada en la Tabla 2.
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Tabla 2. Listado de cebadores utilizados (a) Locus en el genoma de Arabidopsis thaliana (b) Locus

en el genoma de B05.10 (c) Plasmido.

Nombre del cebador |Locus Secuencia (5’ - 3’) Tm (°C) |Aplicacion
12g06180-5-Hindlll Bcin12906180b ATC CAG GCT AAG CTT GGA CAG CTG CGG CC 68.8 PCR estandar
12g06180-5-Kpnl Bcin12g06180 > |TGA ACA GGT ACC TAT CGT AAT GCC AGC TAG 60.7 PCR estdndar
12g06180-3-Xbal Bcin12g06180 > |CAG ACC TCT AGA TGC CCC TAA AGT TGA TGG 61.3 PCR estandar
12g06180-3-Notl Bcin12g06180 b |CAT GAG CGG CCG CTA GGT GTG AGT GAT TCT CTA CG |67.1 PCR estdndar
12g06180-5UF Bcin12g06180 ® |GTG ATC TAG AAT GTG CTC CTC C 54.7 PCR estandar
12g06180-3DR Bcin12g06180 b |CTT GGA GAT GCC GAA TAT GCT C 55.7 PCR estdndar
12g06180-QF1 Bcin12g06180 b |GGA CCA GAT GGA CAA TGA CTT GC 60.6 PCR estandar
12g06180-QR1 Bcin12g06180 b |CGA TTC CAC CAT CCT GGT CTG CC 61.9 PCR esténdar
HphAc pITQ5® CGG GCA GTT CGG TTT CAG GC 66 PCR estdndar
HphBc pITQ5¢ CGT CTG GAC CGA TGG CTG TG 66 PCR estandar
B3140QF Bcin12g00460 > | AAG GAA AGC CTG ACA GCG AGG AA 60.2 PCR esténdar
B3140QR Bcin12g00460 b |AGC ATG TGT GGG TGG AAG AGT CG 59.9 PCR estandar
OBcubql-F Bcin02g04920 | ATT CAA GCC TCC CAA GGT CAG 64 PCR estdndar
OBcubq1-R Bcin02g04920 > |GAT CGG TCG GTC TTG TAA ACG 64 PCR estandar
BactA-62F Bcin16g02020 b |TTG CAC CAT CGT CGA TGA AG 60 PCR estdndar
BactA-131R Bcin16g02020 | CCA CCA ATC CAG ACG GAG TAT T 66 PCR estdndar
Bcin12g06180QF2 Bcin12g06180 > |GGA CAA TGC CTT GCA AAG GC 57.7 RT-qPCR
Bcin12g06180QR2 Bcin12g06180 > |GAC GGA TGA GAT CAG GTC TC 54.3 RT-gPCR
Bcin05g04960QF4 Bcin05g04960 b |GCT GTT GTG TGA AGA ACG AAT 54.8 RT-qPCR
Bcin05g04960QR4 | Bcin05g04960° |CTT GGC CAC CCG TTT TTG AG 57.1  |RT-gPCR
Bcin02g03010QF2 Bcin02g03010 > |ATT GCT CGG CAT GGC CAC CC 63.6 RT-gPCR
Bcin02g03010QR2 Bcin02g03010 b |GAA GAA TTG GCG CTC ACT CC 56.3 RT-qPCR
Bcin14g00790QF1 Bcin14g00790 ® |TGG GAA CAT AGT GGA GGA CC 56.1 RT-gPCR
Bcin14g00790QR1 Bcin14g00790 > |CTA CCG CTGTT CCT GAC TTA 54.7 RT-qPCR
NIT1qPCR F AT3G44310° AAC TGC ATT GTA CGC CAAAGG C 58.8 RT-gPCR
NIT1gPCR R AT3G44310° GAA TTG GCA AGC CGA CAAGACG 59.1 RT-qPCR
NIT2qPCR F AT3G44300° GCT TTG TAC GCC AAA GGC ATT GAG 59.2 RT-gPCR
NIT2qPCR R AT3G44300° AGA ACT GGC AAG CCG ACA ATA CG 59.7 RT-gPCR
NIT3gPCR F AT3G44320° CAG GTT ATT GGC GTT GACCCATC 58.3 RT-qPCR
NIT3gqPCR R AT3G44320° AACTTC TCC GCC TTG TCT AAA GTG 57 RT-gPCR
NIT4gPCR R AT5G22300° CCA ACG GCCATCAAATCTTCCC 58.8 RT-qPCR
NIT4qPCR R AT5G22300° AGC AGT CTC TCT GCC TTA TCT AGC 57.8 RT-gPCR
qMYB28F AT5G61420° AGA CTG CGA TGG ACCAACTACC 58.8 RT-gPCR
gqMYB28R AT5G61420° TCT CGC TAT GAC CGA CCACTT G 58.7 RT-gPCR
qMYB29F AT5G07690° AGT TGT AGA TTG CGA TGG GCT AAC 57.2 RT-gPCR
gMYB29R AT5G07690° TGT CTC GCT ATG ACT GAC CACTTG 58.4 RT-qPCR
gqMYB76F AT5G07700° TCT CGT GGC AAT AAG TGG TCT GTC 58.7 RT-qPCR
qMYB76R AT5G07700° TGT GTC ACG GGA TCA ATG CCATC 59.7 RT-qPCR
qMYB34F AT5G60890° GTC GCA AGC AAA TAC GCG GTT 59.7 RT-qPCR
qMYB34R AT5G60890° TTC CACTGA TGA TCC GG TCA G 58.7 RT-qPCR
qMYB51F AT1G18570° GCC CTT CAC GGC AACAAA TG 57.6 RT-qPCR
qMYB51R AT1G18570° GGT TAT GCC CTT GTG TGT AAC TGG 58 RT-qPCR
qMYB122F AT1G74080° ACG AGG AAG ATT CCA TCA TCA ACC 56.8 RT-qPCR
qMYB122R AT1G74080° CTA TGG CCG ACCATT TGT TGC C 59 RT-qPCR
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21.2 RT-PCR (sintesis de ADNc)

