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RESUMEN

Existe un conflicto continuo entre los organismos vegetales y patdgenos de distinta
naturaleza. Para hacer frente a estos ataques, las plantas presentan barreras fisicas naturales y
acumulan diversos compuestos defensivos. La respuesta defensiva suele estar acompanada de
una rapida muerte celular en el sitio de infeccion y alrededores, formando parte de la respuesta

hipersensible, que es el sistema de defensa mas poderoso que tienen las plantas.

Los metabolitos secundarios de naturaleza fendlica juegan un papel muy importante en
la respuesta defensiva. Entre todos ellos, podemos destacar las cumarinas, compuestos que se
producen como mecanismo de defensa ante ataques patogénicos y estrés abidtico,
proporcionando a las plantas herramientas antimicrobianas y antioxidantes. El presente Trabajo
se centra en la escopoletina, una cumarina importante en Arabidopsis y descrita por primera
vez en tomate. Su acumulacion se ha correlacionado con la resistencia a diversos ataques,

tanto bidticos como abidticos.

La mayoria de las cumarinas en plantas superiores existen como glicoconjugados. La
glicosilacién es una de las modificaciones mas comunes de los metabolitos secundarios y se
lleva a cabo mediante unas enzimas denominadas glicosiltransferasas. La glicosiltransferasa de
tomate inducida por herida, Twil (7omato Wound Induced 1), tras ser purificada, mostrd
actividad /n vitro frente a las cumarinas escopoletina, umbeliferona y esculetina. Para estudiar
el papel de las cumarinas en la respuesta defensiva, se realizaron varios tratamientos exdégenos
en plantas con estos tres compuestos cumaricos en plantas de tomate ‘Moneymaker’ que
silencian 7wil. A su vez, para observar si la aplicacion exdgena de escopoletina puede afectar a
una infeccion patogénica, se infectaron con el virus del bronceado del tomate (TSWV) plantas

transgénicas con silenciamiento de 7wil.

Tanto los tratamientos exdgenos con distintas cumarinas, como la infeccion con TSWV
de plantas transgénicas con niveles alterados de compuestos fendlicos, han resultado ser
estrategias de gran utilidad en la realizacion de este Trabajo, permitiendo profundizar en el
estudio de la glicosiltransferasa Twil y en la funcién de la escopoletina en la respuesta

defensiva de las plantas frente a ataques patogénicos.



ABSTRACT

There is a continuous conflict between vegetal organisms and pathogens of different
nature. To cope with these attacks, plants have natural physical barriers and accumulate
various defensive compounds. This defensive response is usually accompanied by rapid cell
death at the site of infection and surroundings, making part of the hypersensitive response,

which is the most powerful defense system that plants have.

Secondary metabolites of phenolic nature play a very important role in the defensive
response. Among them, we can highlight coumarins, compounds which are produced as a
mechanism of defense against phatogenic attack and abiotic stress, providing the plants with
antimicrobial and antioxidative weapons. The present Project focuses on scopoletin, an
important coumarin in Arabidopsis and described in tomato for the first time. Its accumulation

has been correlated with resistance to various attacks, both biotic and abiotic.

Most coumarins in higher plants exist as glycoconjugates. Glycosylation is one of the
most common modifications of the secondary metabolites and it is carried out by enzymes
called glycosyltransferases. The tomato wound induced glycosyltransferase Twil, after being
purified, showed /n vitro activity against the coumarins scopoletin, umbelliferone and esculetin.
To study the role of coumarins in the defensive response, several exogenous treatments were
performed on plants with these three coumarins in *Moneymaker’ tomato plants which silenced
Twil. On the other hand, to observe whether exogenous application of scopoletin may affect a
pathogenic infection, 7wilI-silenced transgenic plants were infected with Tomato Spotted Wilt
Virus (TSWV).

Both exogenous treatments with different coumarins and the TSWV infection of
transgenic plants with altered levels of phenolic compounds have proven to be very useful
strategies in the development of this work, allowing to deepen in the study of the
glycosyltransferase Twil and in the function of scopoletin in the defensive response of plants to

pathogenic attacks.
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INTRODUCCION

1. El sistema defensivo de las plantas

1.1. Interaccion planta-patégeno

En cualquier habitat natural, existe un conflicto continuo entre los microorganismos
patdgenos y los organismos multicelulares de mayor tamano (Lam et a/,, 2001). En el caso de
las plantas, la protecciéon pasiva contra patdgenos que no estan especializados en atacar a un
huésped especifico consiste en la presencia constitutiva de una serie de capas cuticulares de
cera y una variedad de compuestos antimicrobianos. Estas defensas preexistentes suelen ser
suficientes para contener el ataque de un gran nimero de microorganismos potencialmente
patogénicos, aunque pueden no ser efectivas para otros. En esta situacion, la planta debe

activar mecanismos defensivos mas especializados.

La defensa de las plantas debe adaptarse para combatir dos tipos diferentes de
patdgenos. Los necrotrofos son patdgenos que producen compuestos toxicos y enzimas que
danan gravemente el tejido en el que se produce la invasién. Por el contrario, los bidtrofos se
alimentan inicialmente de plantas de manera parasita, manteniendo vivas las células del tejido
infectado durante una fraccién significativa del ciclo de vida del patégeno; esto a veces va
seguido, en los llamados hemibiotrofos, de una existencia mas necrotréfica durante etapas
posteriores de la infeccion (Walton, 1996; White et a/.,, 2000; Stuiver y Custers, 2001).

La respuesta defensiva se activa después del reconocimiento por las células vegetales
de moléculas (patrones) asociadas al patodgeno (Pathogen-Associated Molecular Patterns,
PAMPs) o mediante moléculas enddgenas liberadas por la entrada de patdgenos, conocidas
como DAMPs (Danger-Associated Molecular Patterns) (Boller y Felix, 2009; Dodds y Rathjen,
2010; Newmann et al., 2013; Jeandet et al, 2013). Las primeras respuestas después de la
induccion se caracterizan por procesos de sefalizacion que incluyen flujos de iones, cascadas de
protein-quinasas MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) (Pitzschke et al, 2009; Jeandet et
al., 2013) y la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Garcia-Brugger et al,, 2006;
Jeandet et al., 2013).

El reconocimiento entre planta y patdgeno viene controlado por la interaccidn especifica
entre los productos de los genes que codifican los denominados factores de avirulencia (Avr)
del patdgeno y los productos de los genes de resistencia de la planta (R), en la llamada
interaccion gen-a-gen (Flor, 1971; Dangl y Jones, 2001). Dicha interaccion resulta en el
establecimiento en la planta de un nuevo nivel defensivo, denominado ETI ( Effector Triggered
Immunity). En otras ocasiones la ETI se activa debido al reconocimiento, por parte de las

proteinas R, de la modificacién de otra proteina de la planta, producida por el patégeno. La
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proteina R actla en este caso detectando la alteracion de la proteina diana del efector
patogénico y promoviendo la respuesta defensiva de la planta, lo que se conoce como guard
hypothesis (Van der Biezen y Jones, 1998; Dangl y Jones, 2001; Jones y Dangl, 2006; van der
Hoorn y Kamoun, 2008) (Figura 1).

