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Introduccién

1. El cianuro
1.1 Caracteristicas

El cianuro de hidrégeno es un liquido incoloro con un caracteristico olor a almendra amarga
(Donato et al., 2007). El cianuro puede encontrarse como cianuro libre (CN” 0 HCN), en
complejos con metales pesados o de transicion (por ejemplo, complejos de metacianuros),
como cianatos o tiocianatos (por ejemplo, OCN™ or SCN-°, respectivamente) o como
organocianuros (por ejemplo, nitrilos) (Machingura et al., 2016). El HCN es una molécula
gaseosa con un pK de 9,3 que puede disociarse en H" y CN™ en soluciones acuosas basicas.
Dado que el pH del citosol celular es aproximadamente de 7, esta molécula se encontrar
predominantemente en su estado protonado (HCN), pudiendo asi difundir a través de las

membranas celulares (Stannard and Horecker, 1948; Garcia et al., 2014).

La toxicidad del cianuro deriva de su capacidad de reaccionar con las cetonas o las bases de
Schiff, dando lugar a cianhidrinas y derivados estables del nitrilo respectivamente, asi como de
quelar los iones metalicos de los grupos prostéticos de las metaloproteinas (Nagahara et al.,
1999). Es un inhibidor no competitivo de la enzima citocromo ¢ oxidasa, pues se une
fuertemente al centro binuclear de la enzima oxidada (Antonini et al., 1971; Donato et al.,
2007). La citocromo c oxidasa, o complejo 1V, es el complejo final de la cadena de transporte
de electrones y transfiere los electrones desde el citocromo c¢ hasta el oxigeno molecular,
produciendo agua y bombeando protones a través de la membrana (Cooper and Brown, 2008).
En plantas, la exposicion a elevadas concentraciones de cianuro causa, por tanto, inhibicion del
crecimiento, de la transpiracion, decoloracién de las hojas y en Gltima instancia, la muerte
celular (Blom et al.,, 2011). Existe, sin embargo, una oxidasa alternativa (AOX), que
proporciona una via alternativa al citocromo c resistente al cianuro para el transporte de
electrones en la mitocondria. En esta ruta alternativa, se transportan los electrones desde el
complejo | y la ubiguinona al oxigeno, evitando los complejos 111 y IV y disminuyendo por

tanto el flujo de protones y, en Gltimo término, la sintesis de ATP (Mclintosh, 1994).

1.2 Produccidn y catabolismo

En la naturaleza, las plantas estan expuestas al cianuro producido exdgena y endégenamente.

Las fuentes de cianuro exdgeno pueden ser:
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Introduccién

e Antropogénicas, responsables de la mayor parte del cianuro ambiental. EI hombre
produce cianuro como co-producto de la quimica organica, de la sintesis de plasticos y
gomas, derivados de la industria siderdrgica, extraccion de metales preciosos, etc.
(ATSDR, 1997).

e Pirdlisis de plantas, como el caso de los incendios forestales (Johnson and Kan, 1971;
Andreae and Merlet, 2001).

e Bacterias cianogénicas, como es el caso de muchas especies de Pseudomonas (Blom et
al., 2011)

e Hongos cianogeénicos, principalmente ascomicetos y basidomicetos (Knowles, 1976)

e Artropodos cianogénicos, incluyendo varias especies de mariposas y polillas, que
pueden obtener los glucésidos cianogénicos de plantas cianogénicas o bien fabricarlos
de novo (Zagrobelny et al 2008, 2018).

Por otro lado, las plantas producen cianuro endégenamente en diversos procesos:

e Biosintesis de la hormona etileno (Bleecker and Kende, 2000)

e Biosintesis de camalexina (3-tiazol-2"-il-indol), una fitoalexina que se produce en
Arabidopsis thaliana durante las infecciones por patdgenos biétrofos o necrétrofos
(Glawischnig 2007).

e Degradacién de glucésidos cianogénicos o cianolipidos, producidos por mas de tres mil
especies de plantas como compuestos de defensa y de reserva de nitrogeno (Vetter,
2000)

e Metabolismo del glioxilato (Solomonson L.P, 1981)

e Metabolismo de la hidroxilamina (Hucklesby et al., 1982)

Solo las plantas que producen elevadas concentraciones de cianuro derivado de la degradacion
de glucésidos y lipidos cianogénicos se consideran plantas cianogénicas. En estas plantas, la
acumulacién de glucésidos cianogénicos no es toxica porque las enzimas B-glucosidasas que
liberan cianuro a partir de estas moléculas se encuentran separadas fisicamente de ellas
(Poulton, 1990). Cuando se producen dafios mecanicos en la planta, como por ejemplo durante
el ataque de ciertos fitopatogenos, el glucosido cianogénico y las B-glucosidasas entran en
contacto y se produce la liberacion de cianuro como mecanismo de defensa (Vetter, 2000). En
las especies de plantas no cianogénicas, como A. thaliana, el cianuro se produce
mayoritariamente durante la biosintesis de etileno, fitohormona que interviene en numerosos

procesos de desarrollo y de respuesta a condiciones de estrés (Bleecker and Kende, 2000).
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Introduccién

El etileno se forma en el citosol a partir de la ruta de biosintesis de la metionina (Fig. 1) gracias
a las enzimas ACC sintasa y ACC oxidasa, que catalizan la conversion de S-adenosil-L-
metionina (AdoMet) hasta el aminoacido ciclico &cido 1-aminocyclopropano-1-carboxilico
(ACC) yde ACC acetileno, respectivamente (Adams and Yang, 1979; Kende, 1993). La enzima
ACC sintasa produce, ademas, 5 -metiltioadenosina, que se usa de nuevo en este ciclo para
formar nueva metionina (Miyazaki and Yang, 1987). El reciclaje de metionina de este modo
permite mantener una tasa alta de produccion de etileno, incluso con baja disponibilidad de
metionina (Bleecker and Kende, 2000).

CH:;‘?

HPO,2
CH, ! 4 HCOO"
O~ QPOzH [0]
OH OH
CHzS-CH; CH5 CO-COO
MTR-1-P
w KMB
ABP CHzCH, ﬁHa

R-CH-C00"
wre :
R-CO-COO

CHsS +
I -0
CH, 2 2 I\IJH3
0-OH | MIR + Met | CH3S-CHzCH5CH-COO"
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Figura 1. Ruta biosintética del etileno y ciclo de la metionina. ACC, &cido 1-aminociclopropano-1-
carboxilico; Ade, adenina; AdoMet, S-adenosil-L-metionina; KMB, acido 2-keto-4-metil-tiobutirico;
Met, L-metionina; MTA, 5 -metil tioadenosina; MTR, 5 -metiltiorribosa; MTR-1-P, 5 -metil
tiorribosa-1-fosfato (Miyazaki and Yang, 1987)

Durante la biosintesis de etileno, el precursor ACC genera cianuro de hidrégeno, etileno ,

dioxido de carbono y agua (Wang et al.,, 2002). La toxicidad del cianuro a elevadas
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concentraciones hace necesaria la existencia de un sistema de destoxificacion. Las plantas

poseen varias proteinas con actividades enzimaticas capaces de eliminar el cianuro:

e [-cianoalanina sintasa (B-CAS, EC 4.4.1.9), que es la actividad principal para la
eliminacién de cianuro en la mayoria de las plantas (Miller and Conn, 1980; Yu et al.,
2012). La proteina -CAS incorpora el cianuro a una molécula de cisteina, liberandose
sulfuro de hidrégeno y dando lugar a f-cianoalanina. Posteriormente, la B-cianoalanina
es convertida, a su vez, en asparagina y esta, es degradada hasta aspartato y amonio
gracias a la nitrilasa NIT4 (Piotrowski et al. 2001; O'Leary et al. 2014), segun las
reacciones:

Cisteina + HCN - pB-cianoalanina + H,S
B-cianoalanina + H,O - Asn + Asp + NH4

e la via de las sulfutransferasas (EC 2.8.1.1), como por ejemplo la rodanasa (tiosulfato
sulfurtransferasa), que incorpora el cianuro al tiosulfato dando lugar a tiocianato y
sulfito (Meyer et al., 2003), segun las reacciones:

S,05% + Rodanasa - SOs® + Rodanasa-S
Rodanasa-S + CN" - Rodanasa + SCN-

e volatilizacién: los grupos cianuro que forman parte de diferentes compuestos quimicos
pasan a formas volatiles, y se liberan a la atmosfera por transpiracion (Rehman et al.,
2017).

1.3 p-Cianoalanina sintasa.

Las R-CAS pertenecen, junto con las O-acetilserina(tiol)liasas (OASTL), a la familia de
alaninas sintasas B-sustituidas, dependientes de piridoxal fosfato (Yamaguchi et al., 2000), y
se localizan en la mitocondria (Maruyama et al., 2001) y presenta dos posibles estructuras. La
primera, extraida de Lupinus perennis es un monoémero de 52 KDa, con un cofactor piridoxal-
5-fosfato (PLP) (Akopyan et al., 1975); y la segunda, purificada de plantas de guisante, coliflor,
espinaca y arroz, consiste en un homodimero de monémeros de 28-30 KDa con dominios
estructurales o/f3, (Bonner et al., 2005; Lai et al., 2009). Tanto el plegamiento de la proteina
como el residuo de aminoacidos que se une al cofactor PLP estdn muy conservados en las
enzimas OASTL de Arabidopsis y soja. Sin embargo, sutiles variaciones en los residuos que
rodean al centro activo proporcionan a estas proteinas la especializacion de funcion

caracteristica de cada una de ellas (Yi et al., 2012).
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La expresion de la proteina B-CAS varia dependiendo del tejido y/o estadio de la planta
(Wurtele et al., 1984, 1985), asi como durante la regulacion que ejerce en determinados
procesos celulares. Por ejemplo, en plantas de puerro, guisante y sorgo, se detecté mediante
estudios de fraccionamiento una actividad 3-CAS ocho veces mayor en tejidos del mesofilo
que en la epidermis (Wurtele et al., 1984). En la planta de maiz, la mayor actividad -CAS se
detectd en las células més jovenes de la punta de la raiz (Stulen et al., 1979). Entre los procesos
fisiologicos que podrian involucrar a la B-CAS, se encuentran la respuesta ante estreses
abidticos o bioticos y la elongacion de la raiz y del pelo radical. De hecho, la expresion de la
proteina B-CAS, asi como los niveles de cianuro, aumentan en plantas de tabaco frente a un
estres por sequia (Liang, 2003). Se ha demostrado ademas que elevados niveles de cianuro en
la raiz de Arabidopsis provoca defectos en la formacion de los pelos radicales (Garcia et al.,
2010), suprime la sintesis de auxinas en la punta de la raiz e inhibe el crecimiento de la raiz
primaria (Rudrappa et al., 2008), lo cual sugiere que la 3-CAS podria regular estos procesos de
desarrollo. De igual manera, la privacién de nutrientes (Takahashi and Saito, 1996), las
hormonas (Meyer et al., 2003; Lai et al., 2009) o el pH (YYamaguchi et al., 2000), son otros
factores que también regulan la expresion de estas proteinas.

La actividad B-CAS es asimismo responsable de la asimilacién del cianuro liberado del
metabolismo de los glucésidos cianogénicos. Este cianuro es convertido, en Gltima instancia,
en aminoacidos por la proteina NIT4. Asi, la B-CAS estaria contribuyendo al papel de los

glucédsidos en el metabolismo del nitrégeno y los aminoacidos (Picmanova et al., 2015).

En la planta no cianogénica A. thaliana, la actividad R-CAS mayoritaria en la eliminacion de
cianuro es llevada a cabo por la proteina mitocondrial CAS-C1 (CAS; EC 4.4.1.9). En
Arabidopsis, la familia de proteinas estructuralmente homélogas a las OASTL estd compuesta

por nueve isoformas, que se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Familia OASTL en A. thaliana (Garcia et al., 2015)

, LOCALIZACION
PROTEINA LOCUS REFERENCIA
SUBCELULAR

Atcys-C1 At3961440 Mitocondria (Garcia et al., 2010)
Atcys-D1 At3904940 Citosol (Jost et al., 2000)
Atcys-D2 At5¢g28020 Citosol (Jost et al., 2000)
(Bermudez et al.,

CS26 At3g03630 Plastos
2010)

DES1 At5¢g28030 Citosol (Alvarez et al., 2010)
OAS-Al At4g14880 Citosol (Barroso et al., 1995)
OAS-A2 At3g22460 Ninguna (pseudogén) (Jost et al., 2000)

OAS-B At2g43750 Plastos (Heeg et al., 2008)
OAS-C At3g59760 Mitocondria (Alvarez et al., 2012)

Como se describi6 en el apartado anterior, en la mitocondria, la proteina CAS-C1 cataliza la
incorporacion de cianuro a la molécula de cisteina generando sulfuro de hidrégeno y B-
cianoalanina, que es transportada al citosol para posteriormente ser convertida en asparagina,
aspartato y amonio gracias a la actividad nitrilasa NIT4 (Piotrowski et al., 2001; O'Leary et al.,
2014). La actividad CAS-C1 también contribuye al metabolismo del sulfuro ya que, en la
reaccion se produce sulfuro de hidrégeno que es utilizado por la OASTL mitocodrial OAS-C
para la sintesis de cisteina, cerrando asi el ciclo de la cisteina en la mitocondria (Hatzfeld et al.,
2000).

Las mutaciones en el gen CAS-C1 conducen a una acumulacién de cianuro endégeno que, aun
no siendo tdxico para la planta, provoca defectos en el desarrollo de los pelos radicales,
sugiriendo un papel sefializador del cianuro en el desarrollo de laraiz (Garcia et al., 2010). Este
fenotipo se fenocopia por adicion de cianuro exdgeno al medio de crecimiento, y es revertido
por la adicién de hidroxocobalamina, molécula utilizada como antidoto en las intoxicaciones
por cianuro (Borron et al., 2007; Hall et al., 2007). Ademas, el mutante cas-c1 presenta una
mayor susceptibilidad al hongo necroétrofo Botrytis cinerea y una mayor resistencia a la bacteria
hemibiotrofa P. syringae, asi como al virus de la remolacha BCTV. La expresion de CAS-C1
se induce durante interacciones compatibles de Arabidopsis con cepas de P. syringae pv.
tomato DC 3000 pero se reprime en interacciones incompatibles con P. syringae pv. tomato

DC 3000 avrRpm1, permitiendo asi la acumulacion de cianuro. Asi pues, ademas de regular el
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desarrollo del pelo radical, el cianuro podria tener un papel sefializador en la repuesta de

Arabidopsis a la infeccion por patdgenos (Garcia et al., 2013).

1.4 El cianuro como molécula sefial

En términos generales, la funcion del cianuro se ha asociado tradicionalmente a mecanismos
de defensa debido a su elevada toxicidad, tal como queda reflejado en la funcién de los
glucosidos cianogénicos detallada anteriormente. Sin embargo, en los ultimos afios se ha
propuesto un cambio de concepto, de una molécula exclusivamente toxica a una molécula con
un papel sefializador en diversos procesos fisioldgicos (Gotor et al., 2017). El cianuro comparte
caracteristicas comunes con otros compuestos englobados en el grupo de los gasotransmisores,
como el 6xido nitrico (NO) o el sulfuro de hidrogeno (H2S) (Tabla 2). Los gasotransmisores
son moléculas gaseosas de pequefio tamafio, con moderada o alta reactividad quimica, que
pueden disolverse en agua a determinados pH y alcanzar diferentes compartimentos celulares.
Estas moléculas presentan una dualidad entre su toxicidad y su papel sefializador ya que, a
elevadas concentraciones deben ser eliminadas debido a su toxicidad pero, a bajas
concentraciones, tienen un papel sefializador ampliamente demostrado y aceptado (Delledonne
et al., 1998; Gupta et al., 2011; Gotor et al., 2017; Aroca et al., 2018).

Tabla 2. Caracteristicas de los gasotransmisores

. Cianuro de . .
Sulfuro de hidrégeno o Oxido nitrico
hidrogeno
Férmula quimica H-S-H HC=N N=0
Masa molecular (g mol?) 34.08 27.03 30.01
Reactividad quimica Muy alta Moderada Muy alta
Toxico/Sefializador Si/Si Si/si Si/Si

Existen cada vez mas evidencias de que el cianuro podria actuar como molécula sefial en
diferentes organismos y diversos procesos fisioldgicos. En bacterias, ademéas del papel

antagonista del cianuro, se ha descrito un papel regulador para esta molécula. Concretamente,
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constituye un factor de virulencia que interviene en la patogenicidad y la virulencia de la
bacteria oportunista Pseudomonas aeruginosa (Zdor, 2015; Chowdhury and Bagchi, 2017). El
cianuro y los glucosidos cianogénicos pueden actuar también como feromonas durante la
reproduccion de algunas especies de mariposas Yy polillas (Zagrobelny et al., 2007; Zagrobelny
et al., 2018). En mamiferos, el cianuro de hidrégeno puede generarse en los fagocitos durante
la fagocitosis (Stelmaszynska, 1986) y en células cerebrales tras estimulacion con opiaceos,
donde activa receptores del estimulo nervioso y es necesario para la accion analgésica de
compuestos opioides (Gunasekar et al., 2000; Gunasekar et al., 2004). Por todo esto, algunos

autores consideran al cianuro como neuromodulador (Borowitz et al., 1997).

Se ha demostrado que el cianuro elimina la dormicion de las semillas de diversas especies
vegetales y favorece su germinacion (Corbineau et al., 2008). Ademas, la adicion de cianuro
exogeno protege a plantas de tabaco y de Arabidopsis del ataque de virus independientemente
de la induccién de proteinas PR y de la ruta de NPR1 y de un modo dependiente de la oxidasa
alternativa (Chivasa and Carr, 1998; Ono et al., 2001); también protege a plantas de arroz frente
al ataque de hongos (lwai et al., 2006; Seo et al., 2011). Estos datos, junto con la implicacion
del cianuro producido enddégenamente en el desarrollo de los pelos radicales y la respuesta
inmune en Arabidopsis anteriormente descrita, sugieren que el cianuro es una molécula sefial.

Los mecanismos subyacentes a esta sefializacion son objeto de estudio de esta tesis doctoral.

2. Proceso de formacion del pelo radical en Arabidopsis thaliana

El desarrollo de la raiz fue unos de los eventos evolutivos mas importantes en la adaptacion de
las primeras plantas al ecosistema terrestre. Las plantas vasculares desarrollaron los pelos
radicales, unas estructuras tubulares especializadas de las células de la epidermis que favorecen
la incorporacion de nutrientes y el anclaje de la planta al suelo, y juegan un papel muy
importante en la interaccion con otros organismos (Cui et al., 2018). En Arabidopsis, los pelos
radicales presentan un didmetro medio de 10 umy crecen muy rapido longitudinalmente, mas

de 1 um/min, llegando a alcanzar una longitud de 1 mm o mas (Grierson et al., 2014).
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2.1  Desarrollo del pelo radical
2.1.1 Primera etapa: diferenciacion de las células de la epidermis

Las células de la epidermis presentan una distribucion especifica que determinan su destino
celular: aquellas que se encuentran entre dos células corticales se convertiran en pelos radicales
y se denominan células H (Hair cell), y aquellas células en contacto con la membrana de una
Unica célula cortical desarrollaran células N (Non hair cell), de manera que las filas de células
H y células N en la raiz se alternan (Datta et al., 2011). Esta distribucion especifica esta
determinada durante el desarrollo embrionario de la raiz, antes incluso de la formacion del pelo
radical (Grierson et al., 2014; Cui et al., 2018).

La diferenciacion de células N o H esta dirigida por una serie de proteinas reguladoras que se
detallan en la figura 2. En las células N, las proteinas WER (Werewolf), TTG (Transparent
testa glabra) y GL3/EGL3 (Glabra3/Enhancer of glabra3) actGan en un complejo
transcripcional tripartito que regula positivamente la expresion del factor de transcripcion GL2
(Glabra2), que a su vez inhibe al factor de transcripcion RHD6 (Root hair defective 6) y
determina el desarrollo de la célula N (Grierson et al., 2014). En las células H, CPC (Caprice)
compite con WER por la unién a GL3/EGL3 en el complejo transcripcional, inhibiéndolo. Esta
proteina es capaz de actuar como molécula sefial, translocandose a las células vecinas para
inhibir la formacidon de células N (Kang et al., 2013). Las proteinas TRY (Triptychon) y ETC1
(Enhancer of TRY and CPC1) son redundantes con CPC y por lo tanto inhiben también la
actividad del complejo transcripcional (Wang et al., 2010). SCM (Scrambled) es un receptor
LRR-RLK (leucine-rich-repeat receptor-like kinase) que permite a las células epidérmicas
percibir su posicion celular relativa (Kwak et al., 2005), de modo que se inhibe en las células
N por el complejo TTG/GL3/WER vy se expresa en las células H (Kwak and Schiefelbein,
2008), donde inhibe a WER. Segun este modelo, en las células N precursoras se acumulan altos
niveles de la proteina WER, que permite que el complejo transcripcional esté activo, la proteina
GL2 se exprese, y las células se diferencien a células N. Sin embargo, en las células H
precursoras se acumula CPC, que provoca la inactivacion del complejo transcripcional, la

represion de GL2, y la activacion de los genes de diferenciacion de pelos radicales (Fig. 2).
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Figura 2. Diferenciacion de las células de la epidermis de la raiz de A. thaliana (Grierson et al.,
2014).

Genes de
diferenciacién
de la célula N

2.1.2 Segunda etapa: inicio del pelo radical

En la etapa del comienzo del pelo radical (Fig. 3a), las células vegetales cambian su forma
modificando la pared celular. La expansion celular de la célula H se inicia en una zona de la
pared externa de aproximadamente 22 um de ancho. Las proteinas ROP (“RHO-RELATED
GTPase”) son reclutadas por el receptor quinasa FER (Feronia) (Duan et al., 2010) y se
concentran en esta zona de crecimiento (Molendijk et al., 2001); de igual forma se concentra
reticulo endoplasmico y actina filamentosa. Ademas, el pH disminuye hasta 4-4.5, activando
las expansinas y permitiendo la relajacion de la pared celular y la formacion de la protuberancia

inicial (Monshausen et al., 2007).

2.1.3 Tercera etapa: elongacion del pelo radical

Una vez desarrollada la protuberancia inicial, comienza el crecimiento dirigido del pelo radical
(Fig. 3b). En la punta del pelo radical en crecimiento, las vesiculas producidas por el reticulo
endoplasmico rugoso y el complejo de Golgi liberan mediante exocitosis polisacaridos y
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glicoproteinas de la pared celular, asi como proteinas sintasas y transportadores de membrana
(Ketelaar et al., 2008). EI control del trafico de membranas, por tanto, es esencial en el
desarrollo del pelo radical. Las proteinas Rab GTPasas juegan un papel muy importante en la
regulacion del tréfico vesicular (Nielsen et al., 2008). RAB-A4b (Rab GTPase Homolog A4b)
recluta las quinasas PI4KB1 (Phospatidylinositol 4-OH Kinase f1) y PI4KB2
(Phosphatidylinositol 4-OH Kinase f52), que junto con la fosfatasa RHD4 (Root hair defective
4) controlan el estado de fosforilacion del fosfatidil inositol (P1)-PI14P. Este PI-4P tiene un
papel clave en la regulacion y transporte de la carga secretora hacia la punta del pelo radical
(Thole et al., 2008), pues recluta proteinas con dominios de unién a P1-4P involucradas en estos
procesos (Bubb et al., 1998; Yoo et al., 2012).

Al igual que en la etapa de iniciacion, las ROP GTPasas también participan en la elongacion
del pelo radical. ROP2 (Rho-related protein from plants2) inicia la produccién de ROS por
parte de la NADPH oxidasa RHD2/atrbohD (Root hair defective 2) (Foreman et al., 2003; Jones
et al., 2007). Las ROS activan la entrada de Ca®* que, a su vez, activa a RHD2, en un ciclo de
retroalimentacion positiva (Mendrinna and Persson, 2015). La produccion de ROS esta
inducida, ademas, por la proteina RSL4 (Root hair defective 6 like 4), que controla la expresion
de las NADPH oxidasas C y J, asi como de las peroxidasas apoplasticas de clase Ill, que
también participan en la produccion de ROS en el pelo radical (Hwang et al., 2017). Este
gradiente de Ca* en la punta del pelo radical dirige la direccion de crecimiento, facilita la
fusion de las vesiculas con la membrana plasmatica apical y contribuye a la liberacion del
contenido vesicular necesario para la expansion de la pared celular (Pei et al., 2012). Ademas
del Ca?*, son importantes otros iones como el K*y el CI, que son acumulados activamente en

la célula para mantener su turgencia durante el crecimiento (R. Lew, 1998).

La organizacién del citoesqueleto es también esencial en la formacién y desarrollo del pelo
radical. El gradiente de Ca?* parece tener una funcion dual en la organizacion del citoesqueleto,
pues por un lado favorece la acumulacién de F-actina en la punta del pelo radical (Ketelaar,
2013) y por otro evita la polimerizacion de los microtibulos en esa misma zona (Sieberer et
al., 2005). Mutaciones en los genes que codifican las proteinas reguladoras de los
microfilamentos de actina y/o los microttbulos provocan defectos en el crecimiento del pelo
radical, tales como diferencias en su longitud, ramificaciones, ondas o protuberancias, entre

otros.
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La pared celular del pelo radical en desarrollo estd compuesta por celulosa, xiloglucanos y
pectinas, ademas de otras proteinas estructurales minoritarias como expansinas (Bruex et al.,
2012), o glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (Mohnen and Tierney, 2011). Las microfibrillas
de celulosa se depositan inicialmente en el extremo del pelo en crecimiento, y posteriormente
se desarrolla una segunda capa dispuesta longitudinalmente en la célula (Akkerman et al.,
2012). Son muchas las proteinas reguladoras de la pared celular que intervienen en el desarrollo
del pelo radical, como KOJAK, una proteina similar a las celulosa sintasas, que se localiza en
el reticulo endoplasmico y participa en la sintesis de polisacaridos no celulésicos de la pared
celular (Favery et al., 2001); o las xiloglucan endotransglicosilasas (XET), que rompen y
reensamblan el xiloglucano durante el crecimiento apical del pelo (Nishitani and Tominaga,
1992).

Las auxinas, suministradas por las células N hasta las células H, son responsables del
mantenimiento del crecimiento del pelo radical. Cuando el pelo radical se elonga y va
aumentando su longitud, la sefial de auxinas se va perdiendo progresivamente hasta que cesa

por completo, momento en el que finaliza el crecimiento del pelo radical (Jones et al., 2009).
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Figura 3. Desarrollo del pelo radical de Arabidopsis thaliana (Datta et al., 2011). a) inicio del pelo
radical b) elongacion del pelo radical

2.2 Regulacion del desarrollo del pelo radical

Son muchos los factores que regulan el desarrollo del pelo radical, bien endégenos o bien
ambientales como las hormonas o la disponibilidad de nutrientes. Estos factores controlan la

longitud, cantidad y forma del pelo radical.
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2.2.1 Factores enddgenos

Existen genes que regulan la cantidad de protuberancias que se desarrollan en un mismo pelo,
como TRH1 (Tiny root hair 1) o SCN1 (Supercentipede 1). EI gen SCN1 codifica un regulador
negativo de las Rho-GTPasas (ROPs) (Carol et al., 2005), que se acumulan especificamente en
la base de la protuberancia inicial del pelo radical y regulan la actividad de una NADPH oxidasa
(Grierson and Schiefelbein, 2009), codificada por el gen RHD2, responsable de la generacién
de ROS vy calcio en la punta del pelo radical y que son indispensables para su correcta
elongacion (Foreman et al. 2003; Jones et al. 2007; Ishida et al. 2008). Ademas de genes que
controlan el nimero de protuberancias en el pelo radical, encontramos genes que regulan su
tamafo, como TIP1 (Tip growth defective 1) y RHD1 (Root hair defective 1), que restringen el
area donde la pared celular se degrada para permitir el desarrollo del pelo (Parker et al., 2000).
Por otro lado, existen genes que regulan etapas mas tardias de la formacion del pelo radical,
como la elongacién. Entre estos genes se ecuentran RHD2, SHV1 (SHAVENL1),
SHV2/MRH4/COBLY9, SHV3/MRH5 y TRH1.