Para la sintesis de ADNc a partir de ARN total, en primer lugar se eliminaron los posibles
restos de ADN gendmico que pudieran haber sido copurificados durante la extraccién de
ARN total, ya que pueden originar amplificaciones no deseadas. Este proceso se realizé
utilizando el kit comercial Turbo DNA-freeTM (Ambion). Se trataron 5 pug de ARN total en
un volumen de reaccién de 25 pl con 1 unidad de Turbo DNAse y su correspondiente
tampodn. La reaccion se incubd a 37 °C durante 30 min y se procedié a la inactivacion de
la enzima afiadiéndole a cada reaccidon 0,1 volimenes (2,5 ul) de la resina (agente
desactivador) que incluye el kit. Se dejo 5 min a temperatura ambiente y se centrifugo a
10.000g durante 1 min. Se transfirid el sobrenadante a un tubo nuevo, teniendo cuidado
de no tocar la resina que se encuentra en el fondo del tubo. Se tomé una alicuota de 1 pl
de cada muestra para hacer una PCR estandar de un fragmento de ADN con una
combinacién de cebadores previamente comprobados. De esta manera es posible
comprobar si el tratamiento con la Turbo DNAse ha sido efectivo, ya que en caso de no

haberlo sido se obtendrd producto de amplificacidn.

Posteriormente, para generar fragmentos de ADNc a partir del ARN total tratado se
utilizo el kit PrimeScriptTM Takara o alternativamente el kit iScript de Bio-Rad segun las
recomendaciones de cada fabricante. Estas enzimas generan moléculas de ADNc de

cadena sencilla que podrian ser utilizadas en procedimientos tales como PCR cuantitativa.

La reaccidn de transcripcion inversa se disefié en un volumen final de 10 pul con 500 ng de
ARN libre de ADN. Se afiadieron 2 pl de buffer 5X, 0,5 pl de Oligo dT 50 uM, 0,25 pl de la
enzima PrimeScript RT y agua tratada con DEPC hasta completar los 10 ul. Se colocé la
reaccién en el termociclador a 37 °C durante 15 min, luego a 85 °C durante 5 seg y por
ultimo a 4 °C. Antes de guardar las reacciones a -80 °C hasta su uso se tomd una alicuota
de 1 pl de ADNc para realizar con ella una PCR estandar y comprabar si hay amplificacion.
La amplificacion efectiva en este caso demuestra que la sintesis de ADNc ha tenido lugar
de forma satisfactoria y que la muestra puede ser utilizada en procedimientos posteriores

tales como la PCR en tiempo real.