PTI ETS ETI ETS ETI
Alta
A A A
Limite HR
o |-t T N\ 77 ®. . ae 1 o oomene
- ®
3 e o
° Efectores i
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- - 90 00
E -------- A R e ettt et cmee cTete
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Baja ¢
000 ¢ Fase III
O PAMPs/DAMPs

Figura 1 — Modelo en zig-zag’ ilustrativo del sistema immunologico de las plantas. En la Fase I, la planta
detecta los PAMPs/DAMPs (Pathogen-Associated Molecular patterns/Danger-Associated Molecular Patterns)
mediante receptores de membrana PRRs (Pattern Recognition Receptors) inespecificos, lo que establece
mecanismos de defensa mediados por PAMPs (PTI, PAMP Triggered Immunity). En la Fase II, algunos
efectores patogénicos pueden interferir con la PTI, estableciéndose una susceptibilidad ligada a dichos
efectores (ETS, Effector-Triggered Susceptibility). En la Fase III, un determinado efector o factor de
avirulencia (Avr) es reconocido especificamente por una proteina NB-LRR, activando la inmunidad ligada a/
efector (ETI, Effector-Triggered Immunity). Esto suele resultar en una respuesta hipersensible (HR),
causando la muerte celular en el lugar de la infeccion (Adaptado de Jones y Dangl, 2006).

Cuando los correspondientes genes Ry genes Avrestan presentes tanto en el huésped
como en el patdgeno y se produce el reconocimiento especifico gen-a-gen, el resultado es una
interaccion de tipo /ncompatible, dando lugar a la resistencia a la enfermedad. En este caso, se
produce la muerte celular alrededor del punto de entrada, dando lugar a un rapido colapso del
tejido infectado e impidiendo la posterior expansion del patdgeno. Esta respuesta se conoce
como “reaccion hipersensible” (Hypersensitive Reaction, HR) y, en la mayoria de casos, va
acompanada de la activacion posterior de una resistencia sistémica adquirida (Systemic
Acquired Resistance, SAR) no especifica, a lo largo de toda la planta (Ryals et al., 1996;
Beckers y Spoel, 2006; Kachroo y Robin, 2013). Si cualquiera de estos dos genes esta inactivo o
ausente, lleva consigo la falta de reconocimiento, lo que produce una interaccién de tipo
compatible, dando lugar al desarrollo de la enfermedad (Flor, 1971; Dangl y Jones, 2001). En

este caso, se produce una infeccion de tipo sistémico y, al no producirse HR, no necrotizante.
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1.2. La respuesta defensiva de las plantas. La respuesta defensiva
local y la respuesta defensiva sistémica

La respuesta de las plantas ante un intento de infeccién por patdgenos microbianos
suele estar acompafiada de una rapida muerte celular en el sitio de infeccion y alrededores.
Esta respuesta estd asociada con la restriccion del crecimiento del patdgeno y representa una
forma de muerte celular programada (Programmed Celular Death, PCD) (Lam et al., 2001). La
PCD forma parte de la respuesta hipersensible y se clasifica segun criterios morfoldgicos de las
lesiones causadas por la muerte celular, asi como segin la supresién del crecimiento del
patégeno (Morel y Dangl, 1997; Heath, 2000a; Heath, 2000b; Lam ef a/., 2001). La respuesta
hipersensible es el sistema de defensa mas poderoso que tienen las plantas. Es una respuesta
defensiva altamente organizada, tanto temporal como espacialmente, que involucra la
produccion de especies reactivas de oxigeno (la llamada ‘explosion oxidativa”), la muerte
celular local, la elevada acumulacion de compuestos fendlicos y los refuerzos de la pared celular
en las células que rodean la zona de necrosis, y por Ultimo una induccion distal de la defensa
inducida, la cual previene que se produzcan nuevas infecciones en las partes mas distales de la
planta (Dorey et al., 1997; Costet et al, 1999; Morel y Dangl, 1997; Melchers y Stuiver, 2000;
Lam et al., 2001; Stuiver y Custers, 2001).

Las protein-quinasas se encuentran "corriente arriba” o independientes de la explosion
oxidativa, y presuntamente dan lugar a la activacién de factores de transcripcion que estan
latentes y son requeridos para la activacion de los genes de defensa (Drége-Laser et al., 1997;
Dangl y Jones, 2001). Las funciones de estos genes de defensa incluyen la biosintesis de acido
salicilico y de etileno, el fortalecimiento de la pared celular, la lignificacion, la produccion de
compuestos antimicrobianos y la respuesta hipersensible (Scheel, 1998; Lam et a/., 2001; Dangl
y Jones, 2001). Sin embargo, todavia no esta claro cudles de estos eventos son los mediadores
de la accion de los genes R, y cudles no lo son. Ademas de la resistencia local a la infeccion,
este conjunto de eventos puede conducir también a la creacion de resistencia sistémica

adquirida (Systemic Aquired Resistance, SAR) (Delaney, 1997; Dangl y Jones, 2001).

La SAR es una respuesta defensiva de larga duracién, inducida por una infeccién
localizada y que proporciona proteccion frente a un amplio espectro de patégenos (Grant y
Lamb, 2006; Jeandet et al, 2013). Se activa mediante una sefial sistémica que prepara los

tejidos distales frente a invasores similares (Amil-Ruiz et a/., 2016).

1.3. Seializacion de la respuesta defensiva de las plantas.
Interacciones entre las rutas de senalizacion

Durante los ultimos afios, la identificacién de los genes principales que actian en la
regulacion de la defensa de las plantas ha puesto de manifiesto que las plantas utilizan varias

rutas de defensa contra diferentes patdgenos (Delaney et al, 1994; Thomma et al, 2001;
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Pieterse y van Loon, 1999; Stuiver et al., 2001). En general, estas rutas se caracterizan por
emplear moléculas sefial que son cruciales en la regulacion de la expresion de las proteinas de
defensa (Uknes et a/., 1992; Stuiver et al., 2001). Compuestos como el acido salicilico (SA), el
acido jasmonico (JA) y el etileno (ET) regulan las rutas de defensa de las plantas para
desencadenar las respuestas apropiadas a los diferentes patdgenos. Mientras que la ruta
sefializada por SA se activa principalmente en respuesta a patégenos bidtrofos, la ruta mediada
por JA/ET se activa frente a patdgenos necrétrofos. Estas dos rutas son, en general,
antagonicas: la resistencia a bidtrofos estd a menudo correlacionada con una mayor
susceptibilidad a patdgenos necroétrofos, y una resistencia a necrdtrofos esta con frecuencia
correlacionada con una mayor susceptibilidad a patdgenos bidtrofos (Robert-Seilaniantz et al.,
2011; Amil-Ruiz et al., 2016).

El equilibrio en la comunicacién cruzada entre hormonas influye fuertemente en el
resultado de las interacciones planta-patdgeno, incluyendo el establecimiento de una inmunidad
sistémica eficaz. El acido giberélico (GA) provoca la degradacion de las proteinas DELLA
represoras del crecimiento, elevando la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
SA y atenuando la sefalizacién de JA (Achard et al, 2003; Navarro et al, 2006; Robert-
Seilaniantz et a/,, 2011). Aunque el JA es fundamental en la modulacién de la defensa frente a
patdgenos necrotrofos, esta a su vez implicado en otros aspectos de las interacciones planta-
patdgeno, incluyendo el establecimiento de la SAR (Truman et al., 2006; Robert-Seilaniantz et
al, 2011).