RHDG6 controla varias etapas del crecimiento del pelo radical, tanto el inicio del crecimiento
como el numero de protuberancias y la posicién donde estas se desarrollan (Masucci and
Schiefelbein, 1994; Yi et al., 2010; Grierson et al., 2014). RHDG6 regula positivamente la
transcripcion de RSL4, que se acumula en el pelo radical en elongacion y determina su tamafio
(Honkanen and Dolan, 2016). RSL4 es un factor de transcripcion bHLH necesario y suficiente
para el crecimiento de los pelos radicales que interviene tanto en la etapa de diferenciacion de
las células de la epidermis y la elongacion del pelo radical como en la regulacion del desarrollo
de los pelos radicales por hormonas y por disponibilidad de nutrientes (ver mas adelante). Esta
proteina puede auto-activarse, controlando su propia expresion, y es degradada por el
proteasoma (Datta et al., 2015). RSL4 controla la expresion de infinidad de genes involucrados
en el crecimiento del pelo radical, desde genes relacionados con la remodelacion y sintesis de
pared celular, genes metabdlicos o sefializadores celulares, hasta genes que controlan la
homeostasis de ROS (Won et al., 2009). Esto convierte a RSL4 en un regulador clave del
proceso de desarrollo del pelo radical, pues integra sefiales hormonales, metabdlicas y de
desarrollo (Marzol et al., 2017).
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2.2.2 Hormonas

Las hormonas etileno, auxinas, JA, estrigolactonas y citoquininas son reguladores positivos del
crecimiento del pelo radical, mientras que los brasinoesteroides y el acido abscisico funcionan
como represores (Cui et al., 2018). De entre todas ellas, las auxinas y el etileno son las
hormonas clave en la regulacion del desarrollo del pelo radical, pues regulan diferentes
aspectos de este, bien sea sinérgicamente o de forma independiente. Asi pues, la sobreexpresion
de los receptores de auxinas como TIR1 (Transponse inhibitor response 1) o los tratamientos
con ACC (precursor del etileno), potencian la elongacion del pelo radical, mientras que
mutaciones en los receptores de auxinas o el uso de inhibidores de la sintesis y/o sefializacion
del etileno la reprimen (Cho and Cosgrove, 2002; Dharmasiri et al., 2005). Ademés de la
elongacion del pelo radical, el ACC induce la formacidn de pelos radicales ectopicos de una
forma independiente de la regulacion transcripcional por el complejo WER-GL3/EGL3-TTG1
(Masucci and Schiefelbein, 1996), lo que indica que el etileno puede actuar aguas abajo o
independientemente de la ruta de desarrollo del pelo radical endégena anteriormente descrita.
Como se indica en la figura 4, el etileno induce la elongacién del pelo radical de varias formas,
controlando los niveles de auxinas o a través de EIN3, que se une fisicamente a RHD®6, que a
su vez activaa RSL4 (Fengetal., 2017). La induccion de la elongacion del pelo radical mediada
por RSL4 es compartida también por las auxinas (Yi et al., 2010; Zemlyanskaya et al., 2018) a
través del factor de respuesta a auxinas ARF5 (Auxin response factor 5) (Mangano et al., 2017).
Ademas, las auxinas controlan la elongacion del pelo radical por una via diferente, en la que
se incluye el regulador especifico de pared celular de pelos radicales ERU (Erulus), asi como
ARF7 y ARF19 (Schoenaers et al., 2018) (Fig. 4). Las auxinas también controlan la
localizacion de las ROP y, por tanto, el lugar de inicio del pelo radical (Payne and Grierson
2009). Por ultimo, se ha demostrado que el NO es necesario para la remodelacion de la pared
celular durante la formacién del pelo radical, y que este proceso es dependiente de auxinas.
Estas inducen la produccion de NO en el pelo radical, que regula transcripcional, post-
transcripcional y epigenéticamente la expresion de multitud de genes involucrados en el

desarrollo del pelo radical (Moro et al., 2017).
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Figura 4. Papel del etileno y las auxinas en la regulacién del desarrollo del pelo radical
(Zemlyanskaya et al., 2018).

2.2.3 Disponibilidad de nutrientes

El desarrollo del pelo radical esta también regulado por la concentracion de nutrientes en el
medio. En medios con baja disponibilidad de nutrientes, las plantas inducen la longitud y
densidad de pelos radicales para incrementar la absorcion de los nutrientes escasos (Jungk,
2001). Por ejemplo, la densidad y longitud de los pelos radicales en la raiz de una planta
silvestre cultivada en un medio con baja concentracién de fosfato son cinco y tres veces
mayores, respectivamente, que en raices cultivadas en un medio rico en fosfato (Savage et al.,
2013). El aumento de longitud de los pelos radicales en limitacion de fosfato es dependiente
de RSL4 (Yietal., 2010; Datta et al., 2015). Recientemente se ha demostrado, por otra parte,
que elevadas concentraciones de nitratos en el medio de crecimiento aumentan la densidad de
pelos radicales en Arabidopsis de una forma dependiente de los factores de transcripcion TGAL,
TGA4 y CPC (Canales et al., 2017). Por tanto, la respuesta de la planta a la falta de nutrientes

depende de la especie, el estadio del desarrollo y las condiciones ambientales.

Algunos datos indican que el etileno juega un papel importante en la induccién del desarrollo

de los pelos radicales inducida por falta de nutrientes. Se ha observado un aumento en los
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niveles de etileno y de ACC en plantas cultivadas en medios con bajas concentraciones de Fe,
Ky P (Borch etal., 1999; Romera et al., 1999; Jung et al., 2009; Garcia et al., 2011), asi como
una inhibicién del crecimiento de los pelos radicales tras la adicion de inhibidores de la
sefializacion de etileno en medios deficientes en Boro (Gonzélez-Fontes et al., 2015). No
obstante, el papel exacto del etileno en la respuesta de algunos nutrientes como el P no esta

claro todavia y necesita un andlisis mas profundo.

3. Respuesta inmune de A. thaliana

Las plantas estdn sometidas continuamente al ataque de patdgenos, ya sean bacterias, virus,
hongos o invertebrados. Por ello, poseen unos sistemas de defensa muy efectivos que hacen
que la probabilidad de que el patdgeno termine provocando enfermedad en la planta sea muy
baja. Las plantas poseen sistemas de defensa constitutivos (o preformados) e inducibles. Las
defensas constitutivas de la planta pueden ser estructurales, que impiden la entrada de los
patogenos al interior de la planta, como los tricomas, la cuticula o los estomas, 0 quimicas,
grupo en el que se incluyen las enzimas hidroliticas y metabolitos secundarios de defensa como
las saponinas o los glucosinolatos. Las defensas inducibles de la planta incluyen la resistencia
basal o PTI (PAMP-triggered immunity), la respuesta inducida por efector o ETI (efector
triggered immunity), la respuesta hipersensible y la resistencia sisttmica adquirida (SAR,

systemic adquired resistance), todas ellas detalladas en los siguientes apartados.

Cada patogeno ha desarrollado una forma especifica para invadir la planta. Segun su estrategia
de ataque y las caracteristicas de la interaccion planta-patdgeno que desarrollan podemos
clasificarlos en tres grupos: patdgenos necrotrofos, que secretan toxinas o atacan la pared
celular enzimaticamente y matan a las células durante la infeccién, patdégenos biétrofos, que
establecen un contacto intimo con las células de la planta y las mantienen vivas durante la
infeccion, y patdgenos hemibidtrofos, que establecen una fase inicial bidtrofa que precede a
una fase final necroétrofa en la que las células terminan muriendo. La mayoria de los hongos
bidtrofos desarrollan haustorios, que son estructuras especializadas que les permiten atravesar
larigida pared celular y producir invaginaciones de la membrana plasmatica de la célula vegetal
en contacto con la membrana plasmatica del hongo. De este modo, se aumenta
considerablemente la superficie de contacto entre el hongo y la planta 'y se optimiza el flujo de
nutrientes y agua desde la célula vegetal al hongo (Buchanan et al., 2000).
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Cuando las condiciones ambientales son favorables, las defensas preexistentes de la planta son
inadecuadas y la planta falla en detectar al patégeno o no activa la respuesta inducible de forma
eficaz, se produce una interaccion planta-patogeno compatible, en la que el patdgeno consigue
producir enfermedad en la planta. Por el contrario, si la planta consigue detener de algin modo

el avance del patdgeno, se produce una interaccion incompatible.

3.1 Resistencia basal o resistencia inducida por PAMPs (PTI)

Las plantas son capaces de reconocer patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMP/MAMP, pathogen/microbial-associated molecular patterns). Los PAMP pueden ser
por ejemplo B-glucanos y quitina en hongos o lipopolisacéridos y flagelina en bacterias. Estos
PAMP son percibidos por receptores transmembrana (PRR, pattern recognition receptors) que
transmiten la sefial al citosol a través de cascadas de sefializacion dependientes de proteinas
quinasas, como las MAP (mitogen-activated protein) quinasas (Asai et al., 2002) o las CDPK
(calcium-dependent protein kinase), que fosforilan a la NADPH oxidasa, H+ATPasas, y
factores de transcripcion. Esto desencadena en la planta una respuesta basal denominada
resistencia inducida por PAMP (PTI, PAMP-triggered immunity) (Fig. 5) (Tsuda and Katagiri,
2010; Miller et al., 2017; Zhang et al., 2018).

Los receptores PRRs més caracterizados son los RLK (receptor-like kinase), que son receptores
kinasa que contienen un dominio con repeticiones ricas en leucina (LRR). Se han descrito mas
de 600 RLKSs en Arabidopsis, muchos de los cuales estdn implicados en la respuesta inmune
de la planta. En Arabidopsis, el sistema PTI més estudiado es el desencadenado por el péptido
N-terminal conservado de 22 aminoacidos (flg22) de la proteina bacteriana flagelina, que es
reconocida por el RLK FLS2 (flagellin-sensing 2). La union de flg22 a FLS2 cambia la
conformaciéon de FLS2, de manera que se asocia a otro RLK, BAKL (brassinosteroid
insensitive 1-associated kinase 1), para activar la PTI (Chinchilla et al., 2007). La proteina
BAKZ1 no tiene un papel directo en la percepcién del PAMP pero se ha demostrado que es
capaz de asociarse a receptores PRR, incluido el receptor FLS2, formando un complejo que se
fosforila a los pocos segundos de la union PAMP-receptor PRR (Schulze et al., 2010).

La quitina producida por la pared celular del hongo es reconocida por el receptor CERK1
(chitin elicitor receptor kinase 1), otro receptor RLK que se asocia con el receptor quinasa
citoplasmatico (RCLK, receptor-like cytoplasmic kinase) PBL27. PBL27 fosforila a

MAPKKK 5 (mitogen-activated protein kinase kinase kinase 5), activando la cascada de MAP
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quinasas en Arabidopsis (Yamada et al., 2016). Aungue la naturaleza de los PAMP puede ser
muy variada, todos desencadenan una respuesta PTI1 similar (Miller et al., 2017). Los analisis
transcriptomicos revelan que diferentes PAMP activan los mismos grupos de genes y que estos
genes son también activados durante la ETI. Parece, por tanto, que las plantas disponen de una

maquinaria de sefializacion comun ante estimulos diferentes (Tsuda and Katagiri, 2010).

Por altimo, las plantas pueden también reconocer patrones moleculares asociados a dafio
(DAMP, damage-associated molecular patterns) a través de PRR, como los
oligogalacturénidos desprendidos de la pared celular de la planta ante el ataque de la
poligalacturonasa de hongos (Ridley et al., 2001). Los DAMP inducen la PTI de igual forma
que los PAMP (Choi and Klessig, 2016)

La figura 5 sintetiza los procesos involucrados en la respuesta basal o PTI.
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Figura 5. Resistencia basal o resistencia inducida por PAMP (PTI) (Saijo et al., 2018)

3.2  Resistencia inducida por efector (ETI)

Para evitar el reconocimiento del patégeno por parte de la planta, estos han desarrollado durante
la evolucion un mecanismo mediante el cual inyectan al espacio intracelular de la planta,
gracias a un sistema de secrecion tipo Ill, proteinas efectoras capaces de interferir en la
sefializacion de la respuesta inmune, suprimiendo la resistencia PT1 y potenciando la infeccién.
Es lo que se denomina susceptibilidad inducida por efector (ETS, effector-triggered

susceptibility) (Gohre and Robatzek, 2008). Estos patdgenos son virulentos y las proteinas
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efectoras son denominadas factores de virulencia. A su vez, las plantas han desarrollado
mecanismos especificos de defensa basados en los genes de resistencia R (resistance genes).
Estos genes codifican receptores, generalmente citoplasmaticos, que reconocen
especificamente a los efectores patogénicos, desencadenando una respuesta de defensa muy
rapida y eficaz denominada resistencia inducida por efector (ETI, effector-triggered immunity)
(Jones and Dangl, 2006) (Fig. 6).

Existen multitud de familias de genes R, con una arquitectura compleja que combina dominios
de union a nucleotidos (NB, nucleotide binding), dominios ricos en repeticiones de leucina
(LRR, leucine rich repeat), dominios de proteinas quinasas (PK, protein kinase), dominios de
hélice superenrollada (CC, coiled coil), dominios transmembrana (TM, transmembrane
domain), dominios de lectina (B-lectin, bulb-type mannose specific binding lectin domain),
dominios de proteinas WRKY y dominios TIR (Toll-interleukin-1-receptor). La mayoria de
receptores combinan dominios NB y LRR, y pueden agruparse en dos tipos: receptores TIR-
NB-LRR y receptores (CC)-NB-LRR (Kapos et al., 2019). Parece que el dominio TIR de los
receptores TIR-NB-LRR es el que confiere la capacidad de sefializacion aguas abajo, ya que
su sobreexpresion es suficiente para disparar la respuesta hipersensible (Swiderski et al., 2009).
Sin embargo, esto no ocurre al sobreexpresar dominios CC de los receptores CC-NB-LRR
(Rairdan et al., 2008).

Una de las interacciones receptor-proteina efectora mejor estudiada es Rpm1-AvrRpm1l. La
proteina efectora AvrRpml de P. syringae se une e induce la fosforilacion del regulador
negativo RIN4 (Rpml-interacting protein 4), que activa al receptor NB-LRR Rpm1 e induce
la ETI (Grant et al., 1995). Se ha demostrado que RIN4 interacciona con las H-ATPasas
potenciando la apertura estomatica y facilitando el paso del patégeno (Dodds and Rathjen,
2010). Las cepas de Pseudomonas que expresan AvrRpm1 provocan en la planta, ademas de la

PTI, una respuesta hipersensible y una activacion de la ETI.
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Figura 6. Sistema inmune en plantas. Los patégenos liberan los PAMPs al espacio extracelular y
estos son reconocidos por los receptores PRR de la superficie celular, activando la PTI. Muchos
receptores PRR interaccionan con la proteina BAK1 para iniciar la PTI. Los patdgenos, para suprimir
la PTI, liberan proteinas efectoras en la célula del hospedador a través de un sistema de secrecion tipo
Il (bacterias) o a través del haustorio (hongos). Estas proteinas efectoras son reconocidas por las
proteinas R, generalmente receptores tipo NB-LRR, que desencadenan la ETI. (adaptado de (Dodds and
Rathjen, 2010)).

La ETI se caracteriza por desencadenar una explosion oxidativa muy potente tras varias horas
de la infeccion por el patégeno, asi como una induccion de muerte celular localizada en la zona
de infeccion del patdgeno, llamada respuesta hipersensible (HR), que limita el avance del
patogeno. A diferencia de lo que ocurre en la PTI, en la ETI existe una especificidad muy alta

entre la planta y el microorganismo hospedador.

En la Tabla 3 se resumen las caracteristicas especificas de las respuestas PTIy ETI.
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Tabla 3. Caracteristicas diferencialesen PTly ETI

PTI ETI
Respuesta inmediata (minutos) Respuesta tardia (horas)
Inducida por PAMPs Inducida por efectores (Avr)

o Receptores intracelulares o unidos a
Receptores en la superficie celular

membrana
Una Unica explosion oxidativa Explosion oxidativa dividida en dos fases
No especifica (generalmente) Muy especifica
No induce HR Induce HR

3.3  Explosién oxidativa y respuesta hipersensible

La percepcién del ataque de un patdgeno desencadena en la planta una serie de respuestas
encaminadas a detener su progresion. Para ello, activa una cascada de sefializacion mediada
por calcio y MAP kinasas (MAPK) y se produce una explosion oxidativa, una reprogramacion
de la expresion génica, deposicion de callosa en los sitios de infeccion y eventualmente la
activacion de la respuesta hipersensible. La mayoria de las respuestas de defensa se activan en
los dos mecanismos de resistencia, PT1y ETI, antes descritos, aunque sus cinéticas temporales
son diferentes (Tao et al., 2003).

3.3.1 Produccién de ROS

Una de las primeras respuestas celulares tras el reconocimiento del patégeno es la produccion
de especies reactivas de oxigeno (ROS). Las ROS incluyen al oxigeno singlete (O2), el anién
superoxido (O2"), el peréxido de hidrégeno (H202) y los radicales hidroxilo (OH"). Entre ellos,
el més estable es el H20>, pues presenta una vida media mayor y actta inter e intracelularmente

para desencadenar la cascada de respuestas de defensa (Camejo et al., 2016).

La produccion de ROS durante la interaccion planta-patogeno es bifasica y se produce en el
apoplasto. En primer lugar, a los pocos minutos del reconocimiento del patdgeno, se produce

una explosion oxidativa inicial, transitoria e inespecifica que es coman a la PTl y la ETI. El
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reconocimiento de una proteina efectora por parte de una proteina R durante la ETI
desencadena horas después del ataque del patdégeno la segunda etapa de produccion de ROS,
mas intensa y prolongada, a la que acompafia una acumulacion de oxido nitrico (NO) y acido
salicilico (SA), para luego desencadenar la respuesta hipersensible (HR) (Heath, 2000). Ambas
fases de explosion oxidativa ocurren como consecuencia de un flujo de calcio hacia el interior
celular. El Ca?* no solo funciona como un inductor de la explosion oxidativa, sino que también

actla como una molécula sefial aguas abajo de dicha explosion (Asai y Yoshioka, 2008).

Son muchas las funciones defensivas de la produccion de ROS durante la interaccion planta-

patdgeno:

e Efecto directo sobre el patégeno. Las especies mas reactivas, como los radicales
hidroxilo, pueden matar directamente al patégeno (Chen and Schopfer, 1999). Ademas,
generan derivados lipidicos por oxigenacion no enzimatica que dafian las membranas
celulares (Montillet et al., 2005)

e Contribuyen al establecimiento de barreras fisicas en el lugar de interaccion del
patdgeno con la planta, por entrecruzamiento de las glicoproteinas de la pared celular
(Bradley et al., 1992) o de los precursores de la lignina y la suberina (Hickelhoven,
2007).

e Son responsables del control redox de la activacion de genes de defensa (Kotchoni and
Gachomo, 2006), bien sea directamente a través de factores de transcripcién o
indirectamente por activacion de cascadas de fosforilacion (Kovtun et al., 2000).

e Controlan, junto con el SA, la regulacién redox de NPR1 (Mou et al., 2003) vy el
establecimiento de la SAR (Zhang et al., 2018).

e Regulan la HR.

e Generan fitoalexinas y otros metabolitos secundarios que limitan el crecimiento del
patégeno (Thoma et al., 2003).

e Modulan el trafico vesicular para el transporte de la sefial ROS o para la endocitosis de
receptores especificos, bien sea para la activacion de la defensa o para su reciclaje
(Torres, 2010).

e Inducen el cierre estomatico independientemente del ABA, impidiendo la penetracion

de los patdgenos a través de estas aberturas (Qi et al., 2017).
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Aunque las ROS regulan positivamente las respuestas de defensa de la planta frente a
patogenos bidtrofos, los patdgenos necrotrofos pueden inducir la produccién de ROS para el

beneficio propio (Torres et al., 2006; Camejo et al., 2016).

Ademas de la produccion de ROS en el apoplasto, la planta produce ROS de manera natural
en el interior de la célula en la respiracion mitocondrial (Vidal et al., 2007), en la fotosintesis
cloroplastidica (Yaeno et al., 2004) y en el peroxisoma como resultado de varias rutas
oxidativas (reaccion de la glicolato oxidasa, oxidacion de los &cidos grasos, etc) (Camejo et al.,
2016). Las enzimas que hacen frente a la acumulacion de ROS intracelular, junto con los
antioxidantes ascorbato o glutation, son las superoxido dismutasas (SOD), las catalasas (CAT1
y 2), ascorbato peroxidasas (APX) y la oxidasa alternativa mitocondrial (AOX). La modulacion
de estas enzimas permite la acumulacion de ROS necesaria para la activacion de las defensas

ante el ataque de un patdgeno y la posterior HR (Dat et al., 2003).

3.3.2 NADPH oxidasas

La produccion de las ROS en el apoplasto se debe principalmente a las NADPH oxidasas
ATRBOHD (respiratory burst oxidase homolog D) y ATRBOHF (Torres et al., 2006; Chaouch
et al., 2012). Estas enzimas pertenecen a la familia RBOH, que en Arabidopsis consta de diez
miembros. Las NADPH oxidasas transfieren los electrones desde el NADPH citosélico al
oxigeno apoplastico para formar O2" que es luego convertido a H2O2 por las superdxido
dismutasas (Suzuki et al., 2011). Las proteinas ATRBOH presentan varios dominios
transmembrana que determinan su localizacién en la membrana plasmatica, una extensién N-
terminal intracelular que contiene el dominio de fosforilacion y el de unién a Ca?* (EF-hand)
y una extension C-terminal intracelular que une el FAD y el NAD(P)H. Tras el reconocimiento
del patdgeno, se activa la entrada de calcio extracelular que se une a las ATRBOH (Ogasawara
et al., 2008). La acumulacion de calcio intracelular activa a proteinas quinasas dependientes de
calcio (CPKs) como la CPK5 gue activaa ATBOHD mediante fosforilacion en la extension N-
terminal (Dubiella et al.,, 2013). Por otra parte, BIK1 fosforila a ATRBOHD
independientemente del calcio. Se cree que la fosforilacion por BIK1 es muy répida y prepara
a ATRBOHD para su posterior regulacion por el calcio y las CPKs. La entrada de calcio en la
célula es por lo tanto necesaria para activar las proteinas ATRBOH y desencadenar la

produccién de ROS.
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Por ultimo, se ha descrito que las proteinas ATRBOH pueden ser reguladas también mediante
otros mecanismos, como las proteinas G, que participan en la regulacion de la produccién de
ROS inducida por FLG22 (Liang et al., 2016).

3.3.3 Respuesta hipersensible

La HR causa una muerte rapida de las células infectadas por un patégeno biotrofo para detener
el avance del patdgeno, asi como una activacion de los sistemas de defensa de las células
adyacentes (SAR, systemic adquired resistance). Los mecanismos que desencadenan la HR
son diferentes segun el tipo de interaccion planta-patogeno. En la mayoria de los casos, las
ROS apoplasticas actian como reguladores positivos de la HR; sin embargo, dependiendo del
sistema, hay casos en los que las ROS contribuyen negativamente al control de la muerte celular
(Belhaj et al., 2009). Ademas de la explosion oxidativa apopléstica, los niveles de ROS en los
diferentes compartimentos subcelulares juegan un papel muy importante en la HR (Torres,
2010), bien sea directamente por su toxicidad o indirectamente por la produccién de sefiales
que promueven la muerte celular. Las ROS producidas en el cloroplasto son indispensables
para que se produzca la HR (Zurbriggen et al., 2009), al igual que las ROS mitocondriales. Esta
explosion oxidativa es necesaria pero no suficiente para desencadenar la HR; ademas, es

necesaria una acumulacion de SA'y NO (Vlot et al., 2009; Terron-Camero et al., 2018).

3.4 Funcién de las hormonas en la respuesta de defensa de las plantas

Las rutas dependientes de las hormonas acido salicilico (SA), acido jasmonico (JA) y etileno
(ET) son importantes reguladores de la expresion génica de defensa. EI SA interviene en la
respuesta a patdgenos bidtrofos y el JA-ET en la respuesta a patdgenos necrétrofos e
invertebrados. Tradicionalmente, estas rutas se han considerado antagonistas pero existen
numerosas evidencias que han puesto de manifiesto interacciones cooperativas o sinérgicas
entre ellas (Mur et al., 2006; Bari and Jones, 2009; Wawrzynska et al., 2010; Buxdorf et al.,
2013).
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3.4.1 Acido salicilico (SA)

Durante la biosintesis de SA, el precursor corismato puede convertirse en SA a través de dos
vias enzimaticas: la de la fenil alanina amonio sintasa (PAL) y la de la isocorismato sintasa 1
(ICS1), siendo esta ultima mas importante en respuesta a estrés (Zhang et al., 2018). La mayor
parte del SA es convertido a SAG (SA O-glucoside) por accion de glucosil transferasas, para
luego ser transportado y almacenado en las vacuolas. Una pequefia cantidad se transforma en
saliciloil-glucosa-ester (SGE) y metil salicilato (MeSA) (Vlot et al., 2009). Este ultimo es una
forma inactiva pero actia como molécula sefial en largas distancias en la SAR (Park et al.,
2007).

Tras reconocer a las proteinas diana, las diferentes proteinas R estimulan la biosintesis de SA
a traves de diferentes proteinas reguladoras. Mientras que los receptores TIR-NB-LRR
promueven la sintesis de SA a través de las proteinas EDS1 (enhanced disease susceptibility
1) y PAD4 (phytoalexin-deficient 4), los receptores CC-NB-LRR lo hacen a través de NDR1
(non-race-specific disease resistance 1) (Dodds and Rathjen, 2010). EDS1 y PAD4 son
cruciales para la acumulacién de SA 'y el desarrollo de la SAR (Gruner et al., 2013), y controlan
el alcance de la respuesta hipersensible y muerte celular en torno al foco de infeccion (Feys et
al., 2001; Wiermer et al., 2005; Wirthmueller et al., 2007). Ademas, inhiben a MYC32,
regulador clave de la ruta del JA, para asi reforzar la respuesta dependiente de SA (Cui et al.,
2018).

La proteina NPR1 es un regulador clave en la ruta de sefializacion dependiente de SA (Cao et
al., 1997). La expresion de mas del 98% de las proteinas de esta ruta depende de NPR1 (Wang
et al., 2006). Ademads, es necesaria para la completa activacion de la PTI y la ETI y
especialmente para la activaciéon de la HR (Zhang et al., 2018). Esta proteina contiene una
secuencia de localizacion nuclear y dos dominios de interaccion proteina-proteina. En
condiciones basales, NPR1 se encuentra en forma oligomérica en el citoplasma celular gracias
a la presencia de puentes disulfuro intermoleculares. Los cambios en el estado redox celular
producidos por el SA en respuesta a una infeccion provocan la monomerizacion de NPR1 a
través de las tiorredoxinas TRX-H3 y TRX-H5 (Tada et al., 2008). La fosforilacion de la serina
589 de NPR1 por la kinasa SnRK2.8 (serine/threonine kinase SNF1-related protein kinase 2.8)
de manera independiente de la acumulacién de SA es necesaria para su localizacién nuclear y
la consiguiente activacion de la respuesta dependiente de SA. Tras su fosforilacion y

monomerizacion, NPR1 es transportada al nucleo a traves de los poros nucleares (Lee et al.,
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2015). En el nucleo, NPR1 interacciona con los factores de transcripcion TGA, que inducen la
expresion de genes de defensa como por ejemplo los genes PR (pathogenesis related) (Fu and
Dong, 2013). Se ha demostrado que la sumoilacion de NPR1 por SUMOS3 en respuesta a SA
cambia la especificidad de la union de NPR1 con el represor WRKY70 al inductor TGA3,

activando de este modo la expresion de PR-1 (Saleh et al., 2015).

El papel de los pardlogos de NPR1, NPR3y NPR4 aln presenta controversia. Algunos estudios
afirman que NPR3 y NPR4 son receptores de SA que inducen la degradacion de NPR1 de una
forma dependiente de la concentracion de SA, permitiendo asi el progreso de la ETIy la muerte
celular programada (Rate and Greenberg, 2001). Segun estos estudios, a elevadas
concentraciones de SA, NPR3 y NPR1 interaccionan y NPR1 se degrada via proteasoma para
evitar una sobreacumulacion. Por el contrario, a bajas concentraciones de SA, la union NPR1-
NPR4 se inhibe para mantener niveles basales de NPR1 (Fu et al., 2012). A favor de esta
hipétesis, recientemente se ha demostrado que NPR3 y NPR4 degradan las proteinas JAZ, que
son represoras de la ruta del JA, activando asi la respuesta a JA (Liu et al., 2016). Sin embargo,
otros estudios mas recientes muestran que NPR3 y NPR4 son represores transcripcionales que
interaccionan con los factores de transcripcion TGA para modular la expresion de los genes de
defensa (Ding et al., 2018). Otro paralogo de NPR1, NPR2, también interviene en la percepcion
de la sefial de SA de igual forma que NPR1 (Castell6 et al., 2018). Ademas, NPR1 es un
regulador esencial en la represion de la respuesta de JA (Spoel et al., 2003). Su localizacién
nuclear es necesaria para la expresion de represores de la ruta de JA, como GRX480
(glutaredoxina 480) o factores de transcripcion TGA o WRKY.

Son muchas las proteinas reguladoras de la ruta de respuesta a la infeccion por patdgenos
dependiente de SA. En el grupo de proteinas reguladoras dependientes de NPR1 encontramos
a los inductores NUDT®6 (Nucleoside diphosphate linked X 6) (Ishikawa et al., 2010) y WRKY
50-51 (Gao et al., 2011) y al represor WRKY33 (Birkenbihl et al., 2012), mientras que en el
grupo de proteinas que ejercen su accion reguladora independientemente de NPR1 y
dependiente de la familia WHY, se encuentra el regulador positivo GRXC9 (glutaredoxin C9)
y los represores NIMINL1,2 y 3 (NPR1-interacting proteins non-inducible immunity 1-
interacting 1), SNI1 (suppressor of nprl-inducible 1) y SSI2 (suppressor of SA insensitivity 2).
Las diferentes rutas de sefializacion dependientes de SA estan esquematizadas en la figura 7.
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Figura 7. Ruta de defensa dependiente de SA (adaptado de (Zhang et al., 2018)).

3.4.2 Acido jasmonico (JA)

El JA es un compuesto derivado de lipidos que se sintetiza a través de la ruta de biosintesis de
las oxilipinas. Las enzimas claves de esta ruta son 13-LOX (13-lipoxygenase), 13-A0S (13-
allene oxide synthase), AOC (allene oxide cyclase) y OPR3 (OPDA-specific reductase). La
biosintesis de JA se inicia a partir del acido a-linolénico, que es liberado de las membranas
lipidicas de los cloroplastos como respuesta a ciertos cambios en el ambiente, como estreses
abioticos o biodticos (Ledn and Sanchez-Serrano, 1999; Reymond et al., 2000; Wasternack,
2007; Zhang et al., 2018).