En el caso de iScript la reaccién se disefié en un volumen final de 20 ul con 1 pg de ARN

libre de ADN. Se afadieron 4 ul del mix de reaccién 5X, 1 ul de la enzima iScript RT y agua
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libre de nucleasas hasta completar los 20 pl. Se colocé la reaccidon en el termociclador a
25 °Cdurante 5 min, luego a 46 °C durante 20 min y por ultimo 1 min a 95 °C para inactivar
la enzima. Antes de guardar las reacciones a -80 °C hasta su uso se tomd una alicuota de

1 ul de ADNCc para realizar con ella una PCR estandar y comprabar si hay amplificacion.

21.3 PCR cuantitativa (RT-gPCR)

La PCR cuantitativa se llevd a cabo con el equipo de Step One PlusTM de Applied
Biosystems y utilizando el sistema KAPA SYBR® FAST ABI Prism® 2X qPCR Master Mix para
la amplificacion en tiempo real. Cada reaccidn de RT-qPCR se realizé en un volumen de

10 pL con los siguientes componentes:

e  KAPA SYBR® FAST gPCR Kit Master Mix (2X) ABI PrismTM (KAPA Biosystems): Este
cocktail contiene la DNA polimerasa, el colorante fluorescente SYBR Green |,
MgCl2, dNTPs y estabilizadores.

e Cebadores: Fueron disefiados para amplificar fragmentos de ADNc entre 100 y
200 pb y con una eficiencia de amplificacion entre 95-98%. Los cebadores se
utilizaron a una concentracién de 600 nM y se detallan en la Tabla 3.

e ADNc: Se utilizé 1 pL del producto obtenido de las reacciones de RT-PCR descritas

anteriormente.

El perfil de RT-qPCR utilizado fue el recomendado por los fabricantes para la utilizacion
de SYBR® Green y fue programado en el termociclador StepOnePlusTM Real-Time PCR

System (Applied Biosystems).

Este programa tiene una fase inicial de 95 °C durante 2 min y 40 ciclos de amplificacion
de 95 "C de 3 segy 60 'C durante 30 seg. Se obtuvo también la temperatura de disociacién
(Tm) de todos los productos de PCR y asi obtener la curva de disociacion (melting curve)

y poder identificar amplificaciones no especificas.

La cuantificacién relativa se llevd a cabo utilizando el método de comparacién de CT
(Bustin, 2000; Pfaffl, 2001). El valor CT equivale al nimero de ciclos de PCR en los que la

sefial de una muestra llega al umbral de deteccion, el cual es el valor de fluorescencia
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sobre la fluorescencia base y dentro de la regidn de crecimiento exponencial de la curva
de amplificacidn. Es un valor inversamente proporcional a la cantidad de ADNc en la
muestra, ya que a mayor cantidad de molécula, menor nimero de ciclos (CT) son

necesarios para alcanzar este umbral.

Para conocer la cantidad relativa de transcrito o RQ (Relative Quantity of transcript) se
calcula la diferencia del valor CT del gen de interés y de un gen control (ACT). A
continuacién, se calcula la diferencia ente el valor ACT de las diferentes condiciones
problema y la condicion control (AACT). Por ultimo, el valor RQ se calcula con la siguiente

formula:
RQ - Z»AACT

El valor 2 se refiere al 100% de eficiencia de la reaccién de PCR, es decir, que el producto
de PCR se duplica con cada ciclo. La condicidn control es aquella respecto a la cual todas
las condiciones problemas se normalizan y a la cual se le asigna un valor arbitrario de RQ

=1.

22. Hibridaciones de ADN

22.1 Marcaje de sondas

Las sondas se marcaron con una técnica no radioactiva que se basa en la incorporacion
de dUTP unido a la digoxigenina (DIG, Roche) en los fragmentos de ADN que van a ser
utilizados como tales. La digoxigenina es un esteroide encontrado en la naturaleza en las
plantas Digitalis purpurea y Digitalis lanata que debido a sus propiedades bioquimicas

tiene facilidad para unirse a anticuerpos.