Las citoquininas (CK) promueven la resistencia frente a patdgenos bidtrofos mediante la
mejora en la respuesta de SA por medio de VPRI (Choi et al., 2010), gen que actla como
regulador de la sefalizacion de SA en defensa. La activacién de la sefalizacion de auxinas
desencadena la supresion de la biosintesis de SA y su sefializacion (Robert-Seilaniantz et al.,
2007; Robert-Seilaniantz et al, 2011). Reciprocamente, tratamientos exdgenos de SA
desencadenan la estabilizacion de las proteinas AUX-IAA (acido auxin/indol-3-acético) que
regulan negativamente la sefializacion de auxinas (Wang et a/., 2007; Robert-Seilaniantz et al.,
2011).

Por otra parte, la activacion de la biosintesis del acido abscisico (ABA) y sus rutas de
sefalizacion promueve la susceptibilidad frente a una gran cantidad de patdgenos (Asselbergh
et al., 2007; Ton y Mauch-Mani, 2004; Robert-Seilaniantz et a/,, 2011).

Todo indica, por tanto, que los patdgenos estan continuamente evolucionando para
poder superar los mecanismos de defensa de las plantas, mediante la alteracion de la compleja

comunicacién existente entre las diferentes rutas de defensa (Amil-Ruiz et al., 2016).
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2. Los metabolitos secundarios en el sistema defensivo de las
plantas

Las plantas elaboran una amplia gama de productos naturales, muchos de los cuales
han evolucionado para conferir una ventaja selectiva contra el ataque microbiano.
Colectivamente, las plantas producen una diversa gama de mas de 100.000 productos naturales
de bajo peso molecular caracterizados hasta la fecha, también conocidos como metabolitos
secundarios, que difieren de los componentes del metabolismo intermediario (o primario) en
gue generalmente no son esenciales para los procesos metabdlicos basicos de la planta (Dixon,
2001).

Para gestionar tanto las interacciones positivas como negativas con el medioambiente y
otras formas de vida, las diferentes especies de plantas sintetizan constantemente una mezcla
compleja y cambiante de metabolitos secundarios que incluyen fenilpropanoides y sus
derivados, asi como terpenoides y alcaloides para responder a situaciones medioambientales
especificas (Timell, 1986; Cheynier et al., 2013; Mierziak et al,, 2014; Pusztahelyi et al., 2015;
Holbein et al,, 2016; Ishihara et al,, 2016; Le Roy et al., 2016).

El presente Trabajo se centra en el estudio de compuestos de naturaleza fendlica y su
papel en la interaccién planta-patdgeno. Por ello, esta familia de compuestos se trata en detalle

en el siguiente apartado.

2.1. Metabolitos secundarios de naturaleza fendlica

Los compuestos fenolicos poseen uno o mas anillos aromaticos con uno o varios grupos
hidroxilo. Generalmente se clasifican como acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos, cumarinas
y taninos (Spencer et al., 2008; Matos et al., 2015). Son productos del metabolismo secundario
de las plantas, proporcionando funciones esenciales en la reproduccién y el crecimiento de las
mismas. También contribuyen en la coloracién y actian como mecanismo de defensa frente a

patdgenos, parasitos y depredadores (Bravo, 1998; Matos et a/., 2015).

Las plantas sintetizan muchos tipos de compuestos fendlicos. Dependiendo de su
esqueleto de carbono, estos compuestos se pueden dividir en cuatro grupos. El primer grupo se
basa en los acidos fendlicos, cuyo esqueleto de carbono es Cq-C; € incluye el acido galico, el
acido salicilico y el acido benzoico. El segundo grupo es el de los acidos hidroxicinamicos (HCs,
C¢-C3), que incluye el acido p-cumadrico, el acido cafeico y las cumarinas. El tercer grupo, el de
los estilbenos, tiene un esqueleto Cs-C,-Cs € incluye resveratrol, piceatanol y pallidol. El dltimo
grupo incluye los flavonoides, que presentan un esqueleto Cq-C3-C¢ e incluyen quercetina,

genisteina y apigenina (Jaganath y Crozier, 2010; Yang et al., 2015).
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2.2, Cumarinas

Las cumarinas son un importante grupo de compuestos naturales que proporcionan a
las plantas propiedades antimicrobianas y antioxidativas. Se producen como mecanismo de
defensa frente al ataque de patdgenos y estrés abidtico (Borges et al.,, 2005; Bourgaud et al.,
2006; Borges et al., 2009; Siwinska et al., 2014; Yang et al., 2015; Matos et al., 2015). Derivan
de la ruta de los fenilpropanoides (Figura 2), que es origen de una amplia variedad de

metabolitos en plantas (Bourgaud et a/., 2006; Siwinska et al., 2014).

Se ha observado que las raices acumulan mayores cantidades de cumarinas que los
tallos. Se cree que esto puede ser debido a que las raices estan siempre expuestas a
microorganismos y heridas fisicas. Por ello, parece que necesitan una mayor proteccién que las

partes aéreas de las plantas (Kai et a/., 2006).

Las cumarinas representan una importante familia de origen natural y/o sintético con
heterociclos que contienen oxigeno produciendo un marco tipico de benzopirona (Figura 2)
(Venugopala et al, 2013; Matos et a/, 2015). Son una clase de lactonas estructuralmente
constituidas por un anillo de benceno fusionado a un anillo de a-pirona, y se consideran
derivados del acido orto-hidroxi-cindmico (Matos et a/, 2015). Se sintetizaron por primera vez
en 1868, y han sido utilizadas en la industria farmacéutica como precursores de la sintesis de

un gran nimero de anticoagulantes (Barcellona ef a/,, 2008; Matos et al., 2015).

5 4
6 X3
7
O O
8

Figura 2 — Estructura quimica de una cumarina junto con su numeracion IUPAC (Venugopala et al,, 2013;
Matos et al., 2015).

Las plantas biosintetizan estos compuestos a partir de fenilalanina via acido shikimico
(Figura 3). Las cumarinas naturales son generalmente lactonas insaturadas y comprenden otra
clase de compuestos CsC;. Casi todas las cumarinas tienen un sustituyente oxigenado en la
posicion 7, ya sea libre, como en umbeliferona hidroxilada, o combinado (metil, azlcar, etc.) en
otros derivados. Estructuralmente se consideran derivados del acido orto-hidroxi-cinamico
(Matos et al., 2015).
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dcido cinamico 4-hidroxilasa; 4CL, 4-cumarato. CoA ligasa; CO2H, dcido 4-cumadrico 2-hidroxilasa; HCT, hidroxicinamoil-transferasa; CAOMT, acido cafeico O-metiltransferasa,
CCoAOMT, cafeoil CoA O-metiltransferasa, CA2H, dcido cafeico 2-hidroxilasa (Bourgaud et al., 2006).
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Existen diferentes clasificaciones para los compuestos derivados de cumarinas. En
general, se pueden clasificar de acuerdo a los nlcleos mas comunes: cumarinas simples,
cumarinas complejas y cumarinas diversas. Las cumarinas mas complejas generalmente
aparecen fusionadas con otros heterociclos. Los principales constituyentes de cumarinas
aislados en plantas incluyen: hidroxicumarinas simples, furocumarinas e isofurocumarinas,
piranocumarinas, biscumarinas y dihidroisocumarinas (Figura 4) (Venugopala et al, 2013;
Matos et al., 2015).