Como muestra la figura 8, ante un estrés, las plantas acumulan diferentes formas de JAs,
originando en ultimo término y gracias a la accion de JAR1 (jasmonate resistant 1) el
compuesto bioactivo (+)-7-iso-JA-lle (JA-lle), resultado de la unién del JA con la isoleucina
(Zhang et al., 2018). JA-lle se une a COIL (coronatine insensitivel), que forma parte del

complejo E3 ligasa SCFC®" (S phasekinase-associated protein 1 (SKP1)-Cullin-F-box),
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cambiando su conformacion y permitiendo su union a las proteinas represoras JAZ (jasmonate
zim domain). El complejo E3 ligasa SCF°" degrada a las proteinas JAZs, que son represores
de factores de transcripcion tales como MYC32, el activador central de la transcripcion de los
genes de respuesta a JA. Las proteinas JAZ, ademas, reclutan a otros represores, como TPL
(Topless), que se une a ellas a través de la proteina NINJA (novel interactor of JAZ). Se ha
demostrado que TPL inhibe la transcripcion de genes de defensa, bien interaccionando con las
histonas desacetilasas (HDAC) en los promotores génicos o bien interrumpiendo el complejo
mediador de la RNA polimerasa 11 (Kazan and Manners, 2012).

La ruta de respuesta a patdgenos dependiente de JA se bifurca en dos ramas a partir de las
proteinas JAZ: la ruta MYC, responsable de la respuesta ante heridas, y la ruta ERF, asociada
al ataque de patdgenos necrotrofos. Curiosamente, estas dos rutas son antagonistas entre si, ya
que la mutacion o supresion de proteinas de la ruta MYC produce plantas mas resistentes al
ataque de patdgenos necrotrofos, y la sobreexpresion de proteinas de la ruta ERF en plantas de
Arabidopsis, como por ejemplo ORA59, las hace mas atractivas a las larvas de Pieris rapae
(Verhage et al., 2011). Los factores de transcripcion MYC activan la expresion de genes
involucrados en la respuesta de defensa mediada por JA, como VSP2, que es un gen marcador
de la ruta, 0 MED25, una subunidad del complejo de la transcripcion “Mediador” (Mediator)
(Chenetal., 2012). Mientras que MY C2 es el factor de transcripcion principal de la ruta de JA,
MYC3 y MYC4 son activadores adicionales a MYC2 (Fernandez-Calvo et al., 2011). MYC2
regula ademas a ANAC109 y ANACO055, factores de transcripcién con dominios NAC que
reprimen la expresion de proteinas de la rama ERF. En la ruta ERF intervienen las proteinas
ERF1 (ethylene response factor 1) y ORA59 (octadecanoid-responsive Arabidopsis AP2 59),
que controlan a PDF1.2, una proteina regulada también por ET en la ruta de respuesta a

patdgenos necrotrofos.

Aunque el efecto represor de la ruta del SA sobre la del JA se ha estudiado en profundidad, la
informacion sobre la influencia del JA en la ruta del SA es aun muy limitada. Se sabe, por
ejemplo, que ANAC019, ANACO055 y ANACO72 son factores de transcripcion que activan la
transcripcion de la metil transferasa 1 (BSMT1), transformando el SA en su forma inactiva SA-
éster. Las interacciones de antagonismo entre las rutas de JA y SA son aprovechadas por
algunos patdgenos como P. syringae, que produce una toxina, la coronatina, que mimetiza al
JA-lle (Geng et al., 2014) y de este modo favorece su virulencia, ya que al activar la ruta del

JA se produce una inhibicion de la ruta del SA (Geng et al., 2014).
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Recientemente se ha encontrado que EIN3 (ethylene insensitive 3) y EIL1 (EIN3-likel) son dos
factores de transcripcion que acttan aguas arriba de ERF1 y ORA59 y que conectan las rutas

del JA y del ET, haciendo que estas acten sinérgicamente (Zhu et al., 2011).

3.4.3 Etileno (ET)

El etileno es una hormona vegetal gaseosa que desempefia un papel esencial en muchos
procesos fisioldgicos como la maduracion de los frutos o la abscision foliar. Al igual que el
cianuro, se sintetiza a partir de la S-adenosil metionina (SAM) en el ciclo de Yang, donde el
precursor ACC (1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid) es convertido por la ACC oxidasa
hasta ET, HCN, CO; y H.0.

Existen 5 receptores de respuesta a etileno, que se localizan en el reticulo endoplasmatico y se
dividen en dos grupos: por un lado ETR1 (ethylene response 1) y ERS1 (ethylene response
sensor 1), con actividad histidina quinasa, y por otro ETR2, ERS2 y EIN4, con actividad
serina/treonina quinasa (Moussatche and Klee, 2004). Estos receptores necesitan unir
previamente un ion de cobre para la correcta asociacion con el ET. En condiciones basales, los
receptores no se encuentran unidos al ET sino que activan a CTR1 (constitutive triple response
1), que inhibe a EIN2 mediante fosforilacién (Santner and Estelle, 2009). EIN2 es un regulador
esencial de la ruta, que estabiliza a EIN3 y EIL1 evitando su degradacion por EBF1 (EIN3-
binding F box protein 1) y EBF2 en el proteasoma (Zhu et al., 2011). Ante un estrés, el etileno
se une a sus receptores, CTR1 se inhibe, activandose entonces EIN2, que entra en el nucleo
(Wen et al., 2012). Hay estudios que proponen una interaccion directa de EIN2 con los
receptores de ET, dando lugar a una respuesta independiente de CTR1 (Bisson and Groth, 2010,
2015). Una vez en el nucleo, EIN2 favorece la acumulacion del factor de transcripcion EIN3.
EIN3 forma un homo-dimero con su homélogo EIL1 e induce la expresion de genes tempranos
de respuesta a etileno entre los que se encuentra ERF1 (Ju and Chang, 2015), que activa la
expresion de los genes tardios de respuesta al etileno (Berrocal-Lobo et al., 2002; Kendrick y
Chang, 2008; Yoo y Sheen, 2008) (Fig. 8).

La sefializacidn de las rutas del ET y la rama ERF del JA convergen en las proteinas EIN3 y
EIL1, siendo identicas a partir de estos factores de transcripcion, tal como se ha descrito
anteriormente en el apartado del JA (Zhang et al., 2018). En la figura 8 se esquematiza la

respuesta dependiente de JA 'y ET vy las relaciones entre ambas.
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Figura 8. Ruta de defensa dependiente de JA-ET (adaptado de (Zhang et al., 2018)).

3.5  Resistencia sistémica adquirida (SAR)

La SAR es una resistencia de amplio espectro que tiene lugar en las plantas tras una primera
infeccion. Se caracteriza por restringir el crecimiento del patégeno, suprimir el desarrollo de
los sintomas de la enfermedad y proteger a la planta de la infeccion por otros patégenos. Los
patdgenos que activan la ETI y dan lugar a la respuesta hipersensible son potentes inductores
de la SAR (Durrant y Dong, 2004), aunque la PTI puede también dispararla (Mishina y Zeier,
2006; Tsuda et al., 2008). Algunos estudios demuestran que algunos MAMPSs pueden inducir
la SAR, asi como la necrosis tisular causada en el sitio de inoculacion por bacterias virulentas

o0 avirulentas (Mishina and Zeier, 2007).

La respuesta SAR se asocia a una reprogramacion transcripcional masiva, dependiente de
NPR1, que incluye la activacion de los genes PR y dependiente de los factores de transcripcién
TGAs (Pieterse and Van Loon, 2004). Gracias a ella, las plantas son capaces de responder al

ataque de fitopatdgenos semanas e incluso meses tras la primera infeccion. Esta respuesta se
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caracteriza por su efectividad a largo plazo y su efecto transgeneracional, debido a
modificaciones epigenéticas (Luna et al., 2012). Se ha demostrado que la savia de un floema
de una planta que tiene la SAR inducida y, por lo tanto, contiene las sefiales moviles de la SAR,
es efectiva ante la infeccion de otra planta por otro patdgeno distinto. Asi pues, la SAR no es

especifica ni de la planta ni del patdgeno que infecta (Adam et al., 2018).

La resistencia sistémica adquirida necesita una sefial movil que transmita la respuesta a otras
partes de la planta. La SAR se acompafia de un incremento local y sistémico de los niveles
enddgenos de SA, y la aplicacion exdgena de SA o de sus analogos funcionales induce la SAR
y activa a los genes PR, pero el descubrimiento de una sintesis de novo de SA en el tejido
sistémico puso en entredicho que el SA fuese la sefial movil de la SAR (Rasmussen et al.,
1991). Aungue es necesaria una investigacion en profundidad sobre la transmision de la sefial
de la SAR, se han identificado varios compuestos muy diferentes quimicamente, capaces de
transmitir esta sefial, como el MeSA, acido azelaico (AzA), glicerol-3-fosfato (G3P), el
diterpenoide dehidroabietinal (DA), la lipid transfer protein DIR1 (defective in induced
resistance 1), o el acido N-hidroxi-pipecdlico (NHP), derivado del catabolito de la lisina &cido

pipectlico (Pip), entre otros (Adam et al., 2018).

Por Gltimo, la luz juega un importante papel en la defensa de la planta, especialmente en la
SAR. La intensidad y tiempo de exposicion a la luz regula no solo la efectividad de la SAR,
sino también la accion de los diferentes compuestos sefializadores (Adam et al., 2018). Por
ejemplo, bajo altas intensidades de luz, la SAR puede desarrollarse sin necesidad de
acumulacion de SA ni proteinas PR, pero necesita la contribucion de la proteina FMO1 (flavin
dependent monooxygenase 1), que cataliza la conversion de Pip a NHP (Chen et al., 2018). Por
el contrario, en oscuridad, el desarrollo de la SAR se encuentra comprometido (Zeier et al.,
2004; Griebel and Zeier, 2008; Liu et al., 2011)
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Objetivos

Resultados previos del grupo de investigacion sugieren que la molécula de cianuro, de bajo
peso molecular y alta reactividad quimica, podria actuar como molécula sefial en plantas, al
igual que los gasotransmisores dxido nitrico y sulfuro de hidrégeno (Gupta et al., 2011; Li and
Lancaster, 2013; Aroca et al., 2018) . Nuestra hipétesis sostiene que la proteina CAS-C1 es
esencial para mantener concentraciones no toxicas de cianuro en la mitocondria y permitir asi
su papel sefializador (Garcia et al., 2014). El objetivo fundamental de esta tesis doctoral es
demostrar el papel sefializador del cianuro en dos procesos fundamentales de la planta
Arabidopsis thaliana, asi como comprender su mecanismo de accion. Para ello se establecieron

los siguientes objetivos especificos:

1. Caracterizacion del papel sefializador de la molécula de cianuro en el desarrollo de los
pelos radicales de A. thaliana.

2. Caracterizacion del papel sefalizador de la molécula de cianuro en el proceso de
respuesta a la infeccidn por patégenos en A. thaliana.

3. Determinacion de los mecanismos de accidn del cianuro.
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Materiales y métodos

1. Material bioldgico
1.1. Bacterias
1.1.1. Cepas bacterianas utilizadas

Para este trabajo se han utilizado células competentes de Escherichia coli, estirpe DH5a,

proporcionadas por el Servicio de Cultivos del Instituto de Bioguimica Vegetal y Fotosintesis.

Ademas, se utilizaron células de E. coli, estirpe DB3.1, para la propagacion de plasmidos
destino del kit de clonaje Gateway (Invitrogen), asi como células “One Shot TOP 10” incluidas

en este mismo Kkit.

Para la transformacion mediante infiltracion floral se usaron células competentes de
Agrobacterium tumefaciens, estirpe C58/pMp90, proporcionadas por el Servicio de Cultivos

del Instituto de Bioquimica Vegetal y Fotosintesis.

Para las infecciones se utilizé Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (Pst DC3000), y esta
misma cepa Pst DC, transformada con un plasmido que contiene el gen de avirulencia avrRpm1
(Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 avrRpm1, Pst DC3000 avrRpm1) (Grant et al.,
1995).

1.1.2. Condiciones de cultivo bacteriano

Las cepas bacterianas se cultivaron en medio LB, que contiene triptona (10 g I), extracto de
levadura (5 g I'Y), NaCl (10 g I'Y) y agar (15 g I'Y). Este medio se suplement6 con los antibiéticos

necesarios en cada caso.

1.2. Plantas
1.2.1. Lineas mutantes

Para el desarrollo de esta tesis se han utilizado plantas silvestres de Arabidopsis thaliana,
ecotipo Columbia, procedentes del European Arabidopsis Stock Centre (NASC, University of
Nottingham, UK).

Ademas, se han usado una serie de mutantes insercionales de T-DNA procedentes de las

colecciones SALK (Salk Institute Genome Analysis Laboratory) y GABI-kat (German Plant
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Genome Research Program), asi como mutantes cedidos por grupos de investigacion (Tabla
4).

Tabla 4. Lineas mutantes y transgénicas utilizadas en esta tesis

NOMBRE LOCUS MUTACION REFERENCIA

cas-cl At3g71440 Insercion T-DNA (Garcia et al., 2010)
Cambio de base

rhd2-1 At5g51060 (Foreman et al., 2003)

(STOP prematuro)

rhd2GK At5g51060 Insercion T-DNA
Cambio de base

scnl-1 At3g07880 (Carol et al., 2005)

(STOP prematuro)

Insercion de un

atrbohD3 At5g47910 ] (Torres et al., 2002)
transposon
) Cambio de base
ein2-1 At5g03280 (Alonso et al., 1999)
(STOP prematuro)
NahG At5g33340 Ganancia de funcion (Lawton et al., 1995)

1.2.2. Condiciones de crecimiento

Las plantas se cultivaron en camaras de cultivo (Aralab) en ciclo largo (fotoperiodo de 16 h luz
/ 8 h oscuridad) o ciclo corto (fotoperiodo de 8 h luz / 16 h oscuridad), manteniendo constante
la temperatura (20 °C luz / 18 °C oscuridad), la humedad relativa (70 %) y la intensidad
luminica (120-140 pmol m? s%). Las plantas se cultivaron en substrato vegetal, y se regaron

con agua o abono liquido (COMPO) en los casos en que este fue necesario.

Para el cultivo in vitro de plantas se utilizaron placas de Petri con medio sélido MS (Murashige
and Skoog, 1962), pH 5,6-5,8. En el caso del mutante rhd2, el pH del medio se ajustd a 4 ya
que este mutante presenta un fenotipo mas pronunciado a pHs &cidos (Monshausen et al.,
2007). En los casos en que fueron necesarios, este medio se suplementd con sacarosa (medio

MSS) y/o antibioticos a las concentraciones apropiadas.

Para los cultivos hidroponicos, las semillas se esterilizaron como se describe en el apartado
1.2.3, se vernalizaron durante 4 dias a 4 °C y germinaron 7 dias en lana de roca himeda.

Posteriormente las plantulas se traspasaron a las cajas de cultivo hidrop6nico que contenian 5
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| de solucidon nutritiva. Esta solucién nutritiva se cambid dos veces cada mes. Los cultivos

hidroponicos crecieron en ciclo corto durante 90 dias.
La composicion de los medios utilizados fueron los siguientes:

Medio MS: 2.2 g It de mezcla basal MS (Murashige and Skoog, Duchefa), agar 0,8 % (p/v) o
phytagel 3,5 % (p/v), pH 5,6 — 5,8.

Medio MSS: 2.2 g I'* de mezcla basal MS (Murashige and Skoog, Duchefa), agar 0,8 % (p/v)
o0 phytagel 3,5 % (p/v), sacarosa 1 % (p/v), pH 5,6 — 5,8.

Solucion nutritiva: 1 mM KH2POs, 1 mM MgSOs - 7 H20, 15 puM MnSO;4 - H20, 1 uM CuSOg4
-5 H20, 1 uM ZnS0O4 - 7 H20, 30 UM H3BOs3, 28 nM (NH4)sM07024 - 4 H20, 100 nM CoSO4
- 7 H20, 10 mM Ca(NOs), - 4 H20 y 40 mg It Sequestrene 138 Fe.

1.2.3. Esterilizacién de semillas

En todos los casos, las semillas se incubaron con 1 ml de una solucion compuesta por
hipoclorito sodico (NaCIlO) al 5 % (v/v) y SDS al 0,5% (p/v) durante 5 min. Las semillas se
enjuagaron con agua destilada (5-7 lavados) para eliminar los restos de NaClO y detergente.

Para sincronizar su germinacion, las semillas se estratificaron durante 24 h a 4 °C.

2. Manipulacion del material biolégico
2.1. Manipulacién de microorganismos
2.1.1. Transformacién genética de bacterias

Para la transformacion de E.coli DH5a. y DB3.1 mediante choque térmico, se afiadié un minimo
de 10 ng del DNA correspondiente a 100 pl de bacterias competentes. Se realizaron tres
incubaciones secuenciales: 10 min en hielo, 1,5 min a 42 °C y de nuevo 5 min en hielo.
Seguidamente se afiadieron 500 pl de LB liquido y se incubaron a 37 °C durante una hora en
agitacion (200 rpm). Por altimo, para seleccionar las bacterias transformadas exitosamente, se

sembrd esta solucién en placas de medio LB so6lido con el antibidtico correspondiente.

Para la transformacion de A. tumefaciens C58/pMp90 por electroporacion, se mezcld 100 ng
de DNA con 100 pl de bacterias competentes y se transfirid la mezcla a la cubeta de

electroporacién (1 mm, BioRad). La solucion se sometié a un pulso eléctrico de 2,2 kV y 200
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uF en un sistema de electroporacion “Micro Pulser” (BioRad). Seguidamente se afiadio 1 ml
de medio LB liquido y se agit6 la muestra durante una hora a 37 °C y 200 rpm. Posteriormente
se sembraron las bacterias en placas de LB solido suplementadas con los antibidticos
correspondientes y se incubaron toda la noche (o/n) a 37 °C para conseguir colonias bacterianas

positivas.

2.2. Tratamiento del material vegetal
2.2.1. Transformacion de Arabidopsis thaliana por infiltracion floral

Se prepard un pre-indculo de A. tumefaciens C58/pMp90, transformado con la construccion
que correspondiese, en 3 ml de LB con 20 pg ml™ de gentamicina, 50 pg ml™ de rifampicina y
el antibiotico correspondiente a la construccion usada. Este pre-indculo crecié a 28 °C en
agitacion (200 rpm). A las 8 h se tomaron 0,5 ml del pre-inéculo y se afiadieron a un matraz
con 500 ml de LB suplementado con 50 pug ml? de rifampicina y el antibidtico de la
construccién usada. El cultivo crecié en agitacion (200 rpm) a 28 °C hasta que alcanz6 una
densidad dptica medida a A 600 nm de 0,8-1. Se centrifugo el cultivo a 3500 rpm durante 10
min a 4 °C. Las células se resuspendieron en 200 ml del medio de infiltracion. Las vainas y
flores fecundadas de las plantas de A. thaliana que iban a ser transformadas fueron eliminadas,
y se sumergié la parte aérea de la planta durante 2 min en el medio de infiltracién (Clough and
Bent, 1998). Las plantas transformadas se mantuvieron en bandejas con un 100 % humedad
durante dos dias y posteriormente se cultivaron en las condiciones anteriormente citadas. Las
semillas resultantes de esta transformacion (Fi1) se propagaron hasta conseguir plantas

transformantes positivas.
La composicion de medio utilizado fue la siguiente:

Medio de infiltracion: sacarosa 5% (p/v), Silwet L-77 0,02% (v/v).

2.2.2. Cruces de plantas mediante polinizacion dirigida

La obtencion de dobles mutantes o el cruce de lineas mutantes y transgénicas se realizd
mediante fecundacion dirigida de individuos homocigotos cultivados en macetas. Se us6 una
lupa SZ 40 (Olympus) y unas pinzas (Dumoxel, n° 5) para eliminar las vainas, flores
fecundadas y estambres de las plantas parentales femeninas, aislando el gineceo. Los pistilos
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de estas plantas se fecundaron manualmente poniendo en contacto las anteras con polen de la
linea parental masculina, favoreciendo la fecundacion cruzada. Se realizaron cruces de plantas
mutantes cas-cl (linea parental masculina) con los mutantes de desarrollo del pelo radical, asi
como los mutantes de respuesta a patdgenos (lineas parentales femeninas).

Ademas, se cruzaron plantas trangénicas con la construccion ProC1:CASC1-GFP con plantas

mutantes cas-c1. Ambas lineas se usaron como parental masculino y femenino.

Por ultimo, se realizaron cruces entre las plantas transgénicas con la construccién
ProCOBL9:GFP (linea parental femenina) y las plantas mutantes cas-cl (linea parental

masculina).

2.2.3. Aislamiento de mitocondrias

Las muestras enriquecidas en mitocondrias se aislaron de raices de Arabidopsis usando un
gradiente de densidad, como se describe en (Struglics et al., 1993) con algunas modificaciones.
Se trituraron parcialmente un total de 30 g de tejido de raiz y se maceraron en un mortero con
N2 liquido. La mezcla se resuspendié y homogeneizd en tampon de extraccion en una
proporcion de 3 ml de tampon por g de peso fresco. EI homogenado se filtrd a través de dos
capas de Miracloth (Calbiochem) y se centrifug6 durante 5 min a 2200 g. El sobrenadante se
transfirié a un nuevo tubo y se centrifugé secuencialmente a 3200 g y 4500 g durante 5 min
hasta que se consiguié un pellet sin color verde (cloroplastos). El sobrenadante final se
centrifugd a 18000 g durante 30 min y el pellet obtenido se resuspendi6 en 1 ml de tamp6n de
gradiente. Se genero un gradiente discontinuo de 45 % y 27 % (p/v) de Percoll para separar los
organulos celulares y se centrifugd durante 20 min a 20000 g y 4 °C en una ultracentrifuga
usando un rotor basculante SW28.1 Ti (Beckman). La banda mitocondrial se recogio
cuidadosamente del gradiente, se diluyé diez veces con tampén de lavado y se centrifugd
durante 15 min a 20000 g. Este lavado se repitié cuatro veces para eliminar los restos de Percoll.
El pellet final se resuspendié en 300 uL de tampdn de rotura y las mitocondrias se rompieron
con 6 ciclos de congelacion-descongelacion en N2 liquido, asi como con 5 ciclos de
ultrasonidos de 20 s a una amplitud del 20 %. Las muestras se centrifugaron durante 15 min a
20000 g y las proteinas del sobrenadante se precipitaron con &cido tricloroacético (TCA) y
acetona en hielo. Finalmente, las proteinas precipitadas fueron resuspendidas en 20 mM Tris-
HCI, pH 8.0.

61



Materiales y métodos

La composicion de los medios utilizados fueron los siguientes:

Tampon de extraccion: 15 mM MOPS (pH 7.4), 1.5 mM EDTA, 0.25 M sacarosa, 0.4 % BSA
y 0.6 % (p/v) PVP-40

Tampdn de gradiente: 20 mM MOPS, 0.6 M sacarosa, pH 7.2.

Tampdn de lavado: 0.3 M sacarosa, 1 mM EDTA, 10 mM MOPS, pH 7.2.

Tampon de rotura: 50 mM tampdén de fosfato potésico, pH 7.0, y 0.1 % (v/v) Triton X-100

2.2.4. Aislamiento de protoplastos de raices de A. thaliana

Las plantas crecieron sobre una malla durante 6 dias en placas de Petri (100mm x 100mm x
15mm) con medio MSS-MES. Se sembraron unas 500-1000 semillas por placa, en una sola
linea. Las raices de 5-6 placas se recogieron de la malla, se trocearon con un bisturi y se
depositaron en un filtro celular de 70 um (Falcon 352350), colocado en una placa Petri pequefia
(Falcon 351008) con 7 ml de la solucién B. Las raices se incubaron durante una hora a
temperatura ambiente con una agitacion de 85 rpm. El filtrado se transfirié a un tubo Falcon de
15 ml y se centrifugé durante 6 min a 22 °C y 200 g. Se elimin6 el sobrenadante y se
resuspendio cuidadosamente el pellet de protoplastos y restos de raices en 300 ul de solucion
A. Se paso la mezcla a través de un filtro celular de 70 um, y se recogid el filtrado que pasé de
nuevo a través de un filtro celular de 40 um (Falcon 352340). El filtrado final se deposit6 en
un tubo de 5 ml de poliestireno.

La composicion de los medios utilizados fueron los siguientes:

Medio MS-MES: MS (Caisson MSPO01), agar (10 g I'Y), MES (0,5 g I'}) y sacarosa (10 g I)

Solucién A: manitol 600 mM, MgCl, 2 mM, CaCl> 2 mM, MES 2 mM, KCI 10 mM y BSA
0,1% (p/v), pH 5.5

Solucion B: celulasa (15 g I, Sigma #C1794) y pectilasa (1 g I}, Sigma #P3026) disueltas en

solucion A.
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2.2.5. Citometria de flujo de células activadas por fluorescencia (FACS)

Para la clasificacion de células activadas por fluorescencia se usaron protoplastos obtenidos de
raices de plantas de A. thaliana cultivadas durante 6 dias en placas verticales de medio MSS

(ver “Aislamiento de protoplastos de raices de A. thaliana”).

Los protoplastos que expresaban la GFP se aislaron en un citdmetro de flujo MoFlo Astrios
EQ (Beckman-Coulter) con un capilar de 70 um y una relaciéon de 5000 a 10000 eventos por
segundo. Se us6 una presion de sistema de 60 psi. Como control negativo, se usaron
protoplastos de raices de plantas silvestres que no expresaban la GFP. Las células positivas
para la expresion de la GFP se seleccionaron por la intensidad de su emision a A530 nm
comparada con la del control. Las células se recolectaron en tampon fosfato salino (PBS), se
congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido y se almacenaron para la posterior extraccion

proteica.
La composicion del medio utilizado fue la siguiente:

Tampon PBS: NaCl 80 g I, KCI 2 g I, Na;HPO4 14.4 g It y KH,PO4 2.4 g IL, pH 7.4

2.2.6. Tinciones
2.2.6.1. Tincién NBT para la deteccidn del anion superoéxido (O2)

Se cubrieron las raices de plantulas cultivadas durante 3 dias en medio MS (phytagel 3,5 g %)
suplementado con sacarosa 1 % (p/v), con la solucion de tincidn. Las plantulas se incubaron en
oscuridad a temperatura ambiente durante 2 h y se visualizaron en un microscopio de campo
claro (Olympus BX50) con una cdmara digital (Leica DFC300FX).

La composicion del medio utilizado fue la siguiente:

Solucion de tincién: NBT (0,5 mg ml; Sigma-Aldrich) disuelto en un tampon Tris-HCI (0.1
M), NaCl (0.1 M) y MgCl (0.05 M), pH 9.5

2.2.6.2 Tincion H2DCFDA para la deteccion de perdxido de hidrégeno (H202)

Las plantas crecieron durante 14 dias en placas verticales de medio MS suplementado con
sacarosa (1%). Las raices se incubaron durante 2 min en una solucioén de HoDCFDA (Life
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Technologies) 10 puM, en presencia de yoduro de propidio (Life Technologies) 10 uM para
visualizar las paredes celulares. Las muestras se observaron en un objetivo Leica HCX PLAN-
APO 363 1.4 NA de aceite de inmersion y un microscopio confocal TCS SP2 (Leica
Microsystems) con una excitacion de A 488 nm y una emision de A 500-550 nm y A 600-650

nm, para la deteccion de H.DCFDA y yoduro de propidio, respectivamente.

2.2.6.3 Tincion Mitotracker Deep Red 633 para la deteccion de mitocondrias

Las raices de plantas de 4 dias se incubaron con una solucion 20 nM de MitoTracker Deep Red
(Molecular Probes) durante 10 min a temperatura ambiente. Las muestras se observaron al
microscopio confocal (Leica Microsystems) como se detalla en el apartado anterior. Para la
excitacion se us6 un laser de helio-nedn a A 644 nm. La luz emitida se recogio a través de un
filtro dicroico (TD 488/543/633) y se separd espectralmente para su deteccion a A 650-700

nm.

2.3 Interacciones planta-patogeno
2.3.1 Infecciones con Pseudomonas syringae

Las cepas bacterianas usadas fueron Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) DC3000 (Pst
DC3000) y Pst DC3000 portando un plasmido que contiene el gen de avirulencia avrRpm1
(Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 avrRpm1, Pst DC3000 avrRpm1) (Grant et al.,
1995). Las cepas Pst DC3000 y Pst DC3000 avrRpml se cultivaron en placas de LB
suplementadas con rifampicina 50 pg ml, gentamicina 20 pug ml?, y en el caso de Pst DC3000
avrRpm1 ademas, kanamicina 50 pg ml™?. Se recogieron las bacterias con 5 ml de MgCl. 10
mM. Las concentraciones se ajustaron a 5 x 10° bacterias ml* (DOgsoo = 0.01, Pst DC3000
avrRpm1) o 2.5 x 10° bacterias ml"* (DOgoo = 0.005, Pst DC3000). Para estos ensayos se
utilizaron plantas cultivadas en tierra durante 60 dias en ciclo corto. La suspension bacteriana
se infiltrd por el envés de la hoja con una jeringa de 1 ml sin aguja. Como control, se infiltraron
hojas con MgCl, 10 mM estéril (Swanson et al., 1988). Las plantas infiltradas se usaron para

su observacion al microscopio confocal o bien para el test de crecimiento bacteriano in planta.
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2.3.2 Test de crecimiento bacteriano in planta

El protocolo para medir el crecimiento bacteriano se adapt6 de (Tornero and Dangl, 2001). Las
plantas silvestres y mutantes se cultivaron durante 60 dias en tierra en ciclo corto y se
inocularon con P. syringae como se describe en el apartado anterior. Se tomaron muestras a
los 0, 1y 3 dias tras la infeccidn. Se trituraron 100 mg de hoja con 1 ml de MgCl2 10 mM. Para
cada muestra, se afadieron 20 pl de este homogenado a los pocillos de una placa de
microtitulacion que contenian 180 pl de MgCl2 10 mM. Se realizaron diluciones seriadas y se
sembraron gotas de 10 pl de cada una de ellas en placas Petri con medio LB suplementado con
rifampicina 50 pg ml™. Las placas se incubaron a 30 °C durante 38-40 h y posteriormente se
realizo el recuento de colonias. El nimero de unidades formadoras de colonias (CFU) por mg

de peso fresco se determind con la siguiente férmula:
cfu mg* peso fresco = 1000 (N x 10%1) / peso muestra,

donde N es el nimero de colonias contado en la dilucién niumero d.