Primero, se optimizaron las condiciones de la reaccion de marcaje mediante PCR para
obtener, en cada caso, una unica y clara banda, indicativa de un unico y especifico
fragmento de ADN amplificado, del tamafio esperado. Después se realizd el marcaje
sustituyendo en la reaccion de PCR los dNTPS por la Polymerase Chain Reaction

Digoxigenin Labeling Mix (Roche). En paralelo se llevd a cabo una reaccion de PCR con la
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mezcla de dNTPs normales, no marcados, como control positivo. Se comprobd en un gel
de agarosa el correcto marcaje de la sonda ya que la banda correspondiente debe mostrar
un tamafio ligeramente superior al del fragmento sin marcar debido al peso afiadido de

la digoxigenina.

22.2 Southern Blot

Para desarrollar este protocolo, se siguieron las recomendaciones de la casa comercial
Roche, recogidas en el manual de usuario “Dig User’s manual” (dNTPs marcados con
digoxigenina) asi como las recomendaciones generales ofrecidas por Sambrook et al.

(1989).

Las muestras de ADN, digeridas con distintas enzimas de restriccion, fueron cargadas en
geles de agarosa (0,7%) y sometidas a electroforesis para una correcta separacion de los
fragmentos digeridos. Los geles se visualizaron con bromuro de etidio y se marcaron

convenientemente para identificarlos y orientarlos.

La preparacion para la transferencia del ADN del gel a una membrana de nylon consta de
cuatro fases consecutivas que incluyen depurinacion, desnaturalizacidn, neutralizacién y
equilibrado. La depurinacién se realizd para favorecer la transferencia de los fragmentos
de ADN mayores de 10 Kb y consistié en dejar el gel expuesto durante 5 min a la luz
ultravioleta. Posteriormente, se sumergio en la solucion de desnaturalizacion (1,5 M NaCl
y 0,5 M NaOH) durante 15 min. Este paso se repitid una vez mas con solucién fresca y se
lavo el gel con agua destilada durante 5 min. A continuacién, se sumergio el gel en la
solucion de neutralizaciéon (1,5 M NaCl y 0,5 M Tris-HCI pH 7,5) durante 15 min,
repitiéndose este paso una vez mas con solucién fresca. El equilibrado se realizé con 10X

SSC (1,5 M NaCl y 0,15 M citrato sddico, pH 7) durante 10 min.

La preparacién del blot o conjunto de transferencia se hizo en una bandeja de vidrio que
contenia el tampodn de transferencia (10X SSC) sobre el que se disponia una placa de
plastico resistente a modo de puente donde reposaban las tres ldminas superpuestas de
papel Whatman 3MM que se sumergian por sus extremos en el tampon de transferencia.

El gel preparado se coloco en posicidn invertida sobre las laminas de papel Whatman, se
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eliminaron posibles burbujas y sobre él se dispuso una ldmina de nylon Hybond-N de igual
tamafio debidamente marcada. Se dispusieron encima del mismo dos piezas de papel
Whatmann 3MM y se cubrieron con Ilaminas de papel de plastico las partes no cubiertas
por el gel. Sobre la membrana se colocé papel absorbente y sobre el conjunto se dispuso
un peso de 0,5 kg aproximadamente. El ADN del gel se dejé transferir a la membrana de
nylon por un minimo de 16 h, después de las cuales se retiré el filtro que se colocd sobre
papel Whatmann humedecido en 2X SSC. El ADN se fijé a la membrana mediante
irradiacién con luz ultravioleta en un Stratalinker. Finalmente se dejo secar a temperatura

ambiente y se almacend entre papel secante a 4 °C hasta su posterior uso.

La hibridacién de la membrana de nylon con la sonda se realizé6 en tubos de vidrio
sellados. En primer lugar, se realizd la prehibridacién que consiste en incubar la
membrana con el tampdn de hibridacién (5X SSC, 0,1% N-laurilsarcosina, 0,02% SDS y 1%

de Blocking reagent) durante una h a 65 °C.