Cumarina, Escopoletina, Esculetina, Amoresinal,
— Cumarinas simples —— Ostrutina, Osthol, Novobiocina, Cumermicina,
Umbeliferona, Fraxidina, Felodenol

Imperatorina, Psoraleno, Bergapteno, Metoxaleno,

| Furanocumarinas Marmalde, Marmelosina
§ — Dihidrofuranocumarinas — Antogenol, Felamidina, Marmesina, Rutaretina
&
IS
g Tipolinear Grandivitina, Agastha, Aegel|no| benzoato,
2 Xantiletina
el . .
) —  Piranocumarinas
= InofilumA, B, C, E, P, G1y G2, Calanolida A, B
&8 TipoAngular  —— y F, (+)-Dihidrocalanolida Ay B,
© Pseudocordatolida

Isodispar B, dispardiol B, Mammea A/ AB ciclo E,
o Fenilcumarinas — Mammea A/AB dioxalanociclo F, Disparinol D,

Disparpropilinol B

— Bicumarinas — Dicumarol

Figura 4 — Principales tipos de cumarinas aisladas de plantas (adaptado de Venugopala et al., 2013;
Matos et al., 2015).

El presente Trabajo se centrard en las cumarinas simples, incluyendo escopoletina,
esculetina y umbeliferona entre otras. Estas derivan biogenéticamente del acido shikimico, via

acido cinamico. En la Figura 5 se muestra su ruta de biosintesis a partir de glucosa.

En un estudio desarrollado por Ahl Goy y colaboradores (1993), se observd que el
hibrido Nicotiana glutinosa x Nicotiana debneyi contenia mas escopoletina y escopolina (que es
el nombre que recibe la escopoletina unida a una molécula de glucosa) en sus hojas basales,
respecto a las correspondientes plantas no hibridas. En este mismo estudio, se analizd la
actividad antiviral de ambos compuestos frente al virus del mosaico del tabaco (TMV)
observandose que la pulverizacion de escopoletina sobre la planta infectada reducia el nimero
de lesiones locales, sin afectar al tamario de éstas. Sin embargo, no se observo efecto alguno al

tratar con escopolina las plantas infectadas.
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Figura 5 — Ruta de biosintesis de cumarinas partiendo de glucosa. ppsA, fosfoenolpiruvato sintetasa,
tktA, transketolasa; tyrR, fenilalanina represor de la transcripcion de union al DNA; aroG,
deoxifosfoheptonato aldolasa, tyrA, prefenato dehidrogenasa; pheA, prefenato dehidratasa; tyrB,
fenilalanina aminotransferasa; TAL, tirosina amino liasa;, 4CL, 4-cumaroil-CoA ligasa; C3H, cumarato 3-
hidroxilasa; COMT, dcido cafeico O-metiltransferasa; F6'H, feruloil CoA 6-hidroxilasa. La tirosina inhibe
tyrR y tyrA (adaptado de Yang et al., 2015).

En otro trabajo, El Modafar y colaboradores (1993), observaron que el arbol Platanus
acerifolia era capaz de resistir a la infeccion del hongo patogénico Ceratocystis fimbriata platani
(Cfp). Cfp penetra por medio de heridas, tanto de la raiz como de la parte aérea, provocando la
muerte del arbol transcurridos cinco afios desde que se produce la infeccion. En este estudio se
muestra cdmo un arbol de Platanus acerifolia que resiste a la infeccién, acumula umbeliferona y
escopoletina en el tallo infectado. Sin embargo, estos dos compuestos hidroxicumaricos no
presentaban acumulacion en tallos sanos. Ademds, se observd que ambos metabolitos
disminuyen el crecimiento de hongos. Mediante ensayos /n vitro, estos autores observaron que
escopoletina y umbeliferona tenian una capacidad similar para inhibir la germinacion de los
conidios de Cfp. Para concentraciones similares a las detectadas en los tejidos infectados siete
dias después de la inoculacidn, la inhibicidon de la germinacion fue del 100% con umbeliferona y
en torno al 80% con escopoletina. Estos autores observaron que la toxicidad de la escopoletina
y la umbeliferona depende del estado de desarrollo del hongo, siendo la germinacién de los

conidios dos veces mas sensible que el crecimiento miceliar.

2.2.1. Escopoletina
La escopoletina (6-metoxi-7-hidroxicumarina) es una fitoalexina tipica que, junto con su

glicdsido escopolina, es un importante metabolito secundario sintetizado en plantas como
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mecanismo de defensa frente a diversos estreses ambientales (Siwinska ef al, 2014). Su
sintesis se activa una vez que se ha producido algun tipo de infeccién en las plantas, pero
también puede ser desencadenada debido a diversos tipos de estrés abidtico. Diversos estudios
metabdlicos han mostrado la acumulacion de esta sustancia en los tallos y raices de Arabidopsis
(Bednarek et al, 2005; Bourgaud et al, 2006). Como se describe para otros metabolitos
secundarios, la escopoletina es glicosilada a escopolina en el citosol, siendo posteriormente
transferida a la vacuola (Bourgaud et a/., 2006). Se trata de un mecanismo muy comun para el
almacenamiento de muchos metabolitos (Werner y Matile, 1985; Taguchi ef a/., 2000a; Dean et
al., 2005).

La escopoletina es un compuesto cumarico importante en Arabidopsis, pero también se
ha encontrado en otras muchas especies de plantas (por ejemplo, en Solanaceas, como tabaco
o patata, y en girasol, entre otras), mostrando actividad antifingica y antibacteriana (Andreae,
1948; Tal y Robeson, 1986; Costet et al., 2002; Siwinska et a/., 2014). Su acumulacion se ha
correlacionado con la resistencia a ataques microbianos y a otros estreses, asi como a dafo
mecanico y deshidratacion (Tanaka et al, 1983). Ademas, parece ser el producto que mas
aumenta su concentracion en las plantas infectadas en comparacién con otras cumarinas y
glicésidos cumaricos, como la escopolina, esculetina y esculina (Uritani, 1999; Buschmann et
al., 2000; Giesemann et al., 2008).

2.2.2. Esculetina

La esculetina (6,7-dihidroxicumarina) es un compuesto cumarico natural aislado de
varias especies de plantas, tales como Cichorium intybus L., Artemisia capillaris, Citrus limonia 'y
Euphorbia lathyris. Estudios previos han mostrado que la esculetina posee multiples actividades
farmacoldgicas, incluyendo efectos antioxidantes, antiinflamatorios y hepatoprotectores (Zhu et
al., 2016).

En un estudio publicado en 2016 por Sheyn y colaboradores, se llevd a cabo la
caracterizacion de las alteraciones en el metabolismo de ROS (Especies Reactivas de Oxigeno),
explorando su papel durante la infeccion del alga Emiliania huxieyi con el virus EhV (E£. huxleyi
Virus). Durante la infecciéon, se observd un aumento de glutation reducido (GSH) y de la
produccién de H,0,. A su vez, la infeccidén causé un aumento de la actividad peroxidasa en el
cultivo infectado respecto al control no infectado. En consecuencia, se utilizé esculetina, que es
un inhibidor conocido de la actividad peroxidasa y se observd que ésta abolid completamente

tanto la muerte celular inducida por el virus como la produccién viral.

2.2.3. Umbeliferona
La umbeliferona, también conocida como 7-Hidroxicumarina, se encuentra en una gran
cantidad de plantas, especialmente en la familia Umbelliferae (umbeliferas o apiaceas), de cuyo

nombre deriva. Se observd que esta hidroxicumarina también se acumula en plantas herbaceas
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con infecciones flngicas, bacterianas y/o virales, e incluso si son atacadas por insectos
(Simkovitch y Huppert, 2015b).