3. Acidos nucleicos
3.1. Extraccion de DNA gendmico y plasmidico

Para la extraccién del DNA gendmico total de plantas se usaron 100 mg de hojas de A. thaliana.

Se us6 el kit DNAeasy Plant Minikit (Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante.

El DNA plasmidico se extrajo de la cepa bacteriana correspondiente usando el QIAprep Spin

Miniprep Kit (Qiagen), segun el protocolo proporcionado por el fabricante.

3.2. Extraccion de RNA y retrotranscripcion

El RNA total se extrajo de 100 mg del tejido correspondiente de plantas de Arabidopsis
thaliana usando el RNeasy Plant Minikit (Qiagen). Se retro-transcribieron 2 ug de RNA usando
oligo (dT) y SuperscriptTM First-Strand Synthesis para RT-PCR (Invitrogen), siguiendo las

instrucciones del fabricante.
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3.3. PCR

Para la amplificacion de los genes estudiados en esta tesis doctoral se usaron las parejas de
oligonucledtidos que se detallan en la Tabla 5, asi como Taq DNA polimerasa (Invitrogen). En

todos los casos se amplificd el gen UBQ10 como control interno.

Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo siguiendo un programa que consto de una
incubacion a 95 °C durante 5 min para desnaturalizar el DNA molde y 30-35 ciclos sucesivos
de los siguientes pasos: desnaturalizacion, 30 s a 94 °C; alineamiento, 30 s a 65 °C;
polimerizacion, 1 min por Kb a 72 °C. Tras ello, las muestras se mantuvieron 5 min a 72°C
para asegurar la extension completa de todas las moléculas amplificadas. Los fragmentos de

PCR fueron separados mediante electroforesis en gel de agarosa.

Tabla 5. Oligonucledtidos utilizados en las PCR

NOMBRE GEN SECUENCIA 5°-3°
Cl-F2 CAS-C1 TGATGGGAATTGGCAGTGGAGGCAC
C1-R2 CAS-C1 AATTGCTTGCCACGGTGTTAGCTCCC
T-DNA
LBb1 GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT
SALK
Promotor
ProC1-F CACCGTAAAAACAAGACATCAAGTCCTCTG
CAS-C1
Promotor
ProC1-R GTTTCCTGAAGTAGGCTCTATCA
CAS-C1
ProC1:CASC1-R CAS-C1 ATCCACTGAAACTGGCTTCA
GFP-R GFP CCCATTTGGACGTGAATGTAGACAC
GFP-R 350 GFP CCCTTAAGCTCGATCCTG
UBQ-F1 UBQ GATCTTTGCCGGAAAACAATTGGAGGATGG
UBQ-R1 UBQ CGACTTGTCATTAGAAAGAAAGAGATAACA
rhd2-1FW RHD2 TGAATGGTATGAACCAAACCGC
rhd2-1REV RHD2 GGCTTACACACCTGAAACAACA
rhd2GK-F RHD2 CCGTGGTCTTAGATTCTTCTTG
rhd2GK-R RHD2 AATCAAAGCCATGTTCAGC
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LB GABI T-DNA CCCATTTGGACGTGAATGTAGACAC
GABI-kat
nahG-F nahG AGCAGGGTGGCGAAGTGC
nahG-R nahG AGAGTTGGTGCCGGGATGC
pMDC32pre35S pMDC83 CTCGACTCTAGAGGATCCC
NOSt-pMDC32 pMDC83 CAACAGGATTCAATCTTAAGA

3.4. Limpieza de productos de PCR

Los DNA productos de PCR se purificaron del exceso de nucle6tidos, oligonucledtido y sales
usando QIAquick Nucleotide Removal Kit (Qiagen) y siguiendo las instrucciones del
fabricante.

3.5. Analisis de expresién mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR)

La expresion de todos los genes se analizé mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real. Para
ello, se disefiaron oligonucledtidos especificos para cada gen (Tabla 6) utilizando el programa
“Vector NTI Advance 10” (Invitrogen). Todos los oligos debian tener una Tm de 60-65 °C, un
contenido de G y C entre 40-50% y dar lugar a un amplicon de 100-200 pb.

Para la reaccion de g-PCR se utilizo el kit “iQ SYBR Green Supermix” (Bio-Rad) y un
termociclador iQ™S5 (Bio-Rad). Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 20
uL que contenia: “iQ SYBR Green Supermix” 1x, 100 UM de cada uno de los oligonucledtidos
directo y reverso y 1 ng pl de cDNA. Se realizaron tres réplicas experimentales por muestra
y tres réplicas bioldgicas independientes para cada condicién. La calidad del cDNA se analizé
amplificando el gen de expresion constitutiva GAPDH utilizando las parejas de
oligonuclettidos qGADPH-5-F y R y qGADPH-3-F y R, disefiados en los extremos 5’ y 3’ y
detallados en la Tabla 3.

El programa de PCR utilizado constaba de una etapa inicial de desnaturalizacion de 10 min a
95 °C, seguida de 30-35 ciclos sucesivos de desnaturalizacion (15 s, 95 °C) e hibridacion-
amplificacion (1 min, 60 °C). Los niveles de expresion de los genes fueron normalizados con
la expresion constitutiva del gen UBQ10, restando el valor CT (Cycle Threshold) de UBQ10
al valor de los genes correspondientes (ACT). La expresion de los genes en cada linea fue

calculada como 24¢D (Livak and Schmittgen, 2001).
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Tabla 6. Oligonucledtidos utilizados en las gPCR

NOMBRE GEN SECUENCIA 5°-3°
g-CysC1F CAS-C1 CCACACCGTGAGGGAAACTCT
g-CysC1R CAS-C1 GCGTTGGTAGAGGGGAAGTC
qUbql10F UBQ GGCCTTGTATAATCCCTGATGAATAAG
qUbg10R UBQ AAAGAGATAACAGGAACGGAAACATAGT
grhd2-F RHD2 CGCGTCATCGAAATGCAT
grhd2-R RHD2 GCATGGTTTAGTGATTGAAGCA
gAtrbohD-F ATRBOHD GAGTGGTTCAAGGGAATAATG
gAtrbohD-R ATRBOHD ACACACTCGTGCAATAATTGT
gscnl-F SCN1 TTGGAAGACCGGTGTCAAA
gscnl-R SCN1 CATCACGTGGTTGTAGTATGGCT
gein2-F EIN2 TTGTGAGCTTTGGAGTTTGG
gein2-R EIN2 TGTACTTTCCCCAAAGCTCAG
QFMRH5 MRH5 GCTGCTTGCTGCTCAAATCC
QRMRH5 MRH5 AATCCAGAGAATCCACCACG
QFFLAG6 FLAG CAAATCCAGCTCATGCTCTACC
QFRLAG FLAG TCTTGTCCCGTAGCCTGAGT
gRSL4-Fw RSL4 CAGATTAAGTTGTTGAGCTCGG
gRSL4-R RSL4 GAGACAAAAGGTTGTGATGGAA
gRHD6-Fw RHDG6 CCGGCTCAAGGAGGAAAA
gRHD6-R RHDG6 CGAATTCCTGTCTCGTTGTGA
gNPR1-FW NPR1 ATATTTTCCACCAAGAACCA
gNPR1-REV NPR1 TGCAATGGAGCTGACTAGGA
gGADPH-5-F GADPH TCTCGATCTCAATTTCGAAAA
qgGADPH-5-R GADPH CGAAACCGTTGATTCCGATTC
qgGADPH-3-F GADPH TTGGTGACAACAGGTCAAGCA
qgGADPH-3-R GADPH AAACTTGTCGCTCAATGCAATC
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3.6. Secuenciacion de DNA

Todas las secuenciaciones de DNA realizadas en este trabajo se llevaron a cabo por la empresa
STAB VIDA. Para ello, se necesitaron aproximadamente 0.2-1 ug de DNA y 30 pmol del

oligonucledtido correspondiente.

3.7. Electroforesis de DNA

El DNA se visualizé con luz ultravioleta en geles de agarosa al 1 % (p/v) en tampon TBE 0,5x
(Duchefa Biochemie), tefiidos con bromuro de etidio 1 pg ml? y separados
electroforéticamente con una corriente eléctrica de 100 V. Las muestras se cargaron en
presencia de tampdn de carga. El marcador usado fue 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

La composicion del tampdn de carga fue la siguiente: azul de bromofenol 0,25 % (p/v) y

glicerol 15 % (p/v).

3.8. Obtencidn de construcciones génicas

Durante esta tesis doctoral se ha obtenido la construccion ProC1l:CASC1-GFP. Esta
construccion es una fusion traduccional de la region intergénica PIP1-CAS-C1 (1442 pb) con
las secuencias de los genes CAS-C1 (1234 pb) y GFP (714 pb). Para generar esta construccién
se amplifico por PCR, con la pareja de oligonucleétidos ProC1-F y ProC1:CASC1-R (Tabla
2), laregion intergénica PIP1-CAS-C1 (1442 pb) y se clond en el el vector pENTRY-DTOPO
(Invitrogen). Posteriormente, este fragmento se transfiri6 al vector pMDC110 usando la
tecnologia GATEWAY (Invitrogen). La construccion final se comprob6 por secuenciacion y
se introdujo por choque térmico en cepas competentes de A. tumefaciens C58/pMp90, que

fueron posteriormente utilizadas para transformar plantas silvestres mediante infiltracion floral.

4. Proteinas
4.1. Extraccion proteica de Arabidopsis thaliana

Se recogieron 200 mg de hoja de plantas cultivadas durante 28 dias (ciclo largo) o 2 meses
(ciclo corto), 24 h después de un tratamiento en espray con acido salicilico 0,5 mM. Como
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control, se trataron las plantas con agua destilada en las mismas condiciones. Las proteinas se

extrajeron con un tampdn de extraccion cuya composicion se detalla a continuacion.

Tampdn de extraccion: 50 mM Tris-Hcl, pH 7.5, 150 mM NacCl, 0,5 mM EDTA, 0.1 % (v/v)
Triton X-100, 0.2 % (v/v) Nonidet P-40 y 50 uM MG132.

4.2. Cuantificacion de proteinas totales

La concentracion proteica se midio por espectrometria con el ensayo Bradford (Bradford, 1976)
o con el reactivo “Pierce 660 nm Protein Assay Reagent” (Thermo Scientific) en los cas0s en

que las muestras contuvieran detergentes no compatibles con el primer método.

4.3 Electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)

A las muestras se les afiadié tampdn de carga en proporcion 1:4 y se incubaron durante 15 min
a 75 °C. Las proteinas se separaron en geles de poliacrilamida al 8 o 12% (p/v), segun
correspondiese, y en un sistema “Mini-PROTEAN® Tetra Vertical Electrophoresis Cell” (Bio-
Rad), usando un tampon Tris/Glicina/SDS. La electroforesis se llevo a cabo a un amperaje

constante de 25 mA.

Para la visualizacion de las proteinas, los geles se sumergieron en solucién de tincién
Coomassie durante 1 h con agitacion suave. A continuacion, se realizaron 3 lavados de 15 min

en agitacion con solucién destefiidora que permitié la visualizacién de las bandas de proteinas.
La composicion de las soluciones utilizadas fue la siguiente:

Tampon de carga: Tris-HCl 60 mM, pH 6,8; glicerol 10% (v/v), SDS 2% (p/v), B-
mercaptoetanol 5% (v/v) y azul de bromofenol 0,01% (p/v).

Tampdn Tris/Glicina/SDS: 25 mM Tris, 0.2 M Glicina, 20% (v/v) SDS, pH 8.3.

Solucién de tincién Coomassie: Brilliant Blue R 2,5 g I* (Sigma), metanol 40% (v/v) y &cido

acetico 10% (v/v).

Solucidn destefiidora: etanol 30% (v/v) y acido acético 10% (v/v).
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4.4 Inmunodeteccidn de proteinas

Para la deteccién inmunoldgica de NPR1 se extrajeron las proteinas como se describe en el
apartado 4.1. Todas las muestras se ajustaron hasta contener 50 pg de proteina total y se
desnaturalizaron con DTT 50 mM. Posteriormente, las proteinas se separaron mediante
electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) con geles al 8% (p/v), como se
describe en el apartado anterior, y se transfirieron a una membrana de PVDF usando un sistema
de transferencia semi seco TE 77 ECL (Amersham Bioscience). La membrana se bloqued
durante 2 h a temperatura ambiente con la solucion de bloqueo. La incubacion con el anticuerpo
primario anti-NPR1 (1:1000, Agrisera) se realiz6 durante toda la noche en agitacion a 4 °C,
tras la cual se lavo la membrana 3 veces durante 5 min con solucion PBS-T, a temperatura
ambiente y agitacion. Posteriormente se incubd la membrana con el anticuerpo secundario
(anti-1gG de conejo, 1:10000) durante 2 h a temperatura ambiente y agitacion, y se lavé cuatro
veces durante 10 min con solucion PBS-T. Finalmente la membrana se revel6 con el reactivo
de deteccion “ECL Select Western Blotting Detection Reagent” (GE Healthcare-Amersham)

en un “ChemiDoc Imaging System” (BioRad).
La composicion de las soluciones utilizadas fue la siguiente:

PBS-T: NaCl 80 g I, KCI 2 g I, NazHPO4 14.4 g I't, KH2PO4 2.4 g IY, pH 7.4 y Tween-20
0.1% (v/v).

Solucion de blogueo: leche en polvo 5% (p/v) disuelta en PBS-T.

4.5 Determinacion de actividades enzimaticas
4.5.1 Ensayo de actividad p-Cianoalanina sintasa (B-CAS)

La determinacién de la actividad CAS se basé en la capacidad de la enzima CAS de liberar
sulfuro a partir de cisteina y cianuro, siguiendo el protocolo descrito por (Meyer et al., 2003) y

usando el coeficiente de extincion 15 x 10° cm? mol™* (Papenbrock and Schmidt, 2000).

Para conseguir el extracto proteico, se usaron 100 mg de raices de plantulas de A. thaliana
cultivadas durante 14 dias en placas verticales de medio MSS, que se homogeneizaron con 150
pl de tampdn Tris-HCI 20 mM pH 8, y se centrifugaron a maxima velocidad durante 15 miny
4°C.
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La mezcla de reaccion contenia un volumen total de 1 ml: 0,8 mM L-cisteina, 10 mM KCN,
100 mM Tris—HCI (pH 9.0) y 50 ul de extracto proteico. La reaccién se inicio por la adicién
de la L-cisteina. Tras 15 min de incubacién a 30 °C, la reaccién se par6 con 100 pl de FeCl3
30 mM y 100 pl de NNDPDD 20 mM (Siegel, 1965). Las muestras se incubaron 20 min en
oscuridad y se centrifugaron a 14000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente. La formacion

de azul de metileno se determino por espectrofotometria a 670 nm.
La composicion de las soluciones utilizadas fue la siguiente:
FeCls: FeCl3 30 mM disuelto en HCI 1.2 N

NNDPDD: N,N-dimetil-p-fenilendiamina 20 mM disuelta en HCI 7.2 N

4.5.2 Ensayo de actividad NADPH oxidasa

La actividad NADPH oxidasa de los extractos de raices de A. thaliana se midié mediante una
adaptacion del protocolo descrito por (Kaundal et al., 2012). 50 mg de raices de plantas
cultivadas durante 14 dias en medio MSS se homogeneizaron en 1 ml de tampon de extraccion.
El homogenado se filtré a través de una membrana miracloth doble y se centrifugé a 10000 g
y 4 °C durante 45 min. El sobrenadante se centrifugd a 20300 g y 4 °C durante 1 hora y el pellet
se resuspendio en tampon 10 mM Tris-HCI pH 7.4, 4 °C, para conseguir el extracto proteico

utilizado en la determinacion enzimatica.

La actividad NADPH oxidasa se determind colorimétricamente con XTT (30-[1-[(fenilamino)-
carboni]-3, 4-tetrazolium]-bis(4-metoxi-6-nitro) acido benceno sulfénico) como sustrato. La
mezcla de reaccion contenia tampon Tris—=HCI 50 mM pH 7.5, 0,5 mM XTT, 0.1mM NADPH
y 5 ug del extracto proteico. Se midid el incremento de absorcién lineal a 2492 nm de la sal

amarilla de formazan producida durante 2 h (coeficiente de extincion 21.6 mM™ cm™™).

Tampdn de extraccion: 50 mM HEPES pH 7.2, 0.25 M sacarosa, 3 mM EDTA, 1 mM
ditiotreitol (DTT), 3.6 mM L-cisteina, 0.1mM MgClz, 0.6 % (p/v) polivinilpirrolidona (PVP)

e inhibidores de proteasas “Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets” (Sigma)
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4.5.3. Ensayo de actividad guaiacol peroxidasa

La actividad guaiacol peroxidasa (GPX) mide la actividad de todas las peroxidasas de la planta,

ya que el guaiacol es un donador de electrones comun en todas ellas (Vianello et al., 1997).

Para obtener el extracto proteico se usaron raices de A. thaliana cultivadas durante 14 dias en
placas verticales de medio MSS. Se homogeneizaron 50 mg de tejido con 150 pl de tampon de
extraccion. Las muestras se centrifugaron a maxima velocidad y 4 °C durante 15 min y el

sobrenadante se us6 como extracto proteico para de determinacion de la actividad enzimatica.

La actividad GPX se determind colorimétricamente con el guaiacol como sustrato. La mezcla
de reaccion contenia tampon fosfato potasico 50 mM a pH 6.1, 0.25 mM H202, 6.25 mM
guaiacol y 5 pg de extracto proteico. Se midié durante 2 min el incremento lineal en la

absorcion a 2470 nm del tetraguaiacol formado (coeficiente de extincion 26.6 mM* cm™).

Tampon de extraccion: tampon fosfato potasico 50 mM pH 6.1, EDTA 1 mM.

4.6 Analisis protedmico mediante espectrometria de masas

El material suplementario correspondiente al analisis protedmico realizado durante esta tesis
doctoral ha sido incluido y puede consultarse en el repositorio institucional del Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas DIGITAL.CSIC (http://hdl.handle.net/10261/180311),

asi como en la pagina web del grupo “Metabolismo de cisteina y sefializacion” del Instituto de

Bioquimica  Vegetal y  Fotosintesis  (https://www.ibvf.us-csic.es/descargas-grupo-

metabolismo-cisteina).

4.6.1 Analisis protedmico mitocondrial

Las proteinas de las muestras enriquecidas en mitocondrias usadas en este analisis proteémico

se aislaron de raices de A. thaliana como se describe en el apartado 2.2.3.

La cuantificacion se llevo a cabo mediante la estrategia SWATH-MS (Sequential Window
Acquisition of all Theoretical Mass Spectra) en el servicio de protedomica del Insituto
Maimaonides de Investigacion Biomédica de Cordoba. Para ello, las proteinas se alquilaron y

digirieron con tripsina como se describe en (Ortea et al., 2018)
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Para generar la libreria de espectros se llevo a cabo una aproximaciéon DDA (data-dependent
acquisition) usando un nano-LC-MS/MS. Se separ6 un microgramo de cada muestra en un
sistema nano-LC Ekspert nLC415 (Eksigent, Dublin, CA, USA) a través de una columna
Acclaim PepMap C18 (75 um A~25 ¢cm, 3 pm, 100 A) (Thermo Fisher Scientific) con un flujo
de 300 nL mint. Como solventes se usaron agua (A) y acetonitrilo (B), ambos con 0.1 % (v/v)
de acido férmico. Para el equilibrado de la columna el gradiente de corrida consistio en 5-30%
B durante 120 min, 90 % B durante 10 min y 5 % B durante 20 min; 150 min totales de corrida.
Los péptidos eluidos se inyectaron directamente en un espectrometro de masas cuadrupulo
TOF hibrido “Triple TOF 5600+ (Sciex, USA) con un sistema DDA ‘top 65 en el modo
positivo. Se utilizé un NanoSpray 111 ESI source (Sciex) para la interfaz entre el nLC y el MS,
y se aplicé un voltaje de 2600 V. ElI modo de adquisicion consistié en un barrido MS de 250
milisegundos (ms) de los 65 iones precursores destacados en el primer analisis MS, desde 350
hasta 1250 masa/carga (m/z), seguido de un analisis MS/MS desde 230 hasta 1700 m/z (tiempo
de adquisicion 75 ms) por un periodo total de 5.2 s. Los precursores fragmentados se afiadieron
a una lista de exclusion dindmica durante 15 s; se excluy6 del anélisis MS/MS cualquier ion

monocarga.

Las identificaciones de péptidos y proteinas se realizaron usando el software Protein Pilot
(version 5.0.1, Sciex) con el algoritmo Paragon. La busqueda se realiz6 con la base de datos de
proteinas de A. thaliana, UniProt Swiss-Prot (Agosto 2016), especificando la modificacion con
yodoacetamida y otras posibles modificaciones de cisteinas. La proporcion de falsos positivos
(FDR) se establecié en 0.01 tanto para péptidos como para proteinas. EIl espectro MS/MS de
los péptidos identificados se utilizé para generar la libreria de espectros para la extraccion de
picos SWATH, usando el “add-in” MS/MSALL para el software PeakView (version 2.1, Sciex)
con la aplicacion “SWATH Acquisition MicroApp” (version 2.0, Sciex). Los péptidos con un
intervalo de confianza superior al 99 % (obtenido de la base de datos del Protein Pilot) se

incluyeron en la libreria de espectros.

Para la cuantificacion relativa mediante SWATH se analizaron las mismas muestras utilizadas
para generar la libreria de espectros, usando el método DIA (data-independent acquisition).
Cada muestra se analiz6 usando el equipo LC-MS vy el gradiente LC descritos para obtener la
libreria de espectros pero se aplico el método SWATH-MS. EI metodo repetia un ciclo que
consistia en la adquisicion de 34 lecturas TOF MS/MS de ventanas solapantes de aislamiento

de precursores secuenciales de 25 m/z (solapamiento 1 m/z) cubriendo el rango de masas de
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400 a 1250 m/z con una lectura TOF MS previa (400 a 1250 m/z, tiempo de adquisicion 50

ms) para cada ciclo. El tiempo total del ciclo fue de 3,5 s.

La extraccion de datos del cromatograma de iones fragmento de las corridas SWATH se llevo
a cabo por PeakView (version 2.1) con el MS/MSALL, con la aplicacion “SWATH Acquisition
MicroApp” (version 2.0). Esta aplicacion procesa los datos usando la libreria de espectros
creada de los datos dirigidos. Se seleccionaron més de 10 péptidos por proteina 'y 7 fragmentos
por péptido, basandose en la intensidad de la sefial. Cualquier péptido compartido o modificado
se excluyo del procesamiento. Se usaron ventanas de 12 min y 20 ppm para conseguir los
cromatogramas de iones. La cuantificacion SWATH se realizd para todas las proteinas de la
libreria de iones identificadas por el Protein Pilot con un FDR por debajo del 1 %. Los
cromatogramas de iones se generaron de cada ion fragmento seleccionado. Las areas de los
picos de los péptidos se obtuvieron sumando las areas de los picos de los iones fragmento
correspondientes. PeakView calculé un FDR y una puntuacion para cada péptido asignado
segun los componentes cromatograficos y del espectro. Solo se cuantificaron los péptidos con
un FDR por debajo del 5%. La cuantificacion de las proteinas se calculé sumando las areas
pico de los péptidos correspondientes. Para analizar la abundancia diferencial de proteinas en

los dos grupos, se usé MarkerView (version 1.2.1, Sciex) para la normalizacion de la sefal.

4.6.2 Analisis protedmico de pelos radicales

Para el analisis protedmico de pelos radicales se utilizaron protoplastos de raices de A. thaliana
cultivadas durante 6 dias en placas verticales de medio MSS. Los protoplastos que expresaban
la proteina GFP se seleccionaron por citometria de flujo de células activadas por fluorescencia
(FACS). El andlisis protedmico de estos protoplastos se llevd a cabo en el Servicio de
Protedmica de la Universidad de Duke, USA.

Se realiz6 una extraccion de proteinas totales y se determiné la concentracién de cada una de
las muestras mediante un ensayo Bradford (Bradford, 1976). Las concentraciones se
normalizaron con 50 mM NH4HCO3 pH 8.0 hasta conseguir entre 0.1-1 pg pl™. Para mejorar
la solubilidad de las proteinas se afiadi6 un surfactante acido Rapigest SF (Waters) 0.2% (v/v).
Posteriormente, las proteinas se incubaron durante 10 min a 40°C y agitacion, se redujeron con
DTT 10 mM vy se incubaron de nuevo durante 15 min a 80°C y agitacion. Las muestras se
enfriaron a temperatura ambiente y se alquilaron con yodoacetamida 20 mM. Seguidamente,

se incubaron en oscuridad a temperatura ambiente durante 30 min. La digestion se realiz6 con

75



Materiales y métodos

tripsina en una proporcién 1:50 durante al menos 4 h. Se centrifugaron las muestras y se afiadio
TFA 0,5- 1.0 % (v/v) y acetonitrilo 2 % (v/v). Se agitaron las muestras a 60 °C durante 2 h 'y
se centrifugaron a 15000 rpm durante 5 min. El sobrenadante se transfirié a un vial de

muestreador automatico.

Se analiz6 1 pg de proteina en un gradiente LC-MS/MS de 90 min en el espectrometro de
masas “Q Exactive HF-X Hybrid Quadrupole-Orbitrap”, (Thermo Scientific). Los datos LC-
MS y MS/MS se procesaron con el programa Proteome Discoverer 2.2 (Thermo Scientific) y
se analizaron para identificacion en MASCOT (Matrix Science) frente a las bases de datos
TAIR10. Latolerancia de error en la busquedas fue de 5 ppm para los iones precursores y 0.02
D para los iones productos permitiendo hasta 2 errores de corte con tripsina. Los espectros de
busquedas fueron importado en el programa Scaffold v4.8 (Proteome Software) y se establecid

un limite de error FDR< 1% usando el algoritmo PeptideProphet.

5. Analisis de metabolitos
5.1. Cuantificacién del contenido de cianuro

Para determinar los niveles de cianuro se usaron raices de plantas A. thaliana cultivadas durante
14 dias en medio MSS. Se homogeneizaron 100 mg de tejido en un tampdn fosfato borato en
la proporcion 2 ml g* de peso fresco. Los homogenados se centrifugaron a 15000 g y 4 °C
durante 15 min. El cianuro extraido de las muestras se cuantificé en un HPLC de fase reversa
mediante la derivatizacion del NDA (2,3-naftalenedialdehido) hasta 1-ciano-2-alkil-
benz[f]isoindol en presencia de taurina, como se describe previamente en (Lin et al., 2005;
Garcia et al., 2010)

La composicion del tampén fosfato-borato fue la siguiente: 27 mM Naz[BsOs(OH)4]-8H20
(borato sodico) y 47 mM K2HPO4 (fosfato potésico), pH 8

5.2. Cuantificacion del contenido de etileno liberado

Para determinar el contenido de etileno liberado se recogieron 100-600 mg de raices de plantas
cultivadas durante 13 dias en placas verticales de medio MSS, se pesaron y se introdujeron en
viales de cristal de 12 ml de capacidad. Los viales se sellaron y el contenido de etileno liberado

por las raices se midi6 a las 24 h por cromatografia de gases. Se inyectdé 1 ml del gas del vial
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en un cromatografo de gases GC2010 Shimadzu equipado con una columna alumina activada
y un detector de ionizacion de llama. Las temperaturas del horno y el detector se mantuvieron

a 80y 150 °C, respectivamente (Castellano and Vioque, 2002).

5.3. Cuantificacién de acido salicilico

Para la determinacion de los niveles de la hormona vegetal acido salicilico (SA) se utilizaron
hojas de plantas adultas cultivadas durante 60 dias en ciclo corto. Este material se repartio en
viales de 200 mg cada uno y se determinaron mediante espectrometria de masas en el servicio
de anélisis de hormonas vegetales del Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas,

(Valencia).

5.4. Cuantificacion de los niveles de ATP

El ATP se extrajo de las raices de A. thaliana siguiendo los protocolos descritos en (Yang et
al., 2002; Li et al., 2017). 50 mg de tejido se mezclaron con 100 pl de agua destilada muy fria
e inmediatamente se incubaron las muestras a 100 °C durante 10 min. Los lisados se
centrifugaron a 15000 g y 4 °C durante 5 min y los sobrenadantes se usaron para la
determinacion de ATP. Esta determinacion de ATP se llevdo a cabo con el kit “ATP
Determination kit” (ThermoFisher Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante, y en

un Varioskan Flash (Thermo Scientific).

6. Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos ANOVA se realizaron usando el programa StatPlus LE (StatPlus,

AnalystSoft Inc. - statistical analysis program. Version v6).
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IV. RESULTADOS

1. Caracterizacion del papel regulador del cianuro en el desarrollo del pelo radical

en Arabidopsis thaliana

Resultados previos del grupo de investigacion proponian un papel sefializador para el cianuro
en el proceso de desarrollo del pelo radical de A. thaliana (Garcia et al., 2010). La proteina
mitocondrial CAS-C1 cataliza la incorporacion de cianuro a la molécula de cisteina generando
sulfuro de hidrogeno y B-cianoalanina y contribuyendo al mantenimiento de los niveles de
cianuro por debajo de concentraciones toxicas para la célula. Para analizar la participacion del

cianuro en la formacion del pelo radical, se realizaron, por tanto, diferentes aproximaciones.

1.1  Estudio espacio-temporal de la expresion de la proteina CAS-C1

Con objeto de estudiar la expresion y localizacion de la proteina CAS-C1 en A. thaliana, se
utilizaron dos construcciones génicas, ProC1-GFP y ProC1:CASC1-GFP.

e ProC1-GFP, es una fusion transcripcional de la region intergénica PIP1-CAS-C1
(ProC1, 1442 pb) y la secuencia génica de la proteina verde fluorescente (GFP; 714 pb;
Fig. 9A).

e ProC1:CASC1-GFP, es una fusion traduccional de la region intergénica PIP1-CAS-C1
(ProC1, 1442 pb) con las secuencias nucleotidicas que codifican las proteinas CAS-C1
(1234 pb) y GFP (714 pb) generando una proteina de fusion entre ambas (Fig. 9A).