Se desnaturalizé la sonda a 95 °C durante 10 min y se afiadié al tubo de prehibridacion. El
conjunto se hibridé durante 16 h a 65°C para hibridaciones con sondas absolutamente
homologas. Después se desmanteld el conjunto para proceder a la deteccion de la sonda,

guardandose el tampdn de hibridaciéon que contiene la sonda para futuros usos.

La membrana se lavo dos veces en 2X SSC/0,1% SDS durante 5 min por cada lavado y a
temperatura ambiente. Después se lavo otras dos veces en 0,5X SSC/0,1% SDS durante
15 min a 65 °C (en caso de hibridacién homéloga). Se incubd 2 min a temperatura
ambiente con tampdn de lavado (100 mM acido maléico, 150 mM NacCl, 0,3% Tween 20,
pH 7,5) durante al menos 30 min. Posteriormente, la membrana se incubé en 1X “Blocking
solution” con 0,75 U/ul de anticuerpo antidigoxigenina (Roche) durante 30 min a
temperatura ambiente. Luego se lavd dos veces durante 15 minutos a temperatura
ambiente en tampdn de lavado y se incubd durante 3 min en tampdn de deteccién (10
mM Tris y 10 mM NaCl, pH 9,5). La membrana se colocé sobre una ldmina de papel de
plastico y sobre ella se extendié 1 ml del sustrato quimioluminiscente CDP-Star (Roche)
diluido 1:100 en tampén de deteccién por cada 100 cm? de membrana. Posteriormente,
se incubd la misma durante 5 min a temperatura ambiente y en oscuridad. Transcurrido
ese tiempo se procedié a detectar la quimioluminiscencia en el equipo de deteccién

Chemidoc Imaging System de la casa comercial Bio-Rad.
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Para la eliminacién de la sonda de la membrana se utilizé una solucién de 0,1X SSC/0,1%
SDS hirviendo y se realizaron dos lavados con esta solucion. Se dejo enfriar la solucidn y

se dejo secar la membrana a temperatura ambiente sobre una pieza de papel Whatmann.

23. Secuenciacién

Para obtener las secuencias de fragmentos de ADN de interés se utilizd el servicio de
secuenciacion de la Universidad de Salamanca. El servicio cuenta con un secuenciador
3100 Genetic Analyzer de la casa Applied Biosystems. El servicio solicita una cantidad de
ADN de entre 400 y 600 ng en caso de que se trate de ADN plasmidico y de 100 ng si se
trata de una banda de 1 kb en caso de que sea un producto de PCR. La cantidad de cebador

para una reaccion de secuenciacion es de 3.2 pmol de cebador en un volumen total de 8

ul.

24. Analisis de datos y recursos informaticos utilizados

El procesamiento y alineamiento de secuencias, el disefio de los plasmidos y cebadores,
y lavisualizacion y edicion de los cromatogramas de secuenciacion se realizaron mediante

el programa Geneious® Pro 5.6.5 y la plataforma online Benchling.

Las bases de datos de genomas y proteinas se consultaron a través de paginas web:

Las secuencias de A. thaliana se obtuvieron a partir del Arabidopsis Information Resource

(TAIR) ( Phoenix Bioinformatics Corporation).

La base de datos del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) se utilizé para la consulta de
secuencias de nucleétidos y aminodcidos, asi como para realizar alineamientos con el

programa Blast (Basic Local Alignment Search Tool).

El acceso a la secuencia del genoma de la cepa B05.10 de B. cinerea fue facilitado a través

de la pagina del Broad Institute, en la seccién de "Fungal Genome Initiative".

Los calculos y andlisis de los datos de las reacciones de PCR cuantitativa se realizaron con
el programa de Step One PlusTM V2.3 de Applied Biosystems.
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Para el analsisis rutinario de los datos espectofotométricos obtenidos relativos a la
cuantificacdn de acidos nucleicos se utilizé el programa NanoDrop ND-1000 3.3 (Thermo

Fisher Scientific).

Para la visualizaciéon de acidos nucleidos en geles de agarosa mediante irradiacion

ultravioleta se utilizo el progama GeneSys V 1.7.2.0.
Imagel y Adobe Photoshop CC se utilizaron para el disefio grafico y edicion de imagenes.
Para la creacion de figuras y esquemas se utilizd

Para el analisis estadistico se utilizd el programa SPSS Statistics 25.
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