Se produce a partir del acido 4-cumarico o de sus éster-derivados. La conversién de
acido cinamico a acido 4-cumarico es catalizada por la cinamato 4-hidrolasa, una citocromo
P450 monooxigenasa de la familia CYP73A (Teutsch et al, 1993; Bourgaud et al, 2006). El
acido 4-cumarico es orto-hidroxilado a acido 2,4-dihidroxicinamico (Kindl, 1971; Bourgaud et
al, 2006). Esta enzima convierte lentamente el acido cinamico a o-cumarico, pero es mas
activa al transformar el acido p-cumarico y el acido ferulico, respectivamente a umbeliferona y
escopoletina.

Simkovitch y Huppert (2015b) describieron cémo las plantas y los arboles emplean
procesos fotoprotoliticos de hidroxicumarinas electrénicamente excitadas para hacer frente a
hongos, bacterias e infecciones virales. La umbeliferona, al ser una fotobase, puede reaccionar
de forma eficiente, en un estado excitado, con potenciales donadores de protones, como los
acidos glutamico y aspartico, mediante la abstraccion de un protén a partir de estos acidos y
otros sitios mas débilmente acidificados de los hongos. Anteriormente, estos autores habian
propuesto que la fotoacidez del resveratrol podia ser utilizada por las plantas para resistir a
hongos (Simkovitch y Huppert, 2015a). Se encontrd que esta fitoalexina es un fotoacido débil y
puede transferir un protdn para acelerar iones en una solucion acuosa. Estos autores proponen
que el resveratrol en hojas de vid infectadas con hongos se excita por la luz UV y se somete a
un proceso de transferencia de protones en estado excitado. La umbeliferona es un fotoacido
mucho mas fuerte que el resveratrol y es también una fotobase, por lo que puede reaccionar
tanto con los acidos como con las bases en la region infectada de las plantas cuando dicha

region estd expuesta a la luz solar.

3. Modificaciones de los metabolitos secundarios

A través del metabolismo secundario, las plantas producen una gran diversidad de
compuestos de bajo peso molecular y complejas estructuras. Ademas de por la enorme
cantidad de rutas metabdlicas implicadas, la variedad de estos compuestos es aln mayor
gracias a modificaciones adicionales como hidroxilacién, metilacién, acilacién o conjugacion
(Gachon et al., 2005). La glicosilacion o conjugacion a una molécula de azlcar es una de las
modificaciones mas comunes de los metabolitos secundarios relacionada con la regulacion, vy la

llevan a cabo unos enzimas denominados glicosiltransferasas (GTSs).

3.1. La glicosilacion en plantas e implicaciones fisiologicas de la
glicosilacion de metabolitos

En las plantas superiores, los metabolitos secundarios son a menudo convertidos en

glicoconjugados, que usualmente se acumulan y compartimentan en las vacuolas. Tales
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reacciones de glicosilacion son catalizadas por las glicosiltransferasas (GTs) (Taguchi et a/.,
2000b). Las GTs catalizan la transferencia de azlcares activados a una amplia gama de
moléculas aceptoras, formando enlaces glicosidicos y, de ese modo, regulando las propiedades

de los aceptores como su bioactividad, solubilidad y transporte (Zhang et al., 2016).

Se han postulado varias funciones para la glicosilacion de los compuestos de bajo peso
molecular de las plantas: (1) La glicosilacion permite la solubilizacion de los compuestos en
agua, (2) actla para detoxificar metabolitos o compuestos ambientales dafiinos, como
herbicidas, o (3) puede regular la accién de los compuestos funcionales, como las hormonas de
plantas (Taguchi et a/,, 2000b).

En la actualidad, las GTs se han clasificado en 97 familias basandose en el
reconocimiento del sustrato y las relaciones de secuencia. Por ejemplo, la familia 1 esta
relacionada con las biotransformaciones de moléculas pequefias, esencial para mantener el
metabolismo secundario. Las GTs de esta familia utilizan por lo general la UDP-glucosa como
sustrato donador de azlcar, por lo que se denominan UDP-glicosiltransferasas (UGTs) (Zhang
et al., 2016). Cuando un aceptor presenta multiples sitios de enlace para un azucar, las UGTs
muestran regioselectividad mediante la transferencia de un azlicar a una posicién especifica.
Esto se ha demostrado para diferentes cumarinas (Lim et al., 2003; Le Roy et al, 2016) y
flavonoides para los que se evaluo dicha regioselectividad (Jackson et al., 2011; Le Roy et al.,
2016).

La conjugacion de las moléculas aceptoras como hormonas, xenobidticos o metabolitos
secundarios mediante la acciébn de UGTs permite a las células vegetales modular sus
propiedades bioquimicas, y asi tener una fuerte influencia en su actividad bioldgica y

almacenamiento (Le Roy et al., 2016).

Se ha observado que las glicosiltransferasas de metabolitos secundarios presentan un
motivo altamente conservado de 44 aminoacidos conocido como PSPG (Plant Secondary
Product Glycosiltransferase) involucrado en la unién del aztcar uridinilado (Mackenzie et al.,
1997; Hirade et al, 2015; Le Roy et al,, 2016) (Figura 6). Este motivo incluye también una
secuencia de unos 25 aminoacidos que suele estar presente en todas las GTs. Dicha secuencia,
localizada en la region C-terminal de la proteina, parece ser el sitio de union del UDP (Kubo et
al., 2004; Hans et al., 2004). Exceptuando el motivo PSPG, la similitud de secuencia entre las
GTs es, por lo general, muy baja (en torno al 10%). En cuanto al extremo N-terminal, parece
que éste podria ser el encargado de interaccionar con el sustrato aceptor del azlcar (Moehs et
al,, 1997; Lim y Bowles, 2004).
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Motivo PSPG (“Plant Secondary Product Glycosyltransferase”™)
g} i
< WAPQVEVLAHPAVGCFVTHCGWNSTLESISAGVPMVAWPFFADQ >

Secuencia consenso de todas las GTs

Figura 6 — Secuencia consenso de las glicosiftransferasas de metabolitos secundarios. Los aminodcidos
destacados en rojo tienen un porcentaje de conservacion superior al 80%, los destacados en azul, >50%
y los sefalados en negro, <50% (Adaptado de Vogt y Jones, 2000, Gachon et al., 2005).

3.2. La glicosilacion en la respuesta defensiva

La glicosilacion de los metabolitos secundarios juega un papel importante en la
homeostasis celular, por medio de la alteracion de su actividad, estabilidad, localizacion,
biosintesis y detoxificacién (Lim y Bowles, 2004; Simon et al.,, 2014). Esta glicosilacién esta
asegurada por las GTs (UGTs) pertenecientes a la multigénica familia 1 de GTs de plantas
(Simon et al., 2014).

Las cumarinas son metabolitos secundarios comunes que se encuentran en muchas
familias botanicas. Se ha visto que forman parte de la defensa de las plantas mostrando, por
ejemplo, actividad antimicrobiana, capacidad para disuadir el ataque de herbivoros y un efecto
de proteccién contra la radiaciéon ultravioleta. La mayoria de las cumarinas en plantas
superiores existen como glicoconjugados y parecen estar acumuladas en las vacuolas (Taguchi
et al., 2000b).