Hemos considerado que la region intergénica PIP1-CAS-C1 que comprende desde la base
inmediatamente posterior al codon de parada del gen PIP1 hasta el codon de inicio del gen
CAS-C1 (Fig. 9B), incluye todas las secuencias reguladoras de la expresion del gen CAS-CL1.

Para generar la construccion ProC1:CASC1-GFP se amplificé por PCR la region intergénica
PIP1-CAS-C1 (1442 pb) y la region gendmica del gen CAS-C1 (1234 pb) y se clond en el
vector pPENTRY-DTOPO (Invitrogen). Posteriormente, este fragmento se transfirio al vector
pMDC110 usando la tecnologia GATEWAY (Invitrogen) para realizar la fusion a la proteina
GFP. La construccién final se introdujo mediante choque térmico en cepas competentes de
Agrobacterium tumefaciens C58/pMp90, que fueron posteriormente utilizadas para

transformar plantas silvestres mediante infiltracion floral.
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ProC1:CAS-C1
1pb
B 4

TAAgtaaaaacaagacatcaagtcctctggtttetggecttgtecttagttgettctatagttctattgtigatctactacatgtatgtgtgeaatgtgtttatctatgtgeectettaatg
caatatttgtaaacaaggaagaagttccaaaggagaattattigcaaattatgatgtttaacatgtttattacagatcaaagatgtttaacatggatattggtaaacgagaacctatataaacccaaatta
agatggtctatcaccgcttaaccggttaggtattgtaatggtattttaaacgtgtcagtgtcaccaacctegectaaatectaatggaattgagacacagecaccaaaaaccatcagaaaaatggtteeatt
tgtcaaatacttttcaacaaagcacgaagattccttgaccgatagaaaaaagtaaactgtataagaaaagaagttaaaaatttactagaaacaggtgtaagaagttgactgtaagtttgatcattecacg
agtacgaataaaactctgacaagaacacttcacttaccacaaatccacaattacttttctcacatagttccaacaageaacttgtattattatattcttaacaccaatggtaatggatgatgatgeaatgtat
ttgtctegttttctcatccatttatatgattgetttcttctecacctcaccaatcactectectctaaacttttcttcactetettgtetettcaaactteggttactecgttttagtcgacaacaATG

gtaaaagaacgaacaaaaaagaaaccgtittttttatigagtatctacaaaattgegatctgg
gttgtagcaaatttctegtctttetictgatgtcgattaacaaattegtetgtgttaacgttgtag
gtgctttgtgaaatcttagtcttcaaatccttcaaaagcactagtagcaagtattg
attttgttccatttcctgtctttag gttaatagcttttttctittctcttagttaattct
caaattaatggtgaatcaagagtttcttaccctctgaatttgatgettaattttcag

gtacacttatgagttagagaaagagatctttttttattattattgtgcattctcatttgatctagagatgatgettggaatgeag

gtgagtgatctctaagtictgaagaaatctigtgaatatcaaaaaagtagattgegtttgatcatgaatgtcttccaaatgatag
gtgagaattttgaatacttaaagactttgttagtatatcctcattgeggttgetgatggtagagttttgaactttgagttag
gtatagtatacggctaaagcttccatcttttcaataatctcaactctta
aggcttatgttttgagaatacgttaacag gtaagtgttttgatgatgtacag
agatagtttgtttgtttgtttictggtcgtaagtatggacaataacttgtag
gtaagagaggacaagtgttttctttggtctitgttatigatctatgtgttatgatttggtcagaaattattgtttigtgtttattatcatatag
+ TGAtgaaggaa

2676 pb

Figura 9. Region cromosémica flanqueante del gen CAS-C1. (A) Diagrama de las regiones
intergénicas flanqueantes de CAS-C1, entre los genes PIP1 y SYP-73, en el cromosoma 3 del genoma
de A. thaliana (www.arabidopsis.org). Las flechas amarillas indican la direccién de transcripcion de los
diferentes genes representados. Las flechas negras indican la posicion de los oligonucledtidos disefiados
para aislar la secuencia ProC1:CASC1 (B) Secuencia de nucleétidos desde el coddn de parada del gen
PIP1 hasta el coddn de parada del gen CAS-C1 (ProC1:CASC1). Las letras en color representan los
intrones (morado), regiones UTR (rojo) y exones (amarillo). Las letras verdes representan codones de
inicio o parada de la transcripcion.

Tanto el andlisis de la secuencia de CAS-C1 como su capacidad de dirigir la localizacion de la
GFP a la mitocondria en expresiones transitorias han determinado que CAS-C1 se haya
clasificado como una proteina mitocondrial (Yamaguchi et al., 2000; Maruyama et al., 2001).
Para confirmar esta localizacién subcelular, hemos observado mediante microscopia confocal
la acumulacion de fluorescencia de la proteina de fusion CASC1-GFP bajo el promotor del gen
CAS-C1 en plantas transgenicas que contenian la construccion ProC1:CASC1-GFP, cultivadas

durante 4 dias en medio MS suplementado con 1 % sacarosa (medio MSS).
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Figura 10. Localizaciobn mitocondrial de CAS-C1. Se obtuvieron plantas transgénicas con la
construccion ProC1:CASC1-GFP y se observaron sus cotiledones a los 4 dias al microscopio confocal.
En verde se muestra la acumulacion de fluorescencia de GFP en las mitocondrias, dirigida por la fusion
a CAS-C1 en células del mesofilo de hoja. En rojo se muestra la autofluorescencia de los cloroplastos.
Escala = 10um.

En la figura 10 se observa un punteado pequefio de color verde en células del meséfilo de hoja,
de aproximadamente 1 um de didmetro, que se corresponde con la sefial de la GFP en las
mitocondrias. Se observa ademas, una sefial de color rojo, de mayor tamafio, que se

corresponde con la autofluorescencia de los cloroplastos.

Para confirmar que la sefal obtenida era realmente mitocondrial, realizamos también una
tincion con el reactivo Mitotracker Deep Red 633, que tifie las mitocondrias de las células
vivas. En esta ocasion se utilizé tejido de raiz para evitar la autofluorescencia de los
cloroplastos. Se observa que la sefial de fluorescencia de la GFP dirigida por la proteina CAS-
Cl y la sefal del Mitotracker Deep Red 633 coinciden, confirmando su localizacion
mitocondrial. Ademas, en los pelos radicales, la fluorescencia se localiza preferentemente en

la punta del pelo radical donde hay una elevada acumulacion de mitocondrias (Fig. 11C)
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Figura 11. Localizacion mitocondrial de la proteina CAS-C1. Se tifieron con Mitotracker Deep Red
633 durante 15 minutos plantulas ProC1:CASC1-GFP cultivadas durante 4 dias en placas verticales
con medio MSS. Posteriormente se enjuagaron con agua destilada y se observaron las raices al
microscopio confocal. Se muestran proyecciones maximas de 20 secciones dpticas de A) fluorescencia
de la GFP (pseudocolor verde) B) fluorescencia del colorante Mitotracker Deep Red 633 del mismo
tejido (pseudocolor azul) C) superposicion de las imagenes Ay B. Escala = 40 um.

Para estudiar la localizacion tisular de la proteina CAS-C1 en A. thaliana, utilizamos plantas
transgénicas ProC1-GFP, que expresaban la proteina GFP bajo el control del promotor del gen
CAS-C1. Cultivamos estas plantas durante 7 dias en placas verticales de medio MSS y las
observamos en el microscopio confocal. Detectamos fluorescencia de la GFP en todos los
tejidos de la planta, tanto en raices como en cotiledones y hojas (Fig. 12). Ademas, cabe resaltar
que la GFP, también se localiza en los primordios de los pelos radicales, como se observa en
la Figura 12A. Confirmamos asi los resultados obtenidos previamente (base de datos TAIR),
en los que ya se describio que la expresion del gen CAS-C1 es muy ubicua y que varia

dependiendo del tejido y estadio de la planta.

Figura 12. Expresion de la GFP bajo el control del promotor de CAS-C1 (ProC1-GFP) en
plantulas de A. Thaliana. Se muestran imagenes representativas de la fluorescencia de la GFP (verde)
y la autofluorescencia de los cloroplastos (rojo), obtenidas mediante microscopia confocal, de plantulas
cultivadas 7 dias en medio MSS en placas verticales. A) raiz y primordios del pelo radical. Escala = 80
um B) cotiledon Escala = 40 um C) hoja. Escala = 30 um D) superposicion de las imagenes de la
fluorescencia de la GFP y la autofluorescencia de los cloroplastos de la foto C, Escala = 30 um
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Para profundizar en la localizacién de la proteina CAS-C1 en los pelos radicales, se realizaron
diferentes lineas transgénicas que expresaban la construccion ProC1:CASC1-GFP en fondos
genéticos silvestre y los mutantes cas-c1, rhd2 y scnl-1, que presentan alteraciones en el
desarrollo del pelo radical. EI gen SCN1 codifica un regulador negativo de las Rho-GTPasas
(ROPs) (Carol et al. 2005), que se acumulan especificamente en la base de la protuberancia
inicial del pelo radical y regulan la actividad de una NADPH oxidasa, codificada por el gen
RHD?2, responsable de la generacion de ROS y calcio en la punta del pelo radical y que son
indispensables para su correcta elongacion (Foreman et al. 2003; Jones et al. 2007; Ishida et al.
2008).

Se obtuvieron 8 lineas transgénicas independientes en fondo silvestre, 3 en fondo cas-c1, 6 en
fondo rhd2 y 2 en fondo scnl-1. Tras comprobar que las diferentes lineas de cada fondo
genético no presentaban diferencias estadisticamente significativas en intensidad y/o
localizacion de la fluorescencia, se selecciond una unica linea de cada fondo genético para los

ensayos posteriores de microscopia confocal.

Como se observa en la figura 13, en todos los fondos genéticos la fluorescencia de la raiz es
bastante intensa. En el fondo genético silvestre, las raices presentan un patron de expresion
uniforme, mientras que en el pelo radical se observa un incremento en la localizaciéon de
CASC1-GFP en la punta del pelo, como se mostro anteriormente (Fig. 13A, D y G). Esta
localizacion apical se mantiene desde estadios muy tempranos en el proceso de desarrollo del
pelo radical hasta su desarrollo completo. En los fondos genéticos mutantes rhd2 y
principalmente scnl-1, se pierde esta acumulacion apical de CASC1-GFP, a pesar de que se
mantiene la localizacién mitocondrial de CASC1-GFP (Fig. 13B-E-H y 13C-F-I).
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Figura 13. Expresién de CASC1-GFP en raices de plantas silvestres y mutantes rhd2 y scnl-1. Se
muestran imagenes representativas de la fluorescencia de GFP de plantas silvestres (A, D, G), mutante
scnl-1 (B, E, H) y mutante rhd2 (C, F, 1), transformadas con la construccion ProC1:CASC1-GFP. Las
plantas crecieron 2 dias en medio MSS. Las imagenes son proyecciones maximas de 20 secciones
Opticas. Escala = 150 um (A, B, C), 50 um (F), 20 um (D, E, G, 1) y 10 um (H).

Ademas, se observd que en el fondo genético mutante cas-cl se revertia parcialmente el
fenotipo de pérdida de pelo radical, ya que algunos pelos radicales conseguian elongar e incluso
recuperaban la acumulacion de CASC1-GFP en la punta del pelo radical, caracteristica de las

plantas silvestres (Fig. 14).

Figura 14. Fenotipo de raiz de la linea mutante cas-cl y la linea complementada. (A) Imagen
representativa de campo claro de raices de plantas mutantes cas-c1 cultivadas durante 4 dias en placas
con medio MSS. (B) Imagen de campo claro y (C) de fluorescencia de GFP, de plantas mutantes cas-
cl transformadas con la construccion ProC1:CASC1-GFP y cultivadas durante 4 dias en medio MSS
Escala = 50 pm.
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1.2 Caracterizacion de mutantes en desarrollo de pelo radical en Arabidopsis thaliana
1.2.1 Andlisis transcripcional de los mutantes

Con objeto de profundizar sobre el papel del cianuro en el proceso de formacién del pelo
radical, se analizé la expresion de CAS-C1 en los mutantes scnl-1 y rhd2. Para ello, se
recogieron raices de las lineas silvestre y mutantes cas-c1, scnl-1 y rhd2 cultivadas durante 7
dias en placas verticales de medio MSS. Se extrajo el RNA de estas muestras y posteriormente

se obtuvo el cDNA con el que se realizaron las RT-PCRs en tiempo real (Fig. 15).

La expresion del gen CAS-C1 en el mutante cas-c1 se reduce dréasticamente, confirmando que
el mutante cas-c1 es un mutante “knock out”. En la figura 15 se observa que la expresion de
CAS-C1 en el fondo scnl-1 se reduce notoriamente mientras que la expresion de CAS-C1 en
rhd2 no se reduce, incluso aumenta. Segun estos datos, la mutacién scnl1-1 podria ser epistatica
sobre la mutacion cas-c1 y rhd2 seria independiente o hipostatica a cas-c1.
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Figura 15. Analisis transcripcional del gen CAS-C1 en las lineas mutantes del pelo radical. Andlisis
de expresion por RT-PCR en tiempo real del gen CAS-C1 en raices de plantas silvestres, cas-c1, rhd2
y scnl-1 cultivadas en medio MSS durante 7 dias. Los niveles de transcrito se normalizaron con el gen
constitutivo UBQ10. Los valores son medias +SD de tres determinaciones independientes. (P**<0,01;
P*<0,05).

1.2.2 Anadlisis fenotipico de los mutantes de pelo radical

Para confirmar y profundizar en las relaciones de epistasia propuestas a partir del analisis

transcripcional, se realizaron cruces de las lineas mutantes rhd2 y scnl-1 con cas-cl,
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generandose los mutantes dobles rhd2 cas-cl y scnl-1 cas-cl. Sus fenotipos se muestran en

las figuras 16 y 17.

Figura 16. Fenotipo de las lineas mutantes simples y dobles del desarrollo del pelo radical. (A)
silvestre (B) cas-cl, (C) scnl-1, (D) scnl-1 cas-cl. Las plantulas crecieron durante 6 dias en placas
verticales de medio MSS, pH 5.7. Se muestran imagenes representativas de cada linea. Escala = 0,5
mm.

En la figura 16B se observa que el mutante cas-c1 presenta pelos radicales abortivos, deformes,
que no llegan a elongar, como se habia descrito anteriormente (Garcia et al., 2010). Tanto el
mutante simple scnl-1 como el mutante doble scnl-1 cas-cl desarrollan multiples
protuberancias, primordios de pelos radicales, que al igual que en el mutante cas-c1, no elongan
(Fig. 16C y 16D). El fenotipo del doble mutante, similar al del mutante simple scn1-1, confirma

que la mutacién scnl-1 es epistatica sobre cas-c1.
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Figura 17. Fenotipo de las lineas mutantes simples y dobles del desarrollo del pelo radical. (A)
Silvestre (B) cas-cl, (C) rhd2, (D) rhd2 cas-cl. Las plantulas crecieron durante 7 dias en placas
verticales de medio MSS, pH 4. Se muestran imagenes representativas de cada linea. Escala = 0,15 mm.

El mutante rhd2 desarrolla pelos radicales deformes y més cortos que la linea silvestre (Fig.
17C). En este caso, el mutante rhd2 cas-c1 presenta un fenotipo similar al mutante simple cas-

cl y no al mutante rhd2 (Fig. 17D), demostrando asi la epistasia de cas-c1 sobre rhd2.

1.2.3 Reversion fenotipica en presencia de hidroxocobalamina

La hidroxocobalamina es una molécula utilizada como antidoto clinico en las intoxicaciones
por cianuro. Posee un a&tomo de cobalto (Co) con el que reacciona el cianuro libre produciendo
cianocobalamina (vitamina B12), una sustancia inocua. La adicién de hidroxocobalamina al
medio no tiene ningun efecto en las raices de las plantas silvestres, pero es capaz de revertir el
fenotipo de ausencia de pelos radicales en el mutante cas-c1 (Garcia et al., 2010). Para estudiar
el fenotipo de los mutantes de pelos radicales de este trabajo en presencia de
hidroxocobalamina, cultivamos plantas silvestres, mutantes simples scnl-1y rhd2, y mutantes
dobles scnl-1 cas-cl y rhd2 cas-cl durante tres dias en placas verticales de medio MSS
suplementado o no con hidroxocobalamina, segin correspondiese. Estas plantas fueron

observadas al microscopio y/o la lupa 6ptica y sus fenotipos se muestran en la figura 18.
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Figura 18. Efecto de la hidroxocobalamina en la formacion del pelo radical. (A-D) Fenotipo de
plantas silvestres y mutantes cas-c1, scnl-1y scnl-1 cas-cl, cultivadas durante 3 dias en placas MSS
verticales en ausencia de hidroxocobalamina. (E-H) Fenotipo de plantas silvestres y mutantes cas-c1,
scnl-1 y scnl-1 cas-cl, cultivadas durante 3 dias en placas MSS verticales en presencia de
hidroxocobalamina 5 mM. (I-L) Fenotipo de plantas silvestres y mutantes cas-c1, rhd2 y rhd2 cas-c1,
cultivadas durante 7 dias en placas MSS verticales, pH 4, en ausencia de hidroxocobalamina. (M-P)
Fenotipo de plantas silvestres y mutantes cas-c1, rhd2 y rhd2 cas-c1, cultivadas durante 7 dias en placas
MSS verticales, pH 4, en presencia de hidroxocobalamina 5 mM. Los experimentos se repitieron al
menos 3 veces con resultados similares. Escala = 0,5 mm.

Comparando los fenotipos de la figura 18, de las plantas cultivadas en presencia de
hidroxocobalamina, se observa que las plantas cas-c1 son capaces de revertir el fenotipo de
desarrollo de pelos radicales, como estaba descrito, hecho que no ocurre ni en las plantas scnl-
1 ni scnl1-1 cas-cl (Fig. 18C, 18G y 18D, 18H). Este resultado sugiere que la acumulacion de
cianuro como consecuencia de la mutacion cas-c1 no esta involucrada en el fenotipo presentado

por scnl-1.
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Por otra parte, el tratamiento con hidroxocobalamina revierte el fenotipo de pérdida de pelos
radicales del mutante doble rhd2 cas-c1 hasta el fenotipo de pelos radicales cortos y deformes
del mutante simple rhd2, pero no revierte el fenotipo de rhd2 (Fig. 18K,180 y 18L, 18P), lo
cual indica que la eliminacion del cianuro producido por la mutacién cas-cl produce en los
dobles mutantes una recuperacion del fenotipo de la mutacion simple rhd2 que es compatible

con una relacion de epistasia de cas-c1 sobre rhd2.

El efecto de la hidroxocobalamina en los fenotipos de los fondos genéticos scnl-1 y rhd2

confirma las relaciones de epistasia entre estos genes y CAS-C1 propuestas con anterioridad.

1.2.4 Andlisis de expresion de genes de desarrollo de pelo radical en los dobles mutantes

scnl-1 cas-cly rhd2 cas-cl

Para completar el analisis transcripcional previo y profundizar en las relaciones de epistasia
descritas, se analizaron los niveles de expresion de otros genes involucrados en el desarrollo
del pelo radical, y de los que se sabe, por estudios previos del grupo de investigacién, que se
reprimen en el mutante cas-c1 (Garcia et al., 2010).

El desarrollo del pelo radical implica multiples componentes y compuestos celulares (Carol
and Dolan, 2002; Mendrinna and Persson, 2015), como proteinas relacionadas con la pared
celular, o factores de transcripcion. En el grupo de proteinas de pared celular podemos incluir
a MRHD5, una proteina de anclaje a glicosil-fosfatidil inositol, similar a las glicerofosforil-
diéster-fosfodiesterasa (GDP) (Hayashi et al., 2008) y a FLAG6, una proteina arabinogalactano
(AGPs), ambas necesarias para una correcta elongacion del pelo. Ademas, es necesaria la
accion conjunta de una serie de factores de transcripcion, como RHD6, que controla el inicio
del pelo radical (Grierson et al., 2014) o RSL4, diana directa de RHD6 y regulador del

crecimiento polar de las células (Vijayakumar et al., 2016; Marzol et al., 2017).

Para analizar la expresion de los genes MRH5, FLA6, RHD6 y RSL4, se recogieron raices de
plantas silvestres, asi como mutantes simples y dobles, cultivadas durante 14 dias en placas
verticales de medio MSS. Se extrajo el RNA de estas muestras y posteriormente se obtuvo el
cDNA con el que se realizaron las RT-PCRs en tiempo real.
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Figura 19. Analisis transcripcional de los genes MHR5, FLA6, RHD6 y RSL4. Se realiz6 un analisis
de expresion por RT-PCR en tiempo real en extractos de raices de plantas silvestres, cas-c1, scnl-1y
scnl-1 cas-cl, cultivadas 14 dias en placas verticales de medio MSS (A), o plantas silvestres, cas-c1,
rhd2 y rhd2 cas-c1, cultivadas 14 dias en placas verticales de medio MSS a pH 4 (B). Los niveles de
transcrito se normalizaron con el gen constitutivo UBQ10. Los valores son medias £SD de tres
determinaciones independientes. Las diferentes letras de las barras de error representan medidas
significativamente diferentes (test ANOVA, P<0,01).
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Los resultados observados en la figura 19 muestran que la expresion de todos los genes
analizados fue mas baja en los mutantes cas-c1, scn1-1 y rhd2, comparados con la expresion
en plantas silvestres. Cuando comparamos la expresion en los mutantes scnl-1 con la de scnl-
1 cas-cl, observamos que no hay una mayor represion de ninguno de los genes, a excepcion
de un leve descenso en los niveles de expresion de FLA6 (Fig. 19A). La mutacion cas-c1, por
tanto, no afecta al comportamiento de scn1-1 a nivel molecular. Estos resultados constatan de

nuevo la relacion de epistasia entre scnl-1y cas-c1 propuesta anteriormente.

Por el contrario, al comparar rhd2 con rhd2 cas-c1, observamos mayor represion en el caso del
mutante doble que en el correspondiente parental en todos los genes analizados excepto FLAG,
en el que los valores se mantienen estables (Fig. 19B). Esto confirma que la mutacion cas-c1

es epistatica sobre rhd2, también a nivel molecular.

1.2.5 Determinacion de la actividad CAS y el contenido de cianuro

Se cuantificaron los niveles de cianuro en las raices de todas las lineas tanto silvestre como
mutantes (Fig. 20), asi como los valores de actividad CAS (Fig. 21).
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Figura 20. Determinacion de la concentracion de cianuro en raices de los mutantes de desarrollo
del pelo radical. Se recogieron las raices de plantas silvestres, cascl, scnl-1, scnl-1 cas-cl, rhd2 y
rhd2 cas-c1, cultivadas durante 14 dias en placas verticales de medio MSS. Los valores se han referido
al contenido de cianuro de las plantas silvestres (el 100% de concentracion corresponde a 0,58 + 0,01
pmol/mg peso fresco) y son medias +SD de cinco determinaciones independientes (*P < 0,05).
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En la figura 20 se aprecia que en todas las lineas en las que estaba presente la mutacion cas-
c1, existia un incremento en los niveles de cianuro, comparando la linea silvestre con la mutante

cas-cl y las lineas dobles mutantes con las lineas mutantes simples correspondientes.

La acumulacién de cianuro en las lineas cas-c1, scnl-1 cas-cl y rhd2 cas-cl se correlaciona

con una disminucion de la actividad CAS (Fig. 21).
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Figura 21. Determinacion de los niveles de actividad CAS en raices de los mutantes de desarrollo
del pelo radical. Esta actividad se midi6 en extractos crudos de raices de plantas silvestres, cascl, scnl-
1, scnl-1 cas-cl, rhd2 y rhd2 cas-c1, cultivadas durante 14 dias en placas verticales de medio MSS.
Los valores se han referido a la actividad determinada en las plantas silvestres (100% de actividad
corresponde a 27,76 + 3,62 U/mg proteina) y son medias +SD de cinco determinaciones independientes
(P**<0.01)

1.2.6 Andlisis fenotipico en presencia de ACC y determinacién de los niveles de etileno

En Arabidopsis, el cianuro se produce en la ruta biosintética del etileno (Wang et al., 2002). La
acumulacién de cianuro en el mutante cas-cl podria inducir la represion de la sintesis de
etileno, para asi reducir los niveles de cianuro, creando un ciclo de retroalimentacidn negativa,
que explicaria el fenotipo de ausencia de pelos radicales del mutante cas-c1. Para averiguar si
el etileno esta involucrado en el fenotipo presentado por cas-cl, se analizo el fenotipo de la
raiz de estas lineas, en medio MS suplementado con el precursor del etileno ACC y se midieron
los niveles de este compuesto en todas las lineas utilizadas en este trabajo, tanto silvestre como

mutantes simples y dobles.
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Figura 22. Efecto del ACC en la formacién del pelo radical. (A, C, E, G, I, K) Fenotipo del pelo
radical de plantas silvestres, cas-c1, scnl-1, scnl-1cas-c1, rhd2 y rhd2 cas-c1, cultivadas durante 6 dias
en placas verticales de medio MSS en ausencia de ACC. (B, D, F, H, J, L) Fenotipo del pelo radical de
plantas silvestres, cas-c1, scnl-1, scnl-1cas-cl, rhd2 y rhd2 cas-c1, cultivadas durante 6 dias en placas
verticales de medio MSS en presencia de ACC 50 uM. Escala = 25 mm.
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Figura 23. Produccion de etileno en plantas silvestres y mutantes del desarrollo del pelo radical.
Se determind la acumulacién de etileno por cromatografia de gases en raices de plantas silvestres, cas-
cl, scnl-1, scnl-1 cas-cl1, rhd2 y rhd2 cas-c1, cultivadas durante 13 dias en placas verticales de medio
MSS. La acumulacion de etileno se midio a las 24 horas posteriores al sellado de los viales. Los valores
se han referido a la produccidn de etileno de las plantas silvestres (100 % de produccion corresponde a
2,11 + 0,56 pmol/mg peso fresco) y son medias +SD de cinco determinaciones por linea. (P**<0.01)

Como se habia descrito anteriormente, el aporte exdgeno de ACC en el medio de crecimiento
no consigue revertir el fenotipo de pérdida de pelos radicales del mutante cas-c1, a pesar de
que los niveles de etileno en las plantas mutantes cas-c1 se reducian notoriamente (Fig. 22)
(Garcia et al., 2010).

Se observa en la figura 23 que en las lineas mutantes scnl-1 cas-cl y rhd2 cas-c1 también se
reducen los niveles de etileno. A partir de estos datos podemos concluir que la mutacion cas-
cl provoca una reduccion en los niveles de este compuesto, posiblemente para contrarrestar la
acumulacién de cianuro. Sin embargo, esta reduccion en los niveles de etileno no es
responsable del fenotipo de ninguna de las lineas analizadas ya que, al afiadir ACC al medio

de crecimiento no hay reversién del fenotipo de ninguno de los mutantes.

2. Caracterizacion del papel regulador del cianuro en el proceso de respuesta a la

infeccidon por patdgenos

Resultados previos del grupo de investigacion proponian un papel sefializador para el cianuro
en el proceso de respuesta a la infeccidn por patdgenos en A. thaliana (Garcia et al., 2013). En
primer lugar, se observé que la mutacién de cas-c1 provocaba resistencia a la infeccion por la

bacteria hemibiotrofa Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst). Cuando se infectaron plantas
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silvestres de A. thaliana con dos cepas de Pst, una virulenta (Pst DC3000) y otra avirulenta
(Pst DC3000 avrRpm1), la cinética de acumulacion de cianuro y, por tanto, la cinética de
expresion del gen cas-c1, fueron diferentes en cada interaccion. La cepa virulenta Pst DC3000
provoca una interaccién compatible, desarrollando enfermedad en la planta. Por el contrario,
la cepa avirulenta Pst DC3000 avrRpm1 porta un plasmido con la proteina efectora AvrRpm1,
que provoca una respuesta hipersensible y la consiguiente muerte celular. En la infeccién con
Pst DC3000 avrRpml se producia un pico de acumulacién de cianuro a las 3 horas post
infeccion (hpi), que se correspondia con una bajada transitoria de CAS-C1, para luego seguir
aumentando. Por el contrario, en infecciones con Pst DC3000, los niveles de cianuro se
mantenian notablemente mas bajos que en el caso de la interaccion incompatible y la
transcripcion de CAS-C1 presentaba un pico de induccion a las 3 hpi que luego disminuia
fuertemente (Garcia et al., 2013).

2.1 Andlisis de la expresion de CAS-C1-GFP en infecciones con P. syringae

Para profundizar en el comportamiento de la proteina CAS-C1 durante las interacciones
compatibles e incompatibles de P. syringae con plantas de A. thaliana, se llevo a cabo una
aproximacion celular. Para ello, se analiz6 mediante microscopia confocal la acumulacion de
fluorescencia de la proteina de fusion CASC1-GFP bajo el promotor del gen CAS-C1 en hojas
de plantas transgénicas que contenian la construccion ProC1:CASC1-GFP (ver apartado 1.1.1
de resultados), cultivadas durante 60 dias en tierra y ciclo corto, e infectadas con cepas Pst
DC3000 o Pst DC3000 avrRpm1. Como control (mock), se infectaron hojas con MgCl> 10 mM

estéril. Los datos de fluorescencia se obtuvieronalas 0, 1, 3, 6 y 24 hpi.