La escopolina es un 7-0-gluconjugado de escopoletina. La conversion de escopoletina a
escopolina es catalizada por una escopoletina glucosiltransferasa (SGTasa). En un estudio
desarrollado por Taguchi y colaboradores (2000b), el nivel de escopolina acumulado en cultivos
celulares de tabaco, aumentaba con la activacion de la SGTasa cuando eran tratadas con 2,4
dihidroxibenzoico (2,4-DHBA). En este mismo estudio, se consiguid purificar la enzima UDP-
glucosa:hidroxicumarina 7-C-glucosiltransferasa (CGTasa), que cataliza la formacion de
escopolina a partir de escopoletina, a partir de un cultivo de células de tabaco tratado con 2,4-
DHBA. La enzima purificada presenta una mayor afinidad por hidroxicumarinas como sustrato,
pero también mostr6 una actividad significativa frente a flavonoides. El analisis comparativo de
la secuencia de aminoterminal de CGTasa reveld la existencia de una fuerte similitud con las

secuencias de aminoacidos de otras glicosiltransferasas en plantas (Taguchi et a/., 2000b).

En un estudio llevado a cabo en 2002, Chong y colaboradores mostraron que la
glicosilacion de los fenilpropanoides en tabaco jugaba un papel importante durante la infeccion
con el Virus del Mosaico del Tabaco (TMV) y que regulaba corriente abajo el gen de la
glicosiltransferasa TOGT1, dando lugar a una susceptibilidad frente a TMV. Los autores sugieren

que la escopolina es una forma de almacenamiento de la forma aglicona de la escopoletina, que
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funcionaria como un agente antiviral potencialmente implicado en la acumulacién de ROS

durante la infeccion.

De entre las glicosiltransferasas que se han visto implicadas en defensa, algunas
regulan los niveles activos de SA, que es la molécula sefial implicada en el establecimiento de
HR y SAR, mientras que otras regulan los niveles activos de ciertas fitoalexinas y moléculas
antioxidantes, compuestos que intervienen en la defensa de la planta en el momento de la
entrada del patdgeno y en la subsiguiente explosién oxidativa. Todo esto parece indicar que las
GTs juegan un papel relevante en la respuesta defensiva de las plantas, modulando los niveles

de ciertas moléculas que intervienen en dicha respuesta.

En 1998, O'Donnell y colaboradores identificaron un gen en tomate denominado 7wi!
(7omato wound induced 1) que se inducia por herida, tratamientos con SA y otros compuestos
de naturaleza fendlica, asi como por interacciones patogénicas de tipo incompatible. No
respondia, sin embargo, a aplicaciones exdgenas de JA o ET. Se considerd entonces que este
gen debia codificar una GT, debido a la homologia que presentaba con las proteinas de esta
familia. En nuestro laboratorio se realizo la caracterizacion de esta proteina, confirmando su
actividad glicosiltransferasa, asi como el estudio de su posible papel en la respuesta defensiva

de la planta mediante infeccién bacteriana con Pseudomonas (Campos, 2014).

Por otra parte, en tabaco se habia clonado y caracterizado otra GT, homdloga a Twil,
denominada TOGT, inducida por SA, por infeccion con TMV y también por B-megaspermina (un
compuesto que desencadena HR en la planta). Se comprob6 que esta proteina presentaba una

elevada afinidad por el sustrato escopoletina (Chong et a/., 1999).
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OBJETIVOS

El objetivo del presente proyecto es el estudio del papel de la glicosiltransferasa Twil

en la respuesta defensiva de las plantas.

Para la consecucién del objetivo principal, se plantean los siguientes objetivos especificos:

® Confirmar el patrén de induccion de 7wi! en plantas de tomate.

® Caracterizar la actividad bioguimica /n vitro de Twil frente a distintos metabolitos

de naturaleza fendlica y cumarinas.

® Caracterizar el papel de 7wil en la respuesta defensiva de plantas de tomate frente

a una infeccion viral, empleando plantas transgénicas que silencian este gen.
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MATERIALES Y METODOS

1. Material vegetal y condiciones de cultivo

Para la realizacién del presente proyecto se han empleado 2 lineas transgénicas de
tomate, Twil 1.1 y Twil 28.3, las cuales tienen silenciada la expresion del gen 7wiZ (Campos,
Tesis Doctoral, 2014), empleando como control plantas de tomate (Solanum lycopersicum) del
cultivar ‘Moneymaker’ (cedido amablemente por el Dr. Jonathan Jones, The Sainsbury

Laboratory, Norwich, Reino Unido), resistente al virus del mosaico del tomate (ToMV).

Las plantas transgénicas, ademas de silenciar el gen 7wi1, son portadoras del gen nptil
(neomicina fosfotransferasa II), que confiere resistencia al antibidtico kanamicina en planta.
Debido a la naturaleza heterocigota de las lineas transgénicas, puesto que nos encontramos en
la generacion T1, la seleccién de los transformantes se hace mediante germinacion /n vitro con
el antibidtico kanamicina. Para llevar a cabo esta técnica, en primer lugar, se debe esterilizar las
semillas mediante lavados en serie. Las semillas se envuelven en una tela de muselina o
Miracloth. Se realizan un total de cuatro lavados en botes de vidrio autoclavados. El primero de
ellos contiene una mezcla 1:1 de lejia y agua, a la que se le afiade un 0.05% (v/v) de Tween-
20 para romper la tension superficial del liquido. Las semillas, dentro de su envoltorio, se
mantienen 30 minutos en este medio, agitando suavemente cada 5. Los tres lavados siguientes
son con agua, manteniendo sumergidas las semillas 5, 10 y 15 minutos, respectivamente, para

eliminar gradualmente lo restos de lejia del primer lavado.

Una vez esterilizadas, las semillas se siembran en botes de vidrio que contienen medio
de germinacién (Para 1 L: 4.4 g de sales minerales (MS) y 10 g de sacarosa en H,0 a pH 5.7, al
que se afiaden 8 g de agar). Como se ha mencionado anteriormente, y con el fin de poder
seleccionar plantas transgénicas que expresen el gen de resistencia a kanamicina, se afiade
dicho antibidtico estéril al medio de germinacion, previamente autoclavado, en una proporcion
de 50 mg/L. Seguidamente los botes se dejaron en oscuridad a 4 °C durante 2 dias, y a

continuacion se trasladaron a la camara de cultivo.

Transcurridos entre 10-15 dias desde el traslado, momento en el que ya se pueden
diferenciar claramente las plantulas resistentes a kanamicina, éstas fueron trasplantadas y
aclimatadas en el invernadero, a una temperatura comprendida entre los 25 y los 30 °C, con
una humedad relativa entre el 50 y el 70% vy con un fotoperiodo de 16 h luz/8 h oscuridad.
Dicho trasplante se realizd en macetas (12 cm de profundidad x 13 cm de diametro interior)
que contenian turba y vermiculita al 50%. Se trasplantd una planta por maceta. Las plantas se
sometieron a riego a manta automatizado dos veces al dia en solucién de Hoagland, tal y como
se describe en Naranjo et a/. (2003). Las plantas de tomate variedad ‘Moneymaker’, empleadas
como control en los diferentes experimentos realizados en este trabajo, fueron tratadas del

mismo modo, exceptuando la adicidon del antibiético kanamicina al medio de germinacion.
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A su vez, se han empleado plantas de Nicotiana benthamiana mantenidas y propagadas
en las instalaciones del IBMCP. Para su cultivo, se prepararon semilleros en vermiculita v,
aproximadamente una semana después de la siembra, las plantas se trasplantaron a macetas

en las condiciones descritas previamente.