En la figura 24 se aprecia un punteado pequefio de color verde que, como ya se mostro en el
apartado 1.1.2 de resultados, corresponde a la sefial de la proteina de fusion CASC1-GFP en el
interior de las mitocondrias. Durante las interacciones compatibles producidas por la cepa Pst
DC3000 se produce un pico de fluorescencia entre 1 y 3 hpi, y un descenso a las 6 hpi. Por su
parte, en las infecciones incompatibles con Pst DC3000 avrRpm1 se produce una reduccion de
la fluorescencia a las 3 hpi y un aumento a las 6 hpi. Estos resultados estdn en concordancia
con la cinética de acumulacién de cianuro y transcrito de CAS-C1 previamente descrita (Garcia
et al., 2013), y reflejan nuevamente que la proteina CAS-C1 sufre una regulacion diferente en
infecciones que dan lugar a enfermedad e infecciones que originan una respuesta de resistencia.

Estos resultados son compatibles con un papel regulador de CAS-C1 y/o cianuro en la respuesta
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inmune de la planta, como ya se ha sugerido anteriormente (Garcia et al., 2013; Garcia et al.,
2014).

0 hpi 1 hpi 3 hpi 6 hpi 24 hpi

Mock

Pst
DC3000

Pst
DC3000
avrRpm1

Figura 24. Infecciones con P.syringae en plantas ProC1l:CASC1-GFP. Se inocularon mediante
infiltracion plantas ProC1:CASC1-GFP cultivadas durante 60 dias en ciclo corto con suspensiones
bacterianas de cepas Pst DC3000 o Pst DC3000 avrRpm1. La fluorescencia de la GFP se analiz6 al
microscopio confocal a las 0, 1, 3, 6 y 24 hpi. Se muestran imagenes representativas. Escala = 300 pum.

2.2  Caracterizacion de mutantes de respuesta a la infeccion por patdgenos
2.2.1 Analisis transcripcional de los mutantes de respuesta a la infeccion por patégenos

Como se detalla en la introduccidn, la respuesta de una planta a la infeccion de un patégeno
puede ser muy diversay variada, implicando multitud de hormonas y componentes moleculares
(Zhang et al., 2018). En el caso de los mutantes cas-c1, su fenotipo de resistencia a patégenos
biotrofos y la activacion transcripcional de PR1 en ausencia de infeccion (Garcia et al., 2013)
sugerian que la ruta de sefializacién de SA podria estar activada; por otra parte, el cianuro se
produce de manera concomitante a la biosintesis de ET. Por lo tanto, para profundizar en el
papel del cianuro en el proceso de respuesta a patégenos en A. thaliana, se llevé a cabo un

estudio transcripcional de genes centrales de la respuesta de las plantas mediada por SAy ET.

Como genes marcadores seleccionamos ATRBOHD que codifica una NADPH oxidasa
responsable de la explosion oxidativa para la activacion de la respuesta inmune dependiente de
salicilico (Torres et al., 2006; Chaouch et al., 2012), y EIN2 que codifica una proteina de
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membrana que actua en la ruta de sefializacion dependiente de etileno (Zhao and Guo, 2011;
Zhang et al., 2018).

Se analiz6 por RT-PCR la expresion de los genes ATRBOHD y EIN2 en el mutante cas-c1, asi
como la expresion del gen CAS-C1 en los mutantes atrbohD3 y ein2-1 y en plantas que
expresaban el gen nahG bajo la direccidn del promotor constitutivo CaMV35S (plantas NahG).
Esta linea ha sido ampliamente utilizada como herramienta para el estudio de la respuesta
dependiente de SA ya que nahG codifica la enzima salicilato hidroxilasa de la bacteria
Pseudomonas putida y metaboliza el acido salicilico hasta catecol y por lo tanto anula la
respuesta mediada por SA (Yamamoto et al., 1965; Zhang et al., 2018). Se recogieron hojas de
plantas silvestres y mutantes cultivadas durante 60 dias en tierra y ciclo corto y se extrajo el

RNA para el analisis cuantitativo.
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Figura 25. Analisis transcripcional de los genes de respuesta a la infeccion por patégenos. (A)
Analisis de expresion por RT-PCR en tiempo real del gen CAS-C1 en hojas de plantas silvestres, cas-
cl, atrbohD, ein2-1 y NahG, cultivadas en tierra durante 60 dias en ciclo corto. (B) Analisis de
expresion por RT-PCR en tiempo real de los genes ATRBOHD y EIN2 en hojas de plantas silvestres y
mutante cas-cl, cultivadas en tierra durante 60 dias en ciclo corto. Los niveles de transcrito se
normalizaron con el gen constitutivo UBQ10. Los valores son las medias + SD de tres determinaciones
independientes. (P*<0,05, P**<0,01).

Como ya se observd previamente en el andlisis de expresion de genes de desarrollo del pelo
radical (Fig. 15), la expresion de CAS-C1 en el mutante cas-cl es practicamente nula. La
expresion de CAS-C1 esta reducida en los mutantes atrbohD3 y las plantas NahG (Fig. 25A).
Del mismo modo, se produce una reduccion en los niveles de transcrito del gen ATRBOHD en
el mutante cas-cl (Fig. 25B). Esto indica que existe una interaccion entre el cianuro y la ruta

de respuesta a patdgenos dependiente de acido salicilico. Este resultado concuerda con el
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aumento de la resistencia a patdgenos bidtrofos observada en el mutante cas-c1 (Garcia et al.
2013).

Por el contrario, ni la expresion de CAS-C1 en el mutante ein2-1 ni la de EIN2 en el mutante
cas-cl experimentan ninguna variacion estadisticamente significativa (Fig. 25A y 25B),
sugiriendo que el papel del cianuro en la respuesta a patégenos podria ser independiente de la
ruta de sefializacion del etileno. Por lo tanto, se continu6 profundizando en la relacion entre el

cianuro y la ruta de sefializacion dependiente de SA.

2.2.2 Respuesta de los dobles mutantes atrbohD3 cas-c1 y NahG cas-cl a la infeccion con

P. syringae

Para conocer en qué etapa de la ruta de respuesta a la infeccion por patégenos dependiente de
acido salicilico esta actuando el cianuro, se realizaron cruces de las lineas atrbohD3 y NahG
con la linea cas-c1, generandose las lineas mutantes dobles atrbohD3 cas-c1 y NahG cas-cl.
Las plantas silvestres, asi como los mutantes simples y dobles se cultivaron durante 60 dias en
tierra y ciclo corto y se inocularon las hojas con suspensiones bacterianas de la cepa Pst
DC3000. Se tomaron muestras de hojas a los 0, 1 y 3 dias post infeccion (dpi) y se realizaron

medidas de crecimiento bacteriano a partir de hojas infectadas.

Tanto en la figura 26A como en la 26B observamos que el recuento de colonias (cfu) en la
linea mutante cas-cl es menor que en las plantas silvestres. Esto significa que, como se
describié anteriormente (Garcia et al., 2013), las plantas mutantes cas-c1 son mas resistentes a
la infeccion con el patdgeno bidtrofo P. syringae. Sin embargo, el mutante atrbohD3 muestra
mayor susceptibilidad que las plantas silvestres, debido a que esta mutacion compromete la
produccién de ROS por parte de la NADPH oxidasa y por tanto la planta no es capaz de llevar
a cabo una correcta activacion de las defensas dependientes de SA. Sorprendentemente, en el
mutante doble atrbohD3 cas-cl el recuento de colonias fue notablemente menor que en su
parental atrbohD3 y similar al de la linea silvestre (Fig. 26A), lo que significa que la
acumulacién de cianuro debida a la mutacién cas-c1 es capaz de mimetizar o reemplazar el
efecto de las ROS producidas por la NADPH oxidasa en la activacion de las defensas de la

planta.

En la figura 26B observamos que tanto la linea sobreexpresora NahG como la linea mutante

doble NahG cas-c1 muestran una mayor susceptibilidad a la infeccidn con P. syringae. Esto se
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debe a que la enzima salicilato hidroxilasa degrada el acido salicilico hasta catecol, limitando
asi la cascada de sefializacion de esta respuesta mediada por SA. Estos resultados indican que
el cianuro mejora la resistencia de cas-c1 a Pst DC3000 de una manera dependiente de la
produccion de SA. Como conclusidn a esta parte del trabajo, podemos decir que el cianuro es
capaz de mimetizar el efecto de la produccion de ROS por la NADPH oxidasa en la respuesta
defensiva de la planta pero no el del SA. Estos resultados confirman, ademas, que el aumento
en la resistencia a patdgenos biotrofos observado en el mutante cas-cl depende de la

acumulacion de SA.
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Figura 26. Susceptibilidad a la infeccion con Pst DC3000. (A) Se infectaron hojas de plantas
silvestres y mutantes cas-c1, atrbohD3 y atrbohD3 cas-c1 cultivadas durante 60 dias en ciclo corto con
cepas Pst DC3000 v se realiz6 el recuento de colonias (cfu/mg peso fresco) a los 3 dpi. (B) Se infectaron
hojas de plantas silvestres y mutantes cas-c1, NahG y NahG cas-c1 cultivadas durante 60 dias en ciclo
corto con cepas Pst DC3000 y se realizé el recuento de colonias (cfu/mg peso fresco) a los 3 dpi. Se
Ilevaron a cabo 5 réplicas experimentales para cada muestra, asi como 4 réplicas técnicas, con resultados
similares en todos los casos. Los valores son medias +SD de un ensayo representativo. (P*<0,05,
P**<0,01).

2.2.3 Hipersensibilidad de cas-c1 al acido salicilico

Como se ha detallado anteriormente, el acido salicilico es un regulador clave de la ruta de
respuesta a patdgenos bidtrofos. Cuando plantas silvestres y mutantes cas-c1 cultivadas durante
60 dias en ciclo corto se sometieron a tratamientos con SA 0,5 mM, se observé una
hipersensibilidad del mutante cas-cl al SA, ya que a las 24 h tras el tratamiento las plantas
mutantes tratadas presentaban sintomas de amarillamiento, perdida de turgor y un colapso

parcial de la hoja que no se apreciaba en las plantas silvestres (Fig. 27).
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Como se demuestra en el apartado anterior, el mutante cas-c1 presenta una mayor resistencia
al ataque de patdgenos biotrofos, por tanto, esta ruta debe tener unos niveles de activacion
mayores que en las plantas silvestres. En las plantas cas-c1, el tratamiento con SA podria estar
produciendo una sobreactivacion de la respuesta dependiente de SA, y una sobreactivacion por
tanto, de la muerte celular, razén por la cual estas plantas podrian desarrollar hipersensibilidad
al SA.

+0,5mM SA

silvestre

cas-c1

Figura 27. Hipersensibilidad del mutante cas-c1 al &cido salicilico. Las plantas silvestres y mutantes
cas-c1 crecieron durante 60 dias en ciclo corto y se les aplicé un tratamiento con &cido salicilico 0,5
mM en spray. Como control, se realizé el mismo tratamiento con H,O destilada. Tras 24 horas se
tomaron fotos de los fenotipos de las plantas tratadas y sin tratar.

2.2.4 Cuantificacion de los niveles de acido salicilico

Para profundizar en la regulacién hormonal y dado que los resultados sugieren una interaccion
entre el cianuro y la ruta de respuesta a patdgenos dependiente de acido salicilico, se
determinaron los niveles de esta hormona en plantas silvestres y mutantes cas-c1, atrbohD3 y
atrbohD3 cas-c1 cultivadas durante 60 dias en tierra y ciclo corto. Estas determinaciones se
realizaron en el servicio de cuantificacion de hormonas vegetales del Instituto de Biologia
Molecular y Celular de Plantas (IBMCP, Valencia).
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Como se observa en la figura 28, los niveles de &cido salicilico son menores tanto en el mutante
simple atrbohD3 como en el doble atrbohD3 cas-cl, apreciandose una reduccion no
estadisticamente significativa en el mutante cas-c1. En el mutante atrbohD3, la cantidad de
SA necesaria para la correcta activacion de la respuesta de defensa disminuye, ya que la
produccién de ROS por parte de la NADPH oxidasa se encuentra comprometida. La
combinacion de la mutacion cas-c1 y atrbohD3 hace que los niveles de SA en el doble mutante
sean practicamente nulos, a pesar de que estos mutantes son mas resistentes a Pseudomonas

que su parental atrbohD3.
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Figura 28. Determinacion de &cido salicilico en los mutantes de respuesta a patdgenos. (A) Se
midieron los niveles de acido salicilico en hojas de plantas silvestres, cas-c1, atrbohD3 y atrbohD3 cas-
cl cultivadas durante 60 dias en ciclo corto. Los valores son medias +SD de tres determinaciones
independientes (P*<0,05, P**<0,01).

2.3 Regulacién por cianuro de la proteina NPR1

Como se detalla en la introduccion, la proteina NPR1 es un regulador central de la ruta de
sefializacion frente a patdgenos biotrofos dependiente de SA. Ante la infeccion de un patégeno
biotrofo, NPR1 monomeriza y entra al ndcleo, donde interacciona con los factores de

transcripcion TGA que activan los genes de defensa (Fu and Dong, 2013).

Para averiguar si el papel regulador del cianuro en la respuesta a la infeccion por patdgenos
biotrofos es dependiente de la proteina NPR1, se utilizaron dos aproximaciones diferentes: se
analizo la localizacion nuclear de esta proteina mediante microscopia confocal, y se
cuantificaron los niveles de las formas monoméricas y oligoméricas de NPR1 por

inmunodeteccion en diferentes condiciones y estadios.
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2.3.1 Estudio de la expresion espacio-temporal de la proteina NPR1

Se analizo la expresion y localizacion subcelular de la proteina NPR1 mediante microscopia
confocal. Para ello se utilizé la construccion 2x35S:NPR1-GFP, cedida por el Dr. Jose L.
Pruneda-Paz, de la Universidad de California, Estados Unidos. Esta construccion consta de un
promotor constitutivo 2x35S, que dirige la expresion de la ORF de la proteina NPR1 fusionada
traduccionalmente a la proteina reportera GFP en el extremo carboxilo terminal. Se obtuvieron
varias lineas transgenicas, que fueron analizadas al microscopio confocal para seleccionar
aquellas que presentaran fluorescencia en los ndcleos debido a la monomerizacion y

traslocacion al nicleo de NPR1-GFP tras los tratamientos con SA (Fig. 29).

Figura 29. Seleccion de lineas positivas para la construccion 2x35S:NPR1-GFP. Con objeto de
seleccionar las lineas transformantes positivas para la construccion 2x35S:NPR1-GFP, se realizaron
pulverizaciones con SA 0,5 mM en plantas transformadas con dicha construccion y cultivadas durante
35 dias en tierra. Tras 24 h, se observaron al microscopio confocal. Se muestran imagenes
representativas A) linea 3 B) linea 10. Escala = 25 pm.

Las dos lineas silvestres positivas seleccionadas (lineas 3 y 10) se cruzaron con las plantas
mutantes cas-cl y las semillas resultantes (Fi1) se propagaron hasta conseguir plantas
homocigotas para la mutacion cas-c1l que portaran la construccion 2x35S:NPR1-GFP en el
mismo locus que las plantas silvestres. La localizacion subcelular de la proteina de fusion
NPR1-GFP se analiz6 entonces en el microscopio confocal en los fondos genéticos silvestre y
cas-cl (plantas wt-NPR1:GFP y casc1-NPR1:GFP, respectivamente).
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En la figura 30 observamos la fluorescencia de la GFP dirigida por el promotor y la secuencia
de la proteina NPR1 en los nucleos celulares (puntos verdes sefialados con flechas rojas). Tanto
en ciclo largo (Fig. 30A) como en ciclo corto (Fig. 30B) asi como sin o con SA, observamos
que las plantas mutantes cas-c1 presentan un menor nimero de nucleos fluorescentes que las
plantas silvestres, es decir, en estas plantas hay una menor proporcion de proteina NPR1
monomeérica y, por lo tanto, funcional en el nicleo. Estos resultados parecen indicar que el
aumento de la resistencia de cas-cl a la infeccidn por patdgenos bidtrofos es independiente de

un incremento en la localizacion nuclear de la proteina NPR1.
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wt-NPR1:GFP

casc1-NPR1:GFP

wt-NPR1:GFP

casc1-NPR1:GFP

Figura 30. Expresion de NPR1 en hojas de plantas silvestres y mutantes cas-c1 transformadas con
2x35S:NPR1-GFP. Se trataron plantas wt-NPR1:GFP y casc1-NPR1:GFP cultivadas durante 35 dias
(ciclo largo, A) o0 60 dias (ciclo corto, B) con SA 0,5 mM en spray. Tras 24 h se observaron las hojas al
microscopio confocal. Se muestran imagenes representativas de la fluorescencia de la GFP dirigida por
el promotor y la secuencia de NPR1 (verde) y la autofluorescencia de los cloroplastos (rojo). Los
nucleos celulares con fluorescencia se indican con flechas de color rojo. Escala = 25 pum.
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2.3.2 Inmunodeteccion de NPR1

Una aproximacion complementaria a la anterior para establecer la relacion entre
monomerizacion y entrada al nacleo de NPR1 con la resistencia de las plantas cas-cl a P.
syringae fue el uso de anticuerpos policlonales anti-NPR1 para la inmunodeteccion de NPR1.
Para ello, se realizaron extracciones proteicas en presencia de varios detergentes para romper
las membranas celulares y del inhibidor del proteasoma MG132 para evitar la degradacién de
NPR1, tal como se describe en materiales y metodos. Se detectaron y cuantificaron los niveles
de NPR1 por inmunodeteccion en hojas de plantas silvestres y mutantes cas-c1 transformadas
con la construccion 2x35S:NPR1-GFP (plantas wt-NPR1:GFP y cascl-NPR1:GFP,
respectivamente) y cultivadas en ciclo largo o ciclo corto (Figura 31). Se analizaron y
cuantificaron las bandas correspondientes al monémero de la proteina endogena (66 kDa; M),

asi como los oligbmeros correspondientes a la proteina de fusion (OF) y la enddgena (O).
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Figura 31. Inmunodeteccion de NPR1 en lineas transformadas con 2x35S:NPR1-GFP. Se realizo
una extraccion proteica de hojas de plantas transformadas silvestres y mutantes cas-cl cultivadas
durante 28 dias en ciclo largo (A) o 60 dias en ciclo corto (C), tratadas y sin tratar con SA 0,5 mM. 50
Mg de proteina total se desnaturalizaron con DTT 50 mM, se separaron por SDS-PAGE en geles al 8%.
Finalmente, se inmunodetecto la proteina NPR1 y se cuantifico la intensidad de las bandas obtenidas
en un gel representativo con el software “Image Lab” (BioRad) refiriendo a la cantidad de proteina total
detectada mediante la tincion Ponceau (B, D). M, mondmero; O, oligdmero; OF, oligbmero de fusion;
P, Ponceau.

En las condiciones utilizadas, fue imposible detectar el monémero correspondiente a la proteina
quimérica NPR1-GFP (Fig. 31). A las 24 horas, se observa que el tratamiento con acido
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salicilico 0,5 mM estabiliza la proteina en todas sus formas, monomérica y oligomérica, tanto
en las plantas silvestres como en las plantas mutantes cas-c1, incrementando por lo tanto los
niveles de proteina NPR1. Las causas de esta estabilizacion son variadas y, por ejemplo, se ha
demostrado que el SA reprime la degradacion de NPR1 por parte de sus analogos NPR3 y
NPR4 (Ding et al., 2018). Ademas, el tratamiento con SA induce la monomerizacién de la
proteina, como se observa en el aumento de la forma monomérica (M) en plantas silvestres y
mutantes. Finalmente, el anticuerpo detecta otras bandas inespecificas que presentan pesos
moleculares diferentes a los descritos para las diferentes isoformas de la proteina NPR1 y que

estan descritas, ademas, en la informacion sobre el anticuerpo recogida por la casa comercial.

De igual manera que se observo en el analisis de expresion de la proteina NPR1 mediante
microscopia confocal, en todas las condiciones, tanto en ciclo largo como ciclo corto, como
con o sin salicilico, la cantidad de proteina NPR1 monomérica detectada es menor en el mutante
cas-cl que en las plantas silvestres. Confirmamos de nuevo que la resistencia de cas-cl a la
infeccion por patdgenos bidtrofos no se debe a la monomerizacién y entrada en el nicleo de
NPR1.

En cuanto al comportamiento del oligdbmero de NPR1, se observa que en condiciones basales
(-SA), la cantidad de proteina NPR1 oligomérica es menor en las plantas cas-c1 que en las
plantas silvestres, como ocurre con el monémero. Sin embargo, tras el tratamiento (+SA), la
cantidad de oligdmero detectado, tanto enddgeno como de fusidn, es mas elevada en las plantas
cas-c1 que en las plantas silvestres, lo que podria indicar que las plantas mutantes cas-cl
responden mas eficazmente al SA.

Los resultados presentados en esta parte del trabajo podrian indicar que el cianuro mimetiza la
funcion productora de ROS de la NADPH oxidasa (ATRBOHD) y modula la respuesta a la
infeccion por patogenos bidtrofos de una forma dependiente de la acumulacion de SA e
independiente de la funcion de la proteina NPR1. Las posibles rutas y proteinas a través de las

cuales el cianuro modula la respuesta a patdgenos biotrofos aln necesitan ser esclarecidas.

3. Mecanismo de accion del cianuro

Como se ha mostrado anteriormente, el cianuro ejerce un papel sefializador en el proceso de
formacion del pelo radical y la respuesta a la infeccion por patégenos biotrofos en Arabidopsis.

Sin embargo, se desconocen el o los mecanismos de accion del cianuro asi como sus dianas
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moleculares. No cabe duda de que estos mecanismos de accidn deben de estar relacionados con
su reactividad quimica. Por analogia con otras moléculas sefializadoras con reactividad similar,
serian posibles al menos dos mecanismos basados en su capacidad de reaccionar con
metaloproteinas y/o generar modificaciones post-traduccionales en proteinas. La reaccion con
el centro activo de las metaloproteinas por un lado, tendria un impacto directo en la energética
celular por afectar las cadenas de transporte de electrones y, por otro, alteraria los niveles de

especies reactivas de oxigeno. (Fig. 32).

Homeo'staﬂs ROS S-cianilacion
Energia celular

Figura 32. Posibles mecanismos de accion del cianuro

3.1  Efecto del cianuro en la energia celular

El cianuro es un potente inhibidor de la cadena de electrones mitocondrial y la elongacion del
pelo radical es un proceso muy costoso energéticamente. Para analizar si el efecto del cianuro
en el proceso de desarrollo del pelo radical es consecuencia de la inhibicion de la cadena de
transporte de electrones mitocondrial y la reduccion de los niveles de ATP y la energia
requerida para el rapido crecimiento del pelo. Se determinaron los niveles de ATP en plantas

silvestres y mutantes cas-cl cultivadas durante 14 dias en placas de medio MSS.

Segun los resultados obtenidos en la tabla 7, los niveles de ATP en las plantas mutantes cas-c1
son similares a los de las plantas silvestres. Este resultado, junto con datos anteriores del grupo
gue mostraban que la respiracion no se encuentra disminuida en este mutante (Garcia et al.,

2010), demuestran que el fenotipo de las plantas cas-c1 no se debe a una limitacion de energia
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celular resultante de la conocida accion inhibidora del cianuro en la cadena de transporte de

electrones mitocondrial.

Tabla 7. Niveles de ATP en raices de A. thaliana. Se determinaron los niveles de ATP de raices de
plantas silvestres y mutantes cas-c1 cultivadas durante 14 d en placas verticales de medio MSS. Los
valores son medias + SD de tres ensayos independientes.

Linea ATP (nM)
Silvestre 400.9 + 118.6
cas-cl 427.6 +118.2

3.2 Efecto del cianuro en el estado redox

Para comprobar si el cianuro regula la formacion del pelo radical modificando el estado redox
de la célula, se analizaron los niveles de anion superoxido y de peréxido de hidrégeno y se
determinaron las actividades NADPH oxidasa y guaiacol peroxidasa en diferentes fondos

genéticos.

3.2.1 Anion superéxido (O2)

La produccién de ROS por parte la NADPH oxidasa ATRBOHC/Rhd2 durante el proceso de
desarrollo del pelo radical es indispensable para su correcta formacion (Mendrinna and
Persson, 2015). Para analizar si el cianuro regula el desarrollo del pelo radical modulando la
respuesta oxidativa, se realizaron tinciones en plantas silvestres y mutantes cultivadas durante
3 dias en placas de medio MSS, con nitroazul de tetrazolio (NBT), un colorante que tifie

especificamente el anion superoxido (O2).

Los resultados de la figura 33 muestran que los pelos radicales del mutante cas-c1 no acumulan
O en la punta (Fig. 33B) como ocurre en los pelos radicales de plantas silvestres (Fig. 33A).
Tampoco se aprecia acumulacion de Oz en el mutante rhd2 (Fig. 33E) debido a la mutacién de
la NADPH oxidasa, por lo que resulta obvio que el doble mutante rhd2 cas-c1 tampoco

presente tincion (Fig. 33F). Sin embargo, los mutantes scnl-1y scnl-1 cas-c1 presentan tincion
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con NBT repartida por toda la superficie del pelo, y no concentrada en la punta (Fig. 33C y
33D). Eso se debe a que la mutacion scnl-1 no permite la localizacién dirigida a la punta del
pelo radical de la NADPH oxidasa y por lo tanto la produccion de aniones superdxido se
encuentra deslocalizada. Ademas, estos resultados sugieren que la NADPH oxidasa no es
sensible al cianuro ya que el Oz” se acumula tanto en scnl-1 como en mutante doble scnl-1

cas-cl, a pesar de que este ultimo acumula mas cianuro que scnl-1 (Fig. 20).

Figura 33. Deteccion de Oy en raices de A. thaliana. Se cultivaron plantulas silvestres (A), cas-cl
(B), scnl-1 (C), scnl-1 cas-cl (D), rhd2 (E) y rhd2 cas-c1 (F) durante 3 dias en placas verticales de
medio MSS y las raices se tifieron con el colorante NBT. Se muestran imagenes representativas. Los
ensayos se llevaron a cabo tres veces, con resultados similares en todas las ocasiones. Escala = 0,1 mm.

3.2.2 Peroxido de hidrogeno

A pesar de que el anion superdxido es facilmente convertible a H20,, estas dos ROS presentan
una distribucion y funciones diferentes (Sundaravelpandian et al., 2013). Asi pues, también se
realizaron tinciones en plantas silvestres y mutantes de desarrollo del pelo radical cultivadas
durante 14 dias en placas de medio MSS con diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceina

(H2DCFDA), un compuesto que reacciona especificamente el H2O».

En la figura 34 observamos que los mutantes cas-cl y scnl-1 cas-cl presentan mayor
acumulacion de H202 en la zona de elongacion de la raiz que las plantas silvestres y el mutante
simple scnl-1. No se observa, sin embargo, acumulacion de fluorescencia en los pelos

radicales. Los mutantes rhd2 y rhd2 cas-c1 no presentan acumulacién de H20- en la zona de
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elongacion de la raiz. Esto sugiere que el efecto del cianuro en el desarrollo del pelo radical es
independiente de la produccién de ROS ya que, a pesar de que el mutante doble rhd2 cas-cl

presenta un claro fenotipo cas-c1, no se produce acumulacion de H20..

Figura 34. Deteccion de H»O, en raices de A. thaliana. El H,O, se detectd mediante tincion
H,DCFDA en raices de plantas cultivadas durante 14 dias en placas verticales de medio MSS. (A)
Silvestre, (B) cas-cl, (C) scnl-1, (D) scnl-1 cas-c1, (E) rhd2 y (F) rhd2 cas-c1. Se muestran imagenes
representativas. Los ensayos se llevaron a cabo por triplicado, con resultados similares. Escala = 300

um.

3.2.3 Actividad NADPH oxidasa

Para determinar si la actividad NADPH oxidasa se inhibe por cianuro, se midieron los niveles
de actividad NADPH oxidasa en raices de plantas silvestres con y sin tratamientos previos del
extracto proteico con cianuro de potasio (KCN) durante 30 minutos, asi como en plantas

mutantes cas-cl.

La actividad NADPH oxidasa permanecid invariable tanto en presencia como en ausencia de
KCN. Ademas, tampoco vario en el fondo genético mutante cas-c1 con respecto al silvestre
(Tabla 8). Esta informacion, junto con los resultados obtenidos en el apartado anterior,
demuestran que el cianuro no afecta la actividad de la proteina NADPH oxidasa.
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Tabla 8. Determinacion de la actividad NADPH oxidasa en raices de A. thaliana. Se determino la
actividad en extractos proteicos totales con o sin tratamiento previo con KCN 0,1 mM durante 30 min.
Se utilizaron raices de plantas silvestres y mutantes cas-cl cultivadas durante 14 dias en placas
verticales con medio MSS. Los valores son medias + SD de tres ensayos independientes.

Linea Actividad NADPH oxidasa (mU/uQ)
Silvestre 23,23+2,8
cas-cl 20,64 +0,6
silvestre + KCN 0,1mM 21,09+0,5

3.2.4 Actividad guaiacol peroxidasa

Las enzimas peroxidasas catalizan una reaccion redox bisustrato, ya que usan el peroxido de
hidrégeno como oxidante y un segundo sustrato con caracteristicas reductoras que es oxidado
por el peroxido. Estas enzimas también intervienen en el desarrollo del pelo radical ya que,
ademas de contribuir al control redox celular, regulan el entrecruzamiento y la rotura de los
polisacaridos de la pared celular (Vijayakumar et al., 2016). Para profundizar sobre la relacion
entre el cianuro y la produccion de ROS, se determinaron los niveles de actividad guaiacol
peroxidasa (GPX) en los mutantes de desarrollo de pelo radical. La actividad GPX mide la
actividad de todas las peroxidasas de la planta en general, ya que el guaiacol es un donador de

electrones comin a todas ellas (Vianello et al., 1997).

Como se puede observar en la figura 35, no se observan cambios estadisticamente
significativos en los niveles de actividad GPX medidos en el mutante cas-c1 con respecto al
silvestre, ni tampoco en ninguno de los mutantes dobles con respecto a su mutante simple
parental correspondiente, lo que sugiere que la actividad GPX no estd afectada por la

acumulacién de cianuro.

114



Resultados

N

wv w
—

—

L 2w

N

[y

o
0]

(=)

Actividad especifica (U/mg peso fresco)
=
wv

wt cas-cl scn1-1 scnl-1 rhd2 rhd2
cas-c1 cas-cl

Figura 35. Determinacién de la actividad GPX en raices de A. thaliana. Se determind la actividad
GPX en extractos proteicos totales obtenidos a partir de raices de plantas silvestres y mutantes de
desarollo de pelo radical cultivadas durante 14 dias en placas verticales de medio MSS. Los valores son
medias * SD de tres ensayos independientes.

3.3  Modificacion post-traduccional: la S-Cianilacién

El anion CN" puede reaccionar quimicamente con disulfuros alifaticos como la cistina o con
péptidos que contienen enlaces disulfuros mediante ataque nucleofilico a dichos puentes
disulfuros, formando el correspondiente tiocianato. En el caso de los residuos de cisteina
presentes en las proteinas, se produce una cisteina cianilada (R-SCN) (Gawron and Fernando,
1961; Wagner and Davis, 1966). Esta modificacion post-traduccional se ha denominado S-
cianilacion.

Mediante el analisis quimico de formacidn de 2-iminotiazolidina, basado en la sensibilidad del
enlace peptidico adyacente a una cisteina S-cianilada al corte por NHsOH (Catsimpoolas and
Wood, 1966; Garcia et al., 2019), nuestro grupo identifico en hojas de plantas silvestres tratadas
y sin tratar con ACC al menos 88 proteinas diferentes que presentaban esta modificacién, como
la ciclofilina cloroplastica CYP-20 o la enolasa ENO2. La S-cianilacion de estas enzimas tiene

efecto contrario, inhibiendo e induciendo su actividad, respectivamente (Garcia et al., 2019).

Para profundizar en el mecanismo de accion del cianuro, se abordd una aproximacion
protedmica mediante espectrometria de masas de alta resolucién con objeto de identificar
posible proteinas dianas de esta modificacién e identificar aquellos procesos celulares alterados
y que expliquen los fenotipos observados en el mutantes cas-c1. De este modo, se identificaron

62 proteinas S-cianiladas (Garcia et al., 2019).
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Con objeto de reducir la complejidad del sistema en estudio, se analizaron dos subproteomas
de la planta. Por un lado, y dado que la enzima CAS-CL1 se localiza en la mitocondria y por lo
tanto este podria ser el orgadnulo donde el cianuro ejerciera su accion, se obtuvieron muestras
proteicas de extractos enriquecidos en mitocondrias de raices de plantas silvestres y mutantes
cas-cl. Por otro lado, y dado que la mutacion cas-c1 produce una alteracion en el desarrollo
del pelo radical, se analizé el proteoma de células aisladas de pelos radicales tanto en plantas
silvestres como en mutantes cas-c1. En ambos casos, se estudiaron tanto las alteraciones en el
proteoma como la presencia de proteinas modificadas post-traduccionalmente mediante S-

cianilacion.

3.3.1 Analisis proteémico mitocondrial

Para caracterizar los cambios que induce la mutacion cas-cl en el proteoma, se analizé la
composicién y abundancia relativa de las proteinas de muestras enriquecidas en mitocondrias
mediante la tecnologia, libre de marcaje, SWATH-MS. Se obtuvo la fraccion mitocondrial de
muestras de raices de plantas silvestres y mutantes cas-c1 cultivadas durante 90 dias en cultivos
hidropénicos tratadas durante 24 h con ACC para inducir la generacion de cianuro. Se
extrajeron las proteinas de las fracciones mitocondriales y se sometieron a una digestion triptica
para posteriormente analizarlas por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masa
de alta resolucién LC-MS/MS. Se analizaron tres réplicas biolégicas de cada una de las lineas

vegetales.

Tras la digestion, se analizaron los péptidos mediante una aproximacion DDA (Data
Dependent Acquisition) para generar una libreria de espectros de fragmentacion de las muestras
a analizar. Se identificaron 11222 péptidos (1% FDR y 96% confidencia) correspondientes a
1734 proteinas (1% FDR) (Tabla S1). Un andlisis de enriquecimiento de las proteinas
identificadas mediante DDA, mostré una alta representacion de proteinas mitocondriales
(Tabla S2).

Para la cuantificacion por SWATH, las muestras se analizaron por duplicado (dos réplicas
técnicas de cada una de las tres réplicas bioldgicas) mediante un método DIA (Data
Independent Acquisition), usando las mismas condiciones cromatograficas utilizadas para
generar la libreria. Se cuantificaron 2901 péptidos y 1132 proteinas (Tabla S3). De estas, 551
fueron estadisticamente diferentes con un valor de p < 0,05. De este grupo, 97 proteinas eran

mas abundantes en las muestras silvestres (fold change > 1,5) y 71 méas abundantes en cas-cl
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(fold change < 0,66). Ademas, se detectaron 354 proteinas que solo estaban presentes en

muestras silvestres (Tabla S4) y 282 solo presentes en cas-c1 (Tabla S5).

Se analizaron y clasificaron funcionalmente las 354 y 97 proteinas ausentes y menos
abundantes en cas-cl, respectivamente, usando la nomenclatura del programa MapMan
desarrollada por (Klie and Nikoloski, 2012). Esta nomenclatura cataloga las proteinas en 28
grupos funcionales diferentes (Tabla S6). En este andlisis, el grupo mas numeroso de proteinas
(17,1% del total) correspondia a la categoria de “proteinas generales” (bin 29) que incluye
sintesis y degradacion de proteinas, dianas subcelulares y modificaciones post-traduccionales.
Muchas de las proteinas identificadas estan relacionadas con la respuesta inmune y el estrés
bidtico (Fig. 36A). Por otra parte, la clasificacion segin su ontologia génica (GO) muestra un
grupo muy importante de proteinas (13,3%) relacionadas con sefializacion, de las cuales 26
estan involucradas en la respuesta a patdgenos: proteinas quinasas ricas en leucina, proteinas
receptoras "Domain of unknown function 26” (DUF26) y lectina quinasas (Fig. 36B; Tabla
S6).
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Figura 36. Ruta de sefializacion y componentes involucrados en el estrés bidtico de las proteinas
ausentes y menos abundantes en cas-cl. A) Los rectdngulos azules representan las proteinas
clasificadas en el grupo “estrés bidtico” en el GO de Mapman. B) Los rectangulos azules representan
las proteinas clasificadas en el grupo “receptores quinasas unidos a membrana” de la categoria funcional
de proteinas con funcion sefializadora en el GO de Mapman

Igualmente, se clasific6 mediante el programa MapMan el grupo de proteinas presentes (282
proteinas) y mas abundantes (71 proteinas) en las muestras procedentes del mutante cas-c1 que
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en las muestras procedentes de plantas silvestres, formado por un total de 353 proteinas (Tabla
S7). De nuevo la categoria mas representada fue “proteinas generales”. Al usar la herramienta
PANTHER DB (Mi et al., 2017) se detectd un enriquecimiento de 9,52 veces en proteinas
involucradas en la regulacion del metabolismo de los carbohidratos (NF-YC1, NF-YC3, NF-
YC4 y NF-YC9), de 9,33 veces en proteinas del catabolismo de los aminoacidos y de 7,35

veces en proteinas de fagocitosis y trafico de membranas (Tabla suplementaria S8).

Para determinar la relevancia funcional de la mutacién cas-cl en la fisiologia y desarrollo de
la planta, se analizaron las posibles interacciones proteina-proteina en el conjunto de 353
proteinas mas abundantes en el mutante cas-c1 con respecto al silvestre, mediante la base de
datos STRING v10.5 (Szklarczyk et al., 2015) (Fig. 37). Se observaron 295 interacciones que
se detallan en la figura 37. Se detectaron 4 nodos claramente diferenciados y conectados

bioldgicamente entre ellos:

e Nodol (amarillo): ribonucleoproteinas.

e Nodo 2 (rojo): proteinas del complejo del espliceosoma conectadas mediante la
ubiquitin-ligasa E3 MAC3B a otro grupo de quinasas dependientes de ciclina (CDKCL,
CDKC2, CDKD1, CDKD3) y proteasas especificas de ubiquitina (UBP12 y UBP13).

e Nodo 3 (azul): biosintesis de lignina (EL13-2, CYP84A1y IRX4) y peroxidasas (PER7,
PER16, PER23, PER27, PER32, PER44, PER45 y PER49).

e Nodo 4 (verde): proteinas del sistema de endomembranas, proteinas reguladoras del
trafico de membrana, RAB GTPasas y los factores de transcripcion NF-YC1, NF-YC3,
NF-YC4 y NF-YC9, que regulan la expresion de determinados genes por acetilacion y

metilacion de histonas.
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Figura 37. Red de interacciones en las proteinas méas abundantes en cas-cl. Las proteinas estan
representadas por circulos y las interacciones por lineas. Las lineas discontinuas representan
interacciones entre componentes de diferentes nodos.

Por otra parte, se estudio la presencia de S-cianilacién en las muestras enriquecidas en proteinas

mitocondriales buscando péptidos que presentaran un incremento de masa de 25,0095 Da en

los espectros de fragmentacion, correspondiente al peso molecular del residuo -CN. En total,

se identificaron 13 péptidos que correspondian a 11 proteinas S-cianiladas. De las 11 proteinas

S-cianiladas, 7 estaban presentes en ambos fondos genéticos. Ademas, se detectaron 2 proteinas

S-cianiladas en las muestras silvestres que no se detectaron en cas-cl y otras 2 proteinas S-

cianiladas presentes en cas-c1 no identificadas en las muestras silvestres (Fig. 38).
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silvestre cas-c1

2
(18.2%)

. . . . Forma parte del complejo | NADH deshidrogenasa de la cadena respiratoria
Anhidrasa carbonica mitocondrial . . . .
(GCALY) At5¢63510 mitocondrial (Subrahmanian et al., 2016) y esta involucrada en desarrollo de
la planta (Wang et al., 2012; Fromm et al., 2016).
Involucrada en la sintesis de terpenos que sirven de barrera quimica y fisica
Terpenoide sintasa 22 (TPS22) At1g33750 para los insectos fitofagos o ponedores de huevos (Keeling and Bohlmann,
2006; Heiling et al., 2010).
Proteina Locus Descripcion
Tubulina o2 (TBA2) At1g50010
Tubulina a3 (TBA3) At5g19770
Tubulina a4 (TBA4) At1g04820 Da origen a los microttbulos.
Tubulina a5 (TBA5) At5g19780
Tubulina a6 (TBA6) At4g14960
Peroxidasa 69 (PER69) At5g64100 o o
_ Participan en la respuesta a estreses oxidativo.
Peroxidasa 59 (PER59) At5g19890
B-Glucosidasa 21 (BGLU21) Atl1g66270 . o ]
_ Constituyentes de los cuerpos del reticulo endoplasmico inducidos por las
B-Glucosidasa 22 (BGLU22) At1g66280 .
_ heridas (Yamada et al., 2009).
B-Glucosidasa 23 (BGLU23) At3g09260
Esterasa/lipasa 22 (GLL22) At1g54000 Participa en el catabolismo de lipidos.
Pertenece a la familia de las fitocianinas, que participan en la explosion
. oxidativa desencadenada durante la infeccién de un patdgeno y en el
Uclacianina (BCB2) At2g44790 . o
entrecruzamiento y solubilizaciéon de los compuestos de la pared celular
(Nersissian et al., 1998).
o Participa en la defensa a la infeccién por hongos y promueve la muerte celular
Cistein proteasa (RD21A) Atlg47128 . .
programada (Balakireva and Zamyatnin, 2018).
y Proteina clave en la sintesis proteica, ya que envia los ARNt amino acilados al
Factor de elongacion 1A2 (EF1A2) At1g07930 . .
ribosoma (Aleksandrov and Field, 2013).

Figura 38. Proteinas S-cianiladas en muestras enriquecidas en mitocondrias. (A) Diagrama de
Venn de las proteinas S-cianiladas en las muestras enriquecidas en mitocondrias. El circulo color azul
representa las proteinas S-cianiladas identificadas en al menos una de las tres réplicas bioldgicas de las
muestras silvestres analizadas y el circulo amarillo las de las muestras cas-c1 (B) Lista de las proteinas
S-cianiladas en las muestras enriquecidas en mitocondrias.
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Entre las 7 proteinas S-cianiladas identificadas en ambos fondos genéticos encontramos tres -
glucosidasas (BGLU21, BGLU22 y BGLU23), la proteina involucrada en el catabolismo de
lipidos GLL22, la cistein-proteasa RD21A, el factor de elongacion EF1A2, y la uclacianina
BCB2. Las dos proteinas presentes exclusivamente en las muestras silvestres son la anhidrasa
carbonica y mitocondrial (GCALT1) y la terpenoide sintasa 22 (TPS22). En este grupo podemos
incluir a BCB2, ya que se encuentra cianilada en las tres muestras silvestres y solo en una de
las mutantes cas-cl. Las proteinas tubulina 02-6 (TBA2-6) y peroxidasa 59 y 69 (PER59 y
PER69) se encuentran S-cianiladas Unicamente en las muestras cas-cl. La cistein-proteasa
RD21A, involucrada en la defensa a la infeccion por hongos, se encuentra S-cianilada en todas
las muestras cas-c1 pero solo en una muestra silvestre. La S-cianilacion de esta proteina podria
estar afectando negativamente a su actividad, lo que explicaria la mayor sensibilidad del
mutante cas-c1 al hongo Botritys cinerea descrita (Garcia et al., 2013).

3.3.2 Analisis proteémico del pelo radical

Para realizar el analisis proteémico de pelos radicales se aislaron protoplastos de raices de
plantas silvestres y mutantes cas-cl que expresaban la proteina GFP bajo el control del
promotor COBL9 (COBRA-like protein 9) (Fig. 39), que dirige la expresion de manera

especifica a células de pelos radicales (Brady et al., 2007).

50 um 50 um

Figura 39. Expresion de la GFP bajo el promotor COBL9 en plantas silvestres transformadas con la
construccion pCOBL9:GFP (A) y plantas mutantes cas-cl cruzadas con las plantas silvestres
transformadas con pCOBL9:GFP (B), ambas cultivadas durante 6 dias en medio MSS. Escala =50 um
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Mediante citometria de flujo de células activadas por fluorescencia (FACS) se aislaron 1 x 108
protoplastos de tres réplicas independientes de raices de plantas silvestres y mutantes cas-cl
expresando la construccion pCOBL9:GFP. Las proteinas extraidas de cada muestra se
digirieron con tripsina y los peptidos resultantes se analizaron por LC-MS/MS para la

identificacion de proteinas y de péptidos S-cianilados.

En las muestras silvestres se han identificado (FDR<1%) 3829 proteinas, lo que representa mas
del 10% del proteoma total de Arabidopsis. En ensayos previos en los que se analizo el
proteoma de la raiz completa mediante una aproximacién experimental similar, se identificaron
1387 proteinas en el pelo radical (Petricka et al., 2012), de las cuales el 90% han sido también

identificadas en este trabajo.

La clasificacion GO de procesos biologicos de las proteinas identificadas en las muestras de
plantas silvestres muestra que la mayoria de estas proteinas estan involucradas en procesos
celulares y metabdlicos, pero encontramos un importante subgrupo de proteinas implicadas en
la respuesta a estimulos (Fig. 40). El andlisis de enriquecimiento GO de estas muestras
silvestres muestra, ademas, una sobrerrepresentacion de procesos metabolicos UMP (uridina
monofosfato) y GTP (guanosina trifosfato) y la biosintesis del ribonucledsido pirimidina
monofosfato y 5-fosforibosa 1-difosfato (Tabla S9).
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Figura 40. Clasificacion funcional por procesos bioldgicos de las proteinas identificadas en las
muestras silvestres del pelo radical.
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El analisis de las muestras de los pelos radicales del mutante cas-c1 permitio identificar 3963
proteinas (Tabla S10), de las cuales 3478 eran comunes a las identificadas en los pelos radicales

silvestres (Fig. 41).

silvestre cas-cl

Figura 41. Diagrama de Venn comparativo de las proteinas identificadas en las muestras
silvestres y mutantes cas-c1 del pelo radical.

Por lo tanto, se identificaron 310 proteinas que solo estaban presentes en los pelos radicales de
las plantas silvestres y 457 proteinas que estaban presentes solo en los pelos radicales de los
mutantes cas-c1, lo que indica que la supresion de la actividad CAS-C1 provoca importantes
cambios en el proteoma del pelo radical. El analisis de enriquecimiento de GO de estas 457
proteinas presentes solo en las muestras cas-c1 muestra un enriquecimiento en proteinas
involucradas en el transporte de RNA al ndcleo y la biosintesis de desoxirribonucledtidos,
splicing de mRNA y procesamiento (Tabla S11). La bdsqueda de estas proteinas en las bases
de datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) muestra que en las muestras
cas-cl se encuentra sobre-representada la ruta del espliceosoma con 22 proteinas, la ruta de
transporte de RNA con 12 proteinas y la de supervision del mRNA, con 9 proteinas (Fig. 42A).
Este grupo de 22 proteinas del espliceosoma incluye componentes del complejo de las
ribonucleoproteinas nucleares U1, U2, U4, U5, U6, como SPF3y YLS8; el complejo Prpl9y
las helicasas de RNA Prp2 y Prp22 (Fig. 42B).
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Figura 42. Proteinas sobre-representadas en las muestras mutantes cas-cl de pelos radicales
usando la base de datos KEGG. A) Listado de proteinas sobre-representadas en las rutas del
espliceosoma, del transporte de RNA y de supervision del mRNA. B) Representacion grafica de la ruta
del espliceosoma extraida de la base de datos KEEG asi como las proteinas involucradas en esta ruta.
Las proteinas identificadas solo en cas-c1 se muestran en color rosa.
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En este grupo de 457 proteinas identificadas solo en los pelos radicales cas-cl se analizaron,
ademas, la red de interacciones proteina-proteina mediante la base de datos STRING v10.5,
observandose 611 interacciones, usando la maxima confianza (interaction score > 0,900). El
andlisis destaca al menos tres grupos (o clusters) de proteinas bioldgicamente interconectadas.
Uno de los grupos con 27 proteinas incluye 22 de las proteinas que participan en la ruta del
espliceosoma (Fig. 43, nodos verdes) descritas anteriormente. Este grupo esta conectado a un
segundo subgrupo a través de la subunidad alfa de la RNA polimerasa NRPB11 que contiene
28 proteinas implicadas en la biogénesis de los ribosomas, y el procesamiento al ntcleo de los
rRNA, tales como la 3-5"-exonucleasas CER7 y RRP41L (Fig. 43, nodos turquesas).
Finalmente, un tercer grupo incluye proteinas implicadas en varios procesos metabolicos tales
como la glicolisis, asi como 6 proteinas componentes del complejo THO implicadas en
transporte de proteinas al nucleo, como ALY4 y TEX1 (Fig. 43, nodos rojo).
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Figura 43. Interacciones de las proteinas presentes Gnicamente en los pelos radicales del mutante
cas-c1. Los circulos representan proteinas y las lineas interacciones. Las lineas discontinuas representan
interacciones entre components de diferentes nodos.

126



Resultados

La busqueda de péptidos S-cianilados identificd 25 proteinas S-cianiladas en los pelos radicales

de las raices de plantas silvestres y 32 en el mutante cas-c1 (Tabla S12, Fig. 44).

A

silvestre cas-cl
B
Proteina Locus Descripcion
Adenosil-L-homocisteina
. At4g13940 . L - . -
hidrolasa (SAHH1) Implicada en el silenciamiento génico a través de la metilacion
Adenosil-L-homocisteina de ADN
At3g23810
(SAHH2)
Disulfuro isomerasa (PDIL Pertenece a la familia de las tioredoxinas, involucradas en el
At3954960
1-3) control redox
Serina
hidroximetiltransferasa 4 At4g13930 | Cataliza la interconversion de serina y glicina
(SHMA4)
UDP-glucosa 6- . .
] At5g15490 | Implicada en la biosintesis de la pared celular
deshidrogenasa
Receptor de quinasa ¢ Involucrada en las respuestas a hormonas y procesos de
) At1g18080
activada 1A (RACK1A) desarrollo
Cadena f de la succinil . . . . -
) At2920420 | Participa en el ciclo de los acidos tricaboxilicos (TCA)
CoA ligasa
Pertenece a la familia de las importinas, que forman parte del
) NPC. Y regulan a las kinesinas, unas proteinas involucradas en
Transportin 1 (TRN1) At2916950 N
la produccion de la pared celular (Zhu et al., 2015) y el transporte
vesicular (Ganguly et al., 2018).
) Participa en la despolimerizacién de actina inhibiendo a ADF
Transducina At3g18060 ) o
(actin depolymerizing factor)
Ubiquitin ligasa At2g33340 | Involucrada en la inmunidad innata de la planta
Piruvato deshidrogenasa Cataliza la conversion del piruvato a acetyl-CoA, el sustrato de
At5g50850

(MAB1)

entrada del ciclo de los acidos tricaboxilicos (TCA)
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) ) Pertenece a la familia de las tioredoxinas, involucradas en el
Tioredoxina 3 (TRX 3) At5g42980
control redox

UDP-N-acetilglucosamina o o
) ) Atl1g31070 | Participa en la biosintesis de la pared celular
pirofosforilasa

Familia proteica de la
epimerasa At3g53580 | Participa en la biosintesis de L-lisina

diamonipimelato

) . Amino oxidase de cobre localizada en el peroxisoma e
Amino oxidasa de cobre At2942490 | | . .
involucrada en la formacion de raices laterales

ATPasas At3928715 | Responsables de la acidificacion de varios compartimentos
ATPasas At3g28710 | intracelulares y participan ademas en la produccion de energia
Inositol 1,3,4-trisfosfato Segundo mensajero de la transduccion de la sefial celular, que
) At5g16760 o o )
5/6-quinasa participa en la movilizacién del Ca?* (Tsui and York, 2010).
Factor de inicio de la
» At1g69410
traduccion (EIF5A-3) o » )
Participa en la traduccion proteica
Factor de inicio de la
At1g13950

traduccion (EIF5A-1)

Ubiquitin fusion
degradation (UFD1)
RNA-editing factor
interacting protein 1 At3g15000 | Participa en la edicion de RNA del cloroplasto y la mitocondria
(RIP1)
Glutation transferasa
(GST12)
Tioredoxin reductasa
dependiente de NADPH At4935460
(NTR1)

At2g21270 | Implicada en procesos catabolicos dependientes de ubiquitina

Atl1g27130 | Involucrada en la respuesta a patdgenos

Pertenece a la familia de las tiorredoxinas, involucradas en el

control redox

Figura 44. Proteinas S-cianiladas en muestras de pelos radicales. (A) Diagrama de Venn de las
proteinas S-cianiladas en las muestras de pelos radicales. El circulo color azul representa las proteinas
S-cianiladas identificadas en al menos una de las tres réplicas biologicas de las muestras silvestres
analizadas y el circulo amarillo las de las muestras cas-cl (B) Lista detallada de las proteinas S-
cianiladas en las muestras de pelos radicales del mutante cas-cl.
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V. DISCUSION

Los resultados de esta tesis doctoral aportan nueva informacion sobre la funcion reguladora del
cianuro en dos procesos fundamentales de la planta A. thaliana, como son el desarrollo del pelo
radical y la respuesta a patdégenos. Ademas, ponen de manifiesto un nuevo modo de accion del

cianuro a través de una nueva modificacion post-traduccional de proteinas: la S-cianilacion.

1. Funcion reguladora del cianuro en el proceso de formacion del pelo radical

La localizacion mitocondrial de la proteina CAS-C1 de Arabidopsis fue descrita por
Yamaguchi y sus colaboradores, utilizando una construccion que constaba del promotor
constitutivo CaMV35S fusionado a la secuencia N-terminal de la proteina CAS-C1l vy a la
proteina GFP. En esta tesis doctoral se ha simulado al maximo las condiciones in vivo de la
planta, incluyendo en la construccion el promotor de CAS-C1 y la secuencia codificadora
completa de la proteina CAS-C1. Asi pues, la construccion ProC1:CASC1-GFP utilizada nos
permitié confirmar la localizacion mitocondrial de la proteina CAS-C1 previamente descrita
(Yamaguchi et al., 2000), asi como obtener informacion adicional sobre su regulacién. Para
confirmar que la proteina de fusién se localizaba en la mitocondria, se realizaron tinciones con
el fluor6foro marcador de mitocondria Mitotracker Deep Red 633, y se constato que la sefial
de GFP coincidia con la sefial de dicho marcador. Ademas, observamos una acumulacion de la
proteina marcada en las mitocondrias de la punta del pelo radical durante su proceso de
formacion. En la punta del pelo radical en crecimiento, las vesiculas producidas por el RE y el
complejo de Golgi liberan mediante exocitosis polisacaridos y glicoproteinas de la pared
celular, asi como proteinas sintasas de componentes de la pared celular y transportadores de
membrana (Ketelaar et al., 2008). Este trafico vesicular requiere altos niveles de energia. Los
resultados obtenidos en esta tesis doctoral, junto con otros previos publicados por nuestro grupo
(Garcia et al., 2010), sugieren que la mitocondria, ademas de proporcionar la energia y ser
reservorio de Ca?* necesario para la elongacion, modula a través de la actividad CAS-C1 los
niveles de cianuro adecuados para la correcta elongacién del pelo radical. A diferencia de las
plantas silvestres, los mutantes de pelos radicales cas-cl, scnl-1 y rhd2 transformados con la
construccién ProC1:CASC1-GFP no presentaron acumulacidn de mitocondrias en la punta del

pelo radical.

Existen relaciones de epistasia entre los genes involucrados en la formacion del pelo radical y

CAS-C1, tal como muestran los analisis de transcripcion, los cruces genéticos y los ensayos de
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crecimiento con hidroxocobalamina. La expresion de CAS-C1 en el fondo scnl-1 se reduce
notoriamente mientras que aumenta en rhd2. Ademas, mientras que el fenotipo del cruce
genético scnl-1 cas-cl es idéntico al del mutante simple scnl-1, el del cruce rhd2 cas-cl es
equivalente al del mutante cas-c1. Estos resultados demuestran que la mutacién cas-cl es
epistatica sobre la mutacion rhd2 e hipostatica sobre scnl-1. Estas relaciones de epistasia se
confirmaron, ademas, cuando se realizaron ensayos de crecimiento con el antidodo del cianuro
hidroxocobalamina. La hidroxocobalamina es capaz de revertir el fenotipo de los mutantes cas-
cl y rhd2 cas-cl, pero no el del mutante doble scnl-1 cas-cl. Esto sugiere que el efecto
represor del cianuro es ineficaz en el fondo mutante scnl-1. Sin embargo, en el fondo mutante
rhd2, el cianuro ejerce una funcién represora, aunque los ensayos realizados en este trabajo
descartan que la NADPH oxidasa RHD2 sea su diana directa. De igual forma, en las etapas
iniciales de la formacion del pelo radical es necesaria la accion conjunta de una serie de factores
de transcripcion como RHDG6, una proteina clave en el inicio del crecimiento del pelo radical
asi como en la determinacion de la posicion donde este va a desarrollarse (Grierson et al.,
2014), o RSL4, una proteina regulada por RHD6 que regula el crecimiento polar de las células
(Vijayakumar et al., 2016; Marzol et al., 2017). Posteriormente, en la etapa de elongacion del
pelo radical participan multitud de proteinas implicadas en la biosintesis de la pared celular
como MRH5 y FLAG. Al analizar la expresion de los genes MHR5, FLA6, RHD6 y RSL4 en
raices de plantas silvestres y mutantes simples y dobles de pelo radical, se comprobé que todos
ellos estaban reprimidos en el mutante cas-c1, por lo que suponemos que la accién del cianuro

en el desarrollo del pelo radical debe tener lugar en etapas tempranas de este proceso.

Puesto que proponemos que la acumulacion de cianuro en las mitocondrias de la punta del pelo
radical produce defectos en el desarrollo del pelo radical, se analizaron los niveles de cianuro
en las plantas mutantes simples y dobles. Todas las lineas que presentaban la mutacion cas-cl
mostraron menor actividad CAS-C1y, como consecuencia, mayor acumulacién de cianuro que
sus parentales. EI mutante doble scnl-1 cas-cl presenta una mayor acumulacion de cianuro
que su parental scnl-1, a pesar de presentar fenotipos similares, demostrando que SCNL1 es
epistatico sobre CAS-C1 y que la acumulacion de cianuro no es la responsable del fenotipo del

mutante scnl-1.

Otro factor de suma importancia en la regulacion de la formacion del pelo radical es el etileno.
El etileno induce la elongacion del pelo radical mediante el control de los niveles de auxinas y
a través de EIN3, que se une fisicamente a RHDG6 y este activa a RSL4 (Feng et al., 2017).

Dado que el cianuro se co-produce con el etileno (Wang et al., 2002), su acumulacién en el
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mutante cas-c1 podria inducir la represion de la sintesis de etileno, para asi reducir los niveles
de cianuro, creando un ciclo de retroalimentacion negativa, que explicaria el fenotipo de
ausencia de pelos radicales del mutante cas-cl. Sin embargo, a pesar de que los niveles de
etileno en las plantas portadoras de la mutacion cas-cl se reducen notoriamente, el aporte
exogeno de ACC en el medio de crecimiento no consigue revertir el fenotipo de pérdida de
pelos radicales en los mutantes cas-c1, y rhd2 cas-c1, demostrando asi que la reduccién en los
niveles de etileno asociada a la mutacion cas-c1 no es la responsable del fenotipo de falta de
pelos radicales.