2. Tratamientos del material vegetal

2.1. Imbibicion de las plantas en compuestos cumaricos

Se realizaron tres experimentos con diferentes compuestos de origen cumarico:
escopoletina, esculetina y umbeliferona. El tratamiento de las plantas de tomate se llevo a cabo
mediante imbibicion de explantes o “stem feeding”, segin Gu y colaboradores (2000). Para ello,
se emplearon plantas de 4 6 5 semanas, cortadas en bisel a la altura de los cotiledones. Los
explantes se sumergieron por el tallo en tubos de plastico de 50 mL que contenian agua
destilada mas una disolucién de escopoletina, esculetina o umbeliferona en acetona a una

concentracion final de 0.5 mM.

La tercera y cuarta hojas de los explantes fueron recogidas en nitrégeno liquido a los
tiempos indicados (0, 1, 6, 24 horas después de iniciar el tratamiento) y almacenadas a -80 °C

hasta su uso.

2.2. Inoculacion de las plantas con el virus del bronceado del tomate
(TSVW)

Las inoculaciones de las plantas de tomate se llevaron a cabo como se describe en
Lopez-Gresa et al. (2016). Para la preparacion del indculo, se homogeneizo 0.5 g de tejido foliar
de tomate infectado y liofilizado, en 50 mL de tampdn de inoculacién (tampdn fosfato 50 mM
pH 7.2, NaCl 250 mM, Polivinilpirrolidona (PVP), 2-mercaptoetanol 10 mM, carbdn activo,
carborundum). El homogeneizado se empled directamente como solucién de inoculacion. Un
25% de las plantas fueron utilizadas como plantas control (/m0ck) de la infeccion, aplicando el

mismo tampon, pero sin los 0.5 g de tejido foliar infectado.

A otro 25% de las plantas se le aplicd 10 mL del tampon de inoculaciéon al que se le
habia afiadido previamente (15 minutos antes de proceder a la inoculacion) 1.1 mL de
escopoletina, a una concentracion final de 10 mM. Esta prueba se realiz6 con el fin de observar

si la adiccion de escopoletina al tampon de inoculacion podia afectar a dicha infeccion.

Se utilizaron plantas de 4 a 5 semanas de edad, en el estadio de cinco a seis hojas. Se
aplicd la solucion mediante friccion con ayuda de un bastoncillo de algoddn, en la tercera y
cuarta hoja de las plantas. A los 6 dias se volvid a realizar el mismo procedimiento en la quinta

y sexta hoja. Las muestras correspondientes a la quinta y sexta hoja, tanto de las plantas
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infectadas como de las plantas mock, fueron tomadas a los tiempos indicados (6 y 8 dias

después de la segunda inoculacion) y almacenadas a -80 °C hasta su uso.

2.2.1. Estudio de la sintomatologia
Los sintomas se evaluaron en las plantas de tomate infectadas con el virus del
bronceado del tomate (TSWV) a los 6, 8, 10, 13 y 15 dias después de la segunda inoculacion,

con el fin de llevar un correcto seguimiento de la infeccion.

Para el estudio de la sintomatologia se establecid una escala de 0 a 4 como se indica en
la Tabla 1.

Tabla 1 — Escala de sintomatologia.

Valor Sintomas
0 No se observa ningln sintoma
1 Los peciolos de las hojas se ven horizontales

Los peciolos de las hojas se ven caidos y los
foliolos comienzan a mostrar epinastia y a

2 enrollarse por las puntas. También se

observa clorosis en los foliolos y en los

cotiledones

Los peciolos de las hojas estan casi verticales
3 y los foliolos se muestran enrollados, mas

Secos y con un mayor grado de epinastia

Los peciolos de las hojas estan
4 completamente verticales hacia abajo y

presentan una epinastia muy pronunciada

En la Figura 7 se muestran dos plantas infectadas con el virus TSWV. La planta de la
Figura 7A muestra un valor de infeccion de 1, en el que se puede apreciar la horizontalidad de
los peciolos, mientras que la planta de la Figura 7B posee un valor de infeccion de 4, mostrando

unos peciolos completamente verticales y con elevado grado de epinastia en los foliolos.
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Figura 7 — Imagenes de plantas infectadas con el virus del bronceado del tomate (TSWV). A) Valor 1
frente a B) valor 4 en la escala de sintomatologia.

3. Toma de muestras

En general, la toma de muestras del material se realizd recogiendo entre 0.5y 1 g de
tejido por planta, a los tiempos indicados en cada caso. El material se recogié sobre nitrégeno
liquido en de tubos de plastico, siendo inmediatamente pulverizado y almacenado a -80 °C

hasta el momento de realizar los distintos ensayos.

En el caso de plantas de tomate, se han analizado dos tipos de material vegetal: hojas
y raiz. Para tejidos de hoja, se tomd como muestra la tercera y cuarta hoja de plantas de 4 a 5
semanas de edad, en el estadio de cinco a seis hojas; o la quinta y sexta hoja de plantas de 6 a
8 semanas de edad, en el estadio de siete a ocho hojas, en funcién del tipo de ensayo. La
obtencion de raices se realizd a los diez dias después de haber puesto a germinar las

correspondientes semillas.

4. Plasmidos y cepas bacterianas utilizados

Para llevar a cabo la purificacién de Twil, partimos de hojas de plantas de Nicotiana
benthamiana infiltradas con Agrobacterium tumefaciens portador de la construccion
pGWB8_ 7wil. El plasmido pGWB8 tiene como factor de seleccion la resistencia a kanamicina y
posee, por un lado, el promotor constitutivo 35S del virus CaMV (CaMV 35S) para la
sobreexpresion del gen y, por otro, un tag o “cola” de histidinas (Hiss) (Nakagawa et a/., 2007).
La traduccion del plasmido pGWBS8_ 7w/ da lugar a una proteina recombinante (Twil) con una
extension de seis residuos de histidina en su extremo C-terminal, lo que permite su
inmunodeteccion con un anticuerpo antiHis, asi como su purificacion por cromatografia de
afinidad en columna de niquel. La construccion pGWBS8_ 771 obtenida en el laboratorio se

muestra en la Figura 8.
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Figura 8 — Obtencion del clon de expresion para Twil. Construccion de pGWB8_Twil. El promotor 355
dirige la expresion del cDNA del gen Twil. Se sefiala la longitud de los distintos cDNAs clonados. LB:
borde izquierdo del plasmido binario; RB: borde derecho del plasmido binario.

Para la realizacion del presente Trabajo, partimos de lineas transgénicas generadas
previamente en el laboratorio (Campos, 2014). Se utilizaron plantas transgénicas de tomate
heterocigotas, generadas a partir de la transformacion génetica estable de explantes de
cotiledon mediante cocultivo con Agrobacterium portador de la construccion pART27_ Twil
(Campos, 2014). Dicha construccién, mostrada en la Figura 9, da lugar a una horquilla o Aairpin
(hpRNA) que contiene fragmentos en sentido/antisentido de aproximadamente 300 pb
separadas por un intrén y que desencadena el silenciamiento del gen 7wil in planta. De entre
las diferentes lineas obtenidas, se seleccionaron dos (RNAi Twi 1.1 y RNAi Twi 28.3) para la

realizacién de los distintos ensayos.
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Figura 9 — Obtencion del clon para el silenciamiento de Twil. Construccion de pART27_Twil. El promotor
355 dirige la expresion de los fragmentos del cDNA del gen Twil, clonados en sentido y antisentido. Se
sefala la longitud de los distintos fragmentos de cDNAs clonados. LB: borde izquierdo del pldsmido
binario; RB: borde derecho del plasmido binario.