A continuacion se muestra un modelo que detalla la posible participacion del cianuro en el

proceso de desarrollo del pelo radical (Fig. 45)

_ :

Microtibulos
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Vacuola droec CN!;- /
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@ Vesiculas de
JUUU RHD2 .. transporte ‘ ROps

Figura 45. Funcién reguladora del cianuro en el proceso de formacion del pelo radical. La
formacion del pelo radical se inicia con una protuberancia en cuya base se concentra reticulo
endoplasmico, actina filamentosa y las proteinas ROPs. SCN1 inhibe las ROPs, que son esenciales para
la produccion apical de ROS por parte de la NADPH oxidasa RHD2, que activan a su vez los canales
de entrada de Ca?". Ademas, se produce una bajada de pH que activa las expansinas y permite la
relajacion de la pared celular y la posterior elongacién. El cianuro, cuya concentracion es controlada
por la enzima mitocondrial CAS-C1, actuaria entre la accion de SCN1 y la produccion de ROS de
RHD2, bien favoreciendo la inhibicion de las ROPs por parte de SCN1 o inhibiendo la acumulacion de
ROPs o el posicionamiento apical de RHD2. Las lineas continuas sefialan relaciones ya establecidas y
las lineas discontinuas las relaciones propuestas.
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2. Funcion reguladora del cianuro en el proceso de respuesta a la infeccion por

patogenos

La acumulaciéon de cianuro y del transcrito CAS-C1 durante interacciones compatibles e
incompatibles con cepas virulentas y avirulentas de P. syringae mostrd que, mientras que en
infecciones con Pst DC3000 se produjo un aumento transcripcional del gen CAS-C1 y una
disminucion de los niveles de cianuro, en las infecciones con la cepa avirulenta Pst DC3000
avrRpm1l, capaz de desencadenar la ETI y, como consecuencia una HR que induce una PCD,
se produjo una represion transcripcional de CAS-C1 y un aumento de los niveles de cianuro
(Garcia et al., 2013). Durante esta tesis doctoral se ha profundizado en la regulacion de CAS-
C1 durante la respuesta de las plantas a bacterias compatibles e incompatibles mediante el uso
de la construccion ProC1:CASC1-GFP, que permitié observar la acumulacién y localizacion
de la proteina CAS-CL1 in vivo mediante la fluorescencia de la GFP fusionada. Los resultados
obtenidos confirman que el cianuro regula la respuesta a patdgenos especificamente durante

interacciones incompatibles.

Los andlisis transcriptomicos realizados previamente en nuestro grupo de investigacion
mostraron una clara regulacién por cianuro de la ruta de respuesta a patégenos biotrofos
mediada por SA, que coincidia con el aumento de la resistencia a patégenos biotrofos
observada en el mutante cas-cl, tanto en ensayos previos (Garcia et al., 2013), como en los
ensayos de resistencia a P. syringae realizados durante esta tesis doctoral. La produccion de
ROS por parte de la NADPH oxidasa ATRBOHD es necesaria para la correcta activacion de
la respuesta a patdgenos mediada por SA (Zhang et al., 2018). Asi pues, el mutante atrbohD3
presentaba unos niveles menores de SA, asi como una mayor susceptibilidad frente a la
infeccion con P. syringae que las plantas silvestres. Sorprendentemente, el doble mutante
atrbohD3 cas-c1 presentaba una resistencia a la infeccion considerablemente mayor que el
mutante simple atrbohD3, sugiriendo que la acumulacion de cianuro debida a la mutacién cas-
cl podria ser capaz de mimetizar o reemplazar el efecto de las ROS producidas por la NADPH
oxidasa en la activacion de las defensas de la planta. Sin embargo, esta mayor resistencia a la
infeccion presentada por atrbohD3 cas-c1 confronta con los infimos niveles de SA detectados
en este mutante. Dado que las mediciones de SA se realizaron en condiciones control sin
infeccion, serian necesarias mediciones de SA especificamente durante la infeccion para
esclarecer esta aparente contradiccion. Ademas, la mayor parte del SA es transformado a la
forma inactiva SAG por accién de las enzimas glucosil transferasas y almacenado

posteriormente en la vacuola (Lee and Raskin, 1998; Dean et al., 2005; Fu and Dong, 2013).
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Tras una infeccidn por un patogeno, el SAG almacenado puede ser rapidamente hidrolizado a
su forma activa SA y contribuir a la resistencia de la planta al patégeno (Fu and Dong, 2013).
Las mediciones de la acumulacion de la forma inactiva SAG podrian esclarecer si el reservorio
vacuolar de SAG estaria contribuyendo al aumento de la resistencia a la infeccion mostrado en
atrbohD3 cas-c1. Por el contrario, el cianuro no es capaz de mimetizar o sustituir el efecto del
SA, ya que tanto la linea sobreexpresora NahG como NahG cas-cl, ambas con niveles
reducidos de SA, mostraron mayor susceptibilidad a la infeccion con P. syringae que las
plantas silvestres. Estos resultados confirman que el cianuro es capaz de mimetizar o
reemplazar el efecto de las ROS producidas por la NADPH oxidasa en la activacion de las
defensas de la planta, pero no es capaz de mimetizar el efecto del SA, por lo que el aumento en
la resistencia a patdgenos biotrofos observado en el mutante cas-c1 depende de la acumulacion
de SA. También se ha observado una hipersensibilidad de cas-cl al SA que podria estar
produciendo una sobre-activacién de la respuesta dependiente de SA, y una sobre-activacion
por tanto, de la muerte celular asociada a la ETI, razon por la cual estas plantas desarrollarian
hipersensibilidad al SA. Los mutantes cas-c1 no presentan lesiones del tipo de la HR en
condiciones control (Garcia et al., 2013), pero es posible que induzcan la HR en respuesta a
una infeccion compatible y eso justifique su mayor resistencia a Pseudomonas e incluso su
sensibilidad a SA.

La proteina NPR1 es un regulador clave en la ruta de respuesta a patdgenos dependiente de SA
(Cao et al., 1997), pues controla la expresion de mas del 98% de las proteinas que participan
en esta ruta (Wang et al., 2006). Cuando se produce una infeccion por un patogeno, el SA
induce cambios en el estado redox celular que provocan la monomerizacion de NPR1 que entra
en el ndcleo e interacciona con los factores de transcripcion TGA, induciendo la expresion de
genes de defensa como los genes PR (Fu and Dong, 2013). NPR1 activa al gen PR-1 (Kinkema
et al., 2000; Johnson et al., 2003), que estd inducido transcripcionalmente en las plantas
mutantes cas-c1 en estado basal, segun resultados previos de nuestro grupo de investigacion
(Garciaetal., 2013). La proteina NPR1 era, por tanto, una candidata a la regulacién por cianuro.
La aplicacion exdgena de SA, asi como de sus andlogos biolégicamente activos como el acido
2,6-dicloroisonicotinico (INA), es ampliamente utilizada para inducir la monomerizacion de
NPRL1 en los ensayos in vitro (Mou et al., 2003; Tada et al., 2008; Lindermayr et al., 2010). El
uso de la construccion 2x35S:NPR1-GFP nos permitio analizar la expresion y localizacion
subcelular de la proteina NPR1 en el mutante cas-cl. Tanto antes como después de los

tratamientos con SA, el mutante cas-c1 mostr6 menor nimero de nucleos fluorescentes en el
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microscopio confocal que las plantas silvestres, lo cual indica que en las plantas cas-cl hay
menor cantidad de proteina NPR1 monomérica y por lo tanto funcional en el nucleo. La
inmunodeteccion de NPR1 confirm0 este resultado en todas las condiciones analizadas, a pesar
de presentar cas-c1 menor susceptibilidad a los patdgenos bidtrofos que las plantas silvestres.
Estos resultados demostraron que el aumento en la resistencia de cas-cl a la infeccion por
patogenos bidtrofos no se debe a la monomerizacion y entrada en el nucleo de la proteina
NPR1. Son muchas las proteinas que regulan la ruta de respuesta del SA independientemente
de NPR1 vy, por tanto, posibles dianas del cianuro, como SNI1, SSI2 o GRXC9 (Herrera-
Véasquez et al., 2015; Zhang et al., 2018). Se ha demostrado que la expresion de los genes de
respuesta temprana a SA es independiente de NPR1 (Blanco et al., 2005; Blanco et al., 2009).
La expresion de la glutation S-transferasa GST6 y la glucosil-transferasa IEGT también
parecen inducirse por SA independientemente de NPR1 (Uquillas et al., 2004). Se cree que la
ruta de regulacion independiente de NPR1 depende de la familia de factores de transcripcion
WHY (Desveaux et al., 2005; Vlot et al.,, 2009). Nuestros resultados muestran una
estabilizacion de la proteina NPR1 tras los tratamientos con SA, tanto en su forma monomérica
como oligomérica, quizas debido a su interaccion directa con la proteina NPR1 o bien evitando
su degradacion por parte de los pardlogos NPR3 y NPR4 (Fu et al., 2012). En la
inmunodeteccién de NPR1 también se observé que en condiciones basales (-SA), la cantidad
de proteina NPR1 oligomérica era menor en las plantas cas-c1 que en las plantas silvestres. Sin
embargo, tras el tratamiento (+SA), la cantidad de oligémero detectado, tanto endégeno como
de fusion, era més elevada en las plantas cas-c1 que en las plantas silvestres, lo que sugiere que
las plantas mutantes cas-cl responden mas eficazmente al SA. Este resultado es compatible
con nuestra conclusion de que el aumento de resistencia a patdgenos biétrofos del mutante cas-

cl es dependiente de SA.

Asi pues, se ha demostrado que el cianuro puede mimetizar la funcion de la NADPH oxidasa
ATRBOHD, probablemente mediante la produccion de ROS de origen mitocondrial, y que
modula la respuesta a la infeccion por patdgenos biétrofos de una forma dependiente de la
acumulacién de SA e independiente de la funcion de la proteina NPR1 (Fig. 46). Las proteinas
involucradas en la modulacién por cianuro de la respuesta a patdégenos bidtrofos son adn

desconocidas y su identificacion constituye una futura linea de investigacion de gran interés.
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Figura 46. Funcion reguladora del cianuro en la respuesta a la infeccién de patégenos biétrofos.
Las lineas continuas sefialan relaciones ya establecidas y las lineas discontinuas las relaciones
propuestas.

3. Mecanismo de accién del cianuro

Uno de los objetivos de esta tesis doctoral ha sido tratar de esclarecer los mecanismos de accién
subyacentes a la regulacion por cianuro observada en los dos procesos bioldgicos estudiados.
El cianuro posee una alta afinidad por las metaloproteinas y puede inhibir la citocromo c
oxidasa y la cadena de electrones mitocondrial (Antonini et al., 1971; Donato et al., 2007).
Aunque la oxidasa alternativa provee una ruta alternativa al transporte de electrones para
reducir el oxigeno, esta no estd acoplada a sintesis de ATP, por lo que la intoxicacién con
cianuro esté asociada a una reduccion en los niveles de ATP (Mclntosh, 1994). Dado que el
proceso de formacién del pelo radical requiere altos niveles de energia, cabia la posibilidad de
que el efecto del cianuro en este proceso se limitara a una mera inhibicion de la fuente de
energia. Sin embargo, tanto resultados previos del grupo que indicaban que la respiracion no
se encuentra disminuida en el mutante (Garcia et al., 2010) como la determinacion de los
niveles de ATP realizada en esta tesis doctoral, demuestran que el fenotipo de las plantas cas-
cl no se debe a una disminucion drastica en los niveles de ATP y por tanto a la limitacion en

la energia disponible en la célula.
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Las alteraciones en el desarrollo del pelo radical observada en el mutante tampoco pueden
explicarse aparentemente por la interaccion del cianuro con metaloproteinas. El control del
balance redox en la raiz es critico para su diferenciacion y elongacion (Sundaravelpandian et
al., 2013). Las ROS producidas por la ferroproteina NADPH oxidasa RHD2 regulan el
crecimiento de la raiz; el Oz se acumula preferencialmente en la zona de elongacion de la raiz
y excepcionalmente en la zona meristematica, mientras que el H20. lo hace en la zona de
diferenciacion (Dunand et al., 2007; Tsukagoshi et al., 2010). En el pelo radical, tanto el O
como el H20- favorecen su crecimiento. Ambos se acumulan en la punta de la protuberancia
inicial, y esta acumulacién se mantiene posteriormente durante la etapa de elongacion
(Foreman et al., 2003; Carol et al., 2005). A pesar de que el fenotipo de los mutantes rhd2 cas-
cly cas-cl es indistinguible, solo este tltimo acumula H>O2, demostrando asi la independencia
de la mutacion cas-c1 de la acumulacion de H202. Ademas, si la acumulacion de H20: en los
mutantes cas-c1 y scnl-1 cas-c1 estuviese relacionado con la formacidon del pelo radical, ambos
mutantes deberian presentar pelos radicales més largos (Dunand et al., 2007; Zhao et al., 2016).
El anélisis genético realizado en este trabajo indica que CAS-C1 parece actuar en una etapa
intermedia entre la accion de SCN1 y la de RHD2, y su funcién reguladora cadena abajo de
SCN1 no esta relacionada con la inhibicion de la actividad NADPH oxidasa de RHD2 ya que
las lineas mutantes scnl-1 y scnl-1 cas-c1l muestran niveles equivalentes de acumulacion de
O2". De igual forma, cuando se analizaron los niveles de actividad NADPH oxidasa en las
plantas mutantes cas-c1, asi como en plantas silvestres tratadas y sin tratar con KCN, no se

observo ninguna diferencia en los valores de actividad NADPH oxidasa.

No podemos descartar, sin embargo, que CAS-C1/HCN pudieran ejercer algun efecto inhibidor
sobre otras proteinas dianas del anion CN'. Las peroxidasas participan junto con AtrbohC en

el control redox celular (Camejo et al., 2016). Generalmente, las peroxidasas catalizan la
reduccién del H2O, hasta H,O pero también pueden producir H202, O y OH" tomando
electrones de moléculas donadoras como compuestos fenolicos, precursores de la lignina o
auxinas. Asi pues, las peroxidasas pueden oxidar varios sustratos en presencia de HO2 y
participar en reacciones que inhiben el crecimiento, pero también pueden producir ROS y
participar en la relajacion de la pared celular y la elongacién del pelo radical (Chen and
Schopfer, 1999; Schopfer et al., 2002; Liszkay et al., 2003; Liszkay et al., 2004; Passardi et al.,
2004). Los valores de actividad peroxidasa en raices medidas en este trabajo no presentan
variaciones en el mutante cas-c1 con respecto a las plantas silvestres, asi como tampoco en los

mutantes dobles scnl-1 cas-cl y rhd2 cas-cl con respecto a los mutantes simples parentales,
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scnl-1y rhd2. Los resultados obtenidos desvinculan de nuevo el papel regulador del cianuro

en el proceso de formacion del pelo radical del estado redox celular.

Otro modo de accidn del cianuro se basa en la reactividad quimica de esta molécula con alquil
disulfuros. El anion CN™ puede atacar nucleofilicamente los puentes disulfuros de la cistina o
los puentes disulfuros de las proteinas para formar tiocianatos, dando lugar a residuos de
cisteina cianilada. Recientemente, nuestro grupo ha demostrado la existencia de una nueva
modificacion post-traduccional en plantas, la S-cianilacion (Garcia et al., 2019). Tanto el
método quimico de la 2- iminotiazolidina como el analisis por espectrometria de masas de
extractos proteicos de raices de plantas silvestres tratadas con ACC detectaron la existencia de
esta modificacién. Sin embargo, el nimero de proteinas S-cianiladas identificadas fue limitado
y la mayoria de ellas eran proteinas abundantes, involucradas en procesos biosintéticos
primarios. Muchas modificaciones post-traduccionales como la carbonilacion, la nitrosilacion,
la persulfuracion o la nitracién, cuentan con métodos de marcaje quimico o con anticuerpos
especificos utilizados para su aislamiento e identificacion (Alvarez et al., 2011; Moller et al.,
2011; Zhang et al., 2014; Aroca et al., 2015; Aroca et al., 2017), pero en el caso de esta
modificacion, que nunca antes habia sido descrita en ningun organismo, no existen de momento
métodos de enriquecimiento especifico. Para solventar este problema, se abordaron dos
estudios subprotedbmicos tanto en fracciones enriquecidas en mitocondrias como en células
aisladas de pelos radicales, con objeto de dilucidar los mecanismos que inducen los fenotipos

observados en el mutante cas-c1.

El analisis protedbmico realizado en fracciones mitocondriales identifico en el mutante cas-cl
cambios en la abundancia de proteinas de procesos involucrados en las fases iniciales del
desarrollo del pelo radical, como las GTPasas y enzimas que modifican la pared celular
(Grierson et al., 2014). En este grupo se incluyen las proteinas RAB GTPasas, que destacan
por su papel en la regulacion del tréfico vesicular (Nielsen et al., 2008). Dado que la expansion
del pelo radical depende del trafico de componentes celulares hacia la punta del pelo radical,
los cambios en la composicion y/o actividad de las proteinas RAB GTPasas puede provocar
defectos en la formacion o movimiento de estas vesiculas secretoras. En el mutante cas-cl se
identificaron, ademas, proteinas involucradas en la biosintesis de lignina para la formacion de
la pared celular. Asi pues, en el mutante cas-c1 podria acumularse lignina impidiendo asi la
relajacion de la pared celular necesaria para el crecimiento apical del pelo radical (Mendrinna
and Persson, 2015). En el mutante cas-c1 se acumulan ademas, las peroxidasas 7, 16, 23, 27,

32, 44, 45 y 49. Como se ha indicado en el apartado anterior, las peroxidasas pueden oxidar
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varios sustratos en presencia de H.O> y participar en reacciones que inhiben el crecimiento,
pero también pueden producir ROS y participar en la relajacion de la pared celular y elongacion
del pelo radical (Chen and Schopfer, 1999; Schopfer et al., 2002; Liszkay et al., 2003; Liszkay
et al., 2004; Passardi et al., 2004). Por otra parte, los datos transcriptomicos previos de raices
(Garcia et al., 2010) muestran una represion de varios genes relacionados con la formacion del
pelo radical. Entre estos genes encontramos a MRH5, MRH6 y XTR9, asi como otras proteinas
que participan en la expansion y morfogénesis de la epidermis de la raiz. En conjunto, estos
resultados transcriptomicos y protedmicos son consistentes con una regulacion del cianuro de
la formacion del pelo radical alterando la dinamica de la pared celular propia del crecimiento
apical y evitando asi la elongacion del pelo radical. Esta posibilidad concuerda con el fenotipo

de ausencia de pelos radicales observado en el mutante cas-c1.

Otro proceso en el que el cianuro presenta un papel fisiologico es la respuesta a patdgenos
(Chivasa and Carr, 1998; Seo et al., 2011; Garcia et al., 2013). En la clasificacion GO de las
proteinas ausentes y menos abundantes en el mutante cas-cl con respecto a las plantas
silvestres destacan las proteinas que participan en sefializacion, donde se encuentra un grupo
de 26 proteinas de la familia RLK, receptores que intervienen en procesos de desarrollo y de
respuesta a patdgenos (Tang et al., 2017). Ademas, hay otras proteinas involucradas en estrés
bidtico que sufren cambios en el mutante cas-c1 como los factores de transcripcion POSF21 y
WRKY52/RRS1, que confieren resistencia a Ralstonia solanacearum (Williams et al., 2014),
y podrian explicar la mayor sensibilidad del mutante cas-c1 a los hongos necrétrofos. En la
ruta de respuesta a hongos necrétrofos interviene el factor de transcripciéon MYC2, regulado
por las enzimas desubiquitinadoras UBP12 y UBP13 (Jeong et al., 2017), ambas
sobrerrepresentadas en el mutante cas-c1. La mutacion cas-c1 también induce la acumulacion
de otro grupo de proteinas que incluye a MAC3B, un componente del complejo asociado a

MOS4 que regula la respuesta a patdgenos a traves de NPR1 (Monaghan et al., 2009).

En las muestras enriquecidas en proteinas mitocondriales se identificaron 11 proteinas S-
cianiladas. Las proteinas tubulina a2-6 (TBAZ2-6) y peroxidasa 59/69 (PER59/PERG9) se
encuentran S-cianiladas Unicamente en el mutante cas-c1. La tubulina es una proteina globular
dimérica que da origen a los microtubulos. Estos, junto con los microfilamentos de actina y los
filamentos intermedios participan en la organizacion del citoesqueleto celular. Los
microt(ibulos mantienen el gradiente de Ca®* en la punta del pelo radical y controlan la
direccion de crecimiento del pelo (Datta et al., 2011). Los tratamientos con compuestos que

inhiben o estabilizan los microtubulos como la orizalina o el taxol, provocan defectos en la
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formacion y orientacion de los pelos radicales (Sieberer et al., 2002; Grierson et al., 2014). La
S-cianilacion de la tubulina podria afectar a la polimerizacion de los microtubulos,
contribuyendo al fenotipo de ausencia de pelos radicales del mutante cas-c1. Recientemente,
se ha descrito que la modificacion de la Cys?®’ de la actina 2 por persulfuracion resulta en la
depolarizacion de los filamentos de F-actina y la inhibicion en el crecimiento del pelo radical
(Li et al., 2018), por lo que el citoesqueleto parece ser esencial en el crecimiento de dicha

estructura.

Por otra parte, las peroxidasas participan en la respuesta a estreses oxidativos, ya que catalizan

la reduccion del H>O> hasta OH" tomando electrones de moléculas donadoras (Hiraga et al.,
2001; Passardi et al., 2004). PER59/69 poseen 8 residuos de cisteinas formando 4 puentes
disulfuros que mantienen su estructura funcional (Mirza et al., 2000). La adicion de un residuo
de cianuro a alguno de estos puentes disulfuros podrian desestructurar la conformacion de la
proteina e inhibir la actividad, contribuyendo a la acumulacion de H.O> detectada en la raiz del
mutante cas-c1. Aunque las determinaciones de actividad GPX en raices realizadas durante
esta tesis doctoral no mostraron diferencias en el mutante cas-cl con respecto a las plantas
silvestres, hay gque sefialar que ambos genes presentan unos niveles de expresion muy bajos en
raices (base de datos TAIR).

La proteina cistein-proteasa RD21 fue detectada como S-cianilada en todas las réplicas cas-cl
pero solo en una réplica silvestre. Esta proteina participa en la defensa a la infeccidn por hongos
y promueve la muerte celular programada (Balakireva and Zamyatnin, 2018). Los mutantes
rd21 no muestran ningun efecto cuando se infectan con P. syringae; sin embargo, son mas
susceptibles a hongos necrotrofos como B. cinerea, demostrando que RD21 proporciona
inmunidad a los hongos necrotrofos (Shindo et al., 2012). RD21 es una proteina rica en cisteina
y 10 de los 21 residuos de su secuencia forman 5 puentes disulfuros estructurales esenciales,
susceptibles de ser S-cianilados. Esta proteina estd muy regulada post-traduccionalmente (Gu
etal., 2012), por lo que cambios en su estructura producidos por la S-cianilacion podrian inhibir
su actividad proteolitica, lo que explicaria la mayor sensibilidad del mutante cas-c1 al hongo

necrotrofo B. cinerea (Garcia et al., 2013).

El analisis protedmico realizado en células aisladas de pelos radicales ha aportado datos
funcionales adicionales de la proteina CAS-C1. En este estudio se identificaron mas de 3700
proteinas en cada una de las muestras, de las cuales 457 se identificaron en las muestras cas-

cl pero no en las silvestres, demostrando que la supresion de la actividad CAS-C1 y la
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consiguiente acumulacién de cianuro en el mutante cas-c1 provoca importantes cambios en el

proteoma del pelo radical (Garcia et al., 2010; Arenas-Alfonseca et al., 2018).

El andlisis de estas 457 proteinas mediante la base de datos KEEG mostr6 una sobre-
representacion de las proteinas implicadas en la ruta del espliceosoma, la de transporte de RNA
y la ruta de supervisién del mMRNA. El espliceosoma es un gran complejo formado por pequefias
ribonucleoproteinas nucleares (SNnRNPs) (Lorkovic et al., 2000) que procesan los intrones en el
pre-mRNA para convertirlo en el mMRNA maduro, etapa fundamental en la expresidn génica en
eucariotas. En este proceso intervienen también proteinas de union al RNA, ATPasas
dependientes de RNA, helicasas de RNA y proteinas quinasas. En pelos radicales del mutante
cas-cl se identificaron varias helicasas de RNA (AT1G27900; ESP3, AT1G32490), proteinas
de union al RNA (SR30, AT1G09140; AT2G02570; emb2444, AT2G18510; AT5G12190), y
otras proteinas involucradas en el procesamiento de intrones del mRNA. Muchas de las
proteinas del espliceosoma, identificadas exclusivamente en cas-cl, participan en diversos
procesos de desarrollo. La sobreexpresion de SR30, una proteina con dominios de union al
RNA y de interaccion proteina-proteina, provoca severos defectos morfolégicos y de
desarrollo, incluyendo floracion tardia, dominancia apical reducida, y cambios en el tamafio de
las hojas y la roseta (Lopato et al., 1999). De igual forma, alteraciones en los niveles de
expresion de U2AF35, una proteina clave en el reconocimiento del extremo 3™ del pre-mRNA,
causan fenotipos pleiotropicos que incluyen defectos en el tiempo de floracion, en la
morfologia de la hoja y en la forma de la flor y la silicua (Wang and Brendel, 2006). PRL1,
una proteina nuclear de la familia WD-40, regula la respuesta a glucosa y hormonas en
Arabidopsis (Németh et al., 1998). Por otra parte, las proteinas ALY participan como
adaptadoras en la salida de los MRNA desde el nlcleo hasta el citoplasma. Defectos en el
transporte nucleocitosélico provocan defectos en el crecimiento y desarrollo de la planta (Pfaff
et al., 2018). Un estudio profundo de la expresion génica en células especificas de raiz mostrd
una gran variacion en la presencia de RNAs con regiones intergénicas no codificantes que
contribuyen a la especializacion funcional de la célula, demostrando que el procesamiento
alternativo de intrones sirve para regular la diferenciacion (Li et al., 2016). Esta ademas bien
establecido que el procesamiento alternativo de intrones controla numerosos procesos en la
planta como el ritmo circadiano, el tiempo de floracion o la respuesta a sefiales
medioambientales (Szakonyi and Duque, 2018). Sin embargo, los mecanismos mediante los
cuales estos estimulos regulan el procesamiento alternativo de intrones no son conocidos. En

nuestro trabajo existen evidencias de que CAS-C1/HCN podria participar en la integracion
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respuestas hormonales (etileno) o metabolicas con la regulacion de proteinas implicadas en el

espliceosoma o el procesamiento y transporte de RNA.

Una de las proteinas susceptible de ser modificada por S-cianilacién es la proteina Transportin
1 (TRNZ1), identificada en el proteoma de células de pelos radicales, que contiene 22 residuos
de cisteina en su secuencia. TRN1 forma parte de complejo del poro nuclear, implicado en el
transporte de proteinas y RNAs al nucleo, y sirve como receptor de las secuencias de
localizacion nuclear (NLS). TRNL1 interacciona con varias nucleoporinas que conforman el
complejo del poro nuclear para el transporte de RNA, asi como con proteinas de union al RNA
involucradas en el procesamiento de intrones (Yan et al., 2016), ambos procesos sobre-
representados en las proteinas identificadas exclusivamente en los primordios de los pelos
radicales cas-c1. En Arabidopsis, se ha demostrado que TRNL1 es el receptor nuclear de GRP7
(Glycine-rich RNA-binding protein 7) y es capaz de interaccionar con AGO1 (Argonaute 1) y
de esta forma regular la actividad de miRNA (Cui et al., 2016). Otra proteina constituyente del
complejo del poro nuclear e identificada en los primordios de pelo radical del mutante cas-cl
es SEH1, una proteina clave en el trafico vesicular (Lee et al., 2006), que es un proceso de
suma importancia en el desarrollo del pelo radical. Estos resultados muestran que el splicing
del mMRNA y su correcto transporte al nicleo son criticos para el correcto desarrollo de la planta.

En esta tesis doctoral se ha profundizado en la funcion del cianuro en la regulacion de los
procesos de formacion del pelo radical y la respuesta inmune frente a patdgenos bidtrofos,
dependiente de SA, en la planta A. thaliana. El cianuro regula el desarrollo del pelo radical en
etapas muy tempranas de su desarrollo, entre la accién de SCN1 y la produccion de Oz por
parte de la NADPH oxidasa RHD2. Ademas, esta regulacién es independiente de ROS y de la
actividad NADPH oxidasa de RHD2. En la respuesta a patdgenos biétrofos modulada por SA,
el cianuro mimetiza la funcion productora de ROS de la NADPH oxidasa RHD2 y modula la
respuesta a la infeccidn por patdgenos biétrofos de una forma dependiente de la acumulacién
de SA e independiente de la funcion de la proteina NPR1. La regulacion de ambos procesos
podria llevarse a cabo a través de la modificacion post-traduccional de proteinas mediante la
S-cianilacion de residuos de cisteina. Los resultados protedmicos obtenidos son compatibles
con esta hipotesis aunque no podemos descartar que existan otros mecanismos de accion del

cianuro en procesos de sefializacion.
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Conclusiones

Las conclusiones obtenidas del trabajo realizado a lo largo de esta tesis doctoral se detallan a

continuacion:

1. El cianuro regula el desarrollo del pelo radical en etapas muy tempranas de su
desarrollo, entre la accién de SCN1 y la produccion de Oz por parte de la NADPH
oxidasa ATRBOHC/RHD?2. Esta regulacion es independiente de ROS y de la
actividad NADPH oxidasa de ATRBOHC/RHD?2.

2. El cianuro regula positivamente la respuesta a patdgenos bi6trofos mimetizando la
funcion de la NADPH oxidasa ATRBOHD. Esta regulacion es dependiente de la
acumulacién de SA e independiente de la funcion de la proteina NPR1.

3. Elcianuro intracelular modifica post-traduccionalmente algunas proteinas mediante
una nueva modificacion post-traduccional, la S-cianilacion, y puede constituir uno
de los mecanismos de accion de esta molécula en la regulacién del proceso de
desarrollo del pelo radical y la respuesta inmune frente a patégenos biotrofos, asi

como de otros procesos biologicos.
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