5. Aislamiento y manipulacion de acidos nucleicos
5.1. Extraccion de RNA total en plantas

La extraccion de RNA de las muestras recogidas de la planta se llevé a cabo empleando
el reactivo TRIzol (Ambion Life Technologies) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Para evitar la degradacion del RNA, las muestras se mantuvieron en hielo durante todo el
proceso y las centrifugaciones se realizaron a 4 °C. El RNA total se cuantifico en un

espectrofotdmetro ultravioleta-visible Nanodrop ND-1000 a una absorbancia de 260 nm.

5.2. Reacciones de amplificacion cuantitativa (QRT-PCR)

Posteriormente a su extraccidn, el RNA se precipitd mediante la adicién de un volumen
de LiCl 6 M. Transcurridas 2-3 horas, el sedimento fue lavado con LiCl 3 M y disuelto en agua
libre de RNasa. Finalmente, para eliminar posibles contaminantes de DNA gendmico, se
afnadieron 2 unidades de TURBO DNasa (Ambion) por cada pL de preparacion de RNA. El

analisis de RT-PCR cuantitativa se realizd como se describe en Campos et a/. (2014). Se empled
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1 ug de RNA total para obtener el correspondiente cDNA, haciendo uso de oligo dT18 y el kit de
reactivos PrimeScript RT (Perfect Real Time, Takara), segln el protocolo del fabricante. El
ensayo de PCR cuantitativa se llevd a cabo en presencia de 5x PyroTag EvaGreen QPCR Mix
Plus (ROX) (Cultek Molecular Bioline) y la amplificacion fue monitorizada en tiempo real con el
sistema de PCR en tiempo real 7500 Fast (Life Technologies). El gen Factor de elongacién 1 alfa
(eEF1a) se utilizé como referencia interna del experimento. Los cebadores empleados para PCR

cuantitativa se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2 — Secuencias de los oligonuclectidos empleados para la medida de la expresion génica mediante
RT-PCR cuantitativa. * Los cebadores para el gen JAZ9 se tomaron de Ishiga et al. (2013).

Nombre del gen | Cebador directo (5'-3") Cebador reverso (5'-3")

Twil GGATGCGAAGAGCTATGGAG CGGACCAATAGCCCAATTTT

PR1 ACTCAAGTAGTCTGGCGCAACTCA | AGTAAGGACGTTGTCCGATCCAGT
Tci21 ACTCGTCCTGTGCTTTGTCC CCCAAGAGGATTTTCGTTGA
JAZ9 (*) TTTGGAGCTCACTCTTATGCCTCC | AGCTCAGTAGCATCGGAAACCACA

6. Extraccion y cuantificacion de compuestos fendlicos
6.1. Extraccion de compuestos fenoélicos

Se tomo 0.5 g de cada muestra pulverizada de tejido y se macerd en mortero con 1.5
mL de metanol. A continuacion, la muestra se paso6 a tubos Eppendorf de 2 mL y fue sometida
durante 10 minutos a ultrasonidos para terminar de romper el tejido vegetal, facilitando asi la
extraccion. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 12.000 rpm durante 15 minutos a
una temperatura de 4 °C. El sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo Eppendorf de 2 mL. El
sedimento que quedd en el primer tubo Eppendorf fue resuspendido en 500 pL de metanol con
ayuda de un vértex, para proceder a una segunda extraccion y centrifugacion en las mismas
condiciones que la anterior. Se recuperé de nuevo el primer sobrenadante recogido de la
segunda extraccién juntandolo con el de la extraccién anterior. El volumen total recuperado de
ambas extracciones fue dividido en dos partes iguales en viales de vidrio de 4 mL y secado en

corriente de nitrdgeno a una temperatura de 37 °C.

Una vez secas, las muestras se resuspendieron en 900 pL de tampdn acetato sodico 0.1
M, pH 4.5. A continuacion, se afiadié a la mitad de las muestras 100 pL de una disolucion del
enzima B-glucosidasa (Sigma) preparada a 10 mg/mL en este mismo tampon, con el fin de
liberar el SA y GA que se encontrasen conjugados en forma de B-glucdsidos. A la otra mitad de
las muestras, destinadas a la extraccion de SA y GA en forma libre, se afiadié Unicamente 100

UL de acetato sodico, sin el enzima.

Todas las muestras se incubaron a 37 °C durante la noche. Posteriormente, se
adicionaron 77 pL de acido perclérico (70% v/v) para alcanzar una concentracion final del 5%,

y a continuacion se afiadié 2.5 mL de una mezcla de acetato de etilo y ciclopentano (1:1, v/v),
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formandose dos fases inmiscibles. Los compuestos fendlicos de interés se concentraron en la
fase organica superior, que se recogid y se secd con corriente de N, seco en las mismas
condiciones descritas anteriormente. Las muestras secas se resuspendieron en 300 pL de
metanol y se filtraron con ayuda de una jeringa de 1 mL a la que se le acopld un filtro de nylon
de 13 mm y 0.45 um de poro (Waters). De este modo, las muestras quedaron preparadas para

el andlisis por HPLC de fluorescencia.

6.2. Cuantificacion de compuestos fendlicos por HPLC

Los andlisis por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) de los extractos
metanolicos se hicieron siguiendo los protocolos descritos en Yalpani et al. (1993) y Bellés et ai.
(1999). De los 300 uL de metanol en los que se resuspendié el extracto metandlico final, se
inyectaron 30 pL en una columna de fase reversa Sunfire C18 (5 pm, 4.6 x 150 mm; Waters,
Mildford, MA) equilibrada con acido acético al 1% (J. T. Baker). Se aplicd un gradiente de
metanol (0 a 100%) durante 20 min, con un flujo constante de 1 mL/min. Los compuestos
fendlicos se detectaron con un detector de fluorescencia Waters 2475, empleando una A de
excitacion de 313 nm y una A de emisién de 405 nm. Para su cuantificacién se elaboraron
curvas patron con distintas muestras de concentracion conocida. De forma sistematica se
empleaba el acido ortoanisico como patrdn interno, afiadiendo una cantidad conocida a ciertas
muestras (100 pL de una disolucion 0.0625 mM) al inicio de la extraccion, con el fin de

determinar el porcentaje de pérdida de muestra durante todo el proceso.

7. Extraccion y cuantificacion de la actividad DPPH
7.1. Extraccion de compuestos metabdlicos

Se tomd 0.25 g de cada muestra pulverizada de tejido y se macerd en mortero con 2.5
mL de metanol. A continuacion, la muestra se paso6 a tubos Eppendorf de 2 mL y fue sometida
durante 10 minutos a ultrasonidos para terminar de romper el tejido vegetal, facilitando asi la
extraccion. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 14.000 rpm durante 15 minutos a
una temperatura de 4 °C. El sobrenadante se transfirié a viales de vidrio. El sedimento que
guedd en el tubo Eppendorf fue resuspendido en 1 mL de metanol con ayuda de un vortex,
para proceder a una segunda extraccion y centrifugacién en las mismas condiciones que la
anterior. Se recuperd de nuevo el sobrenadante recogido de la segunda extraccion junto con el
de la extraccion anterior en el vial de vidrio. El volumen total recuperado de ambas extracciones
se seco en corriente de nitrdgeno a una temperatura de 37 °C y se conservo refrigerado hasta
realizar la medicion de la actividad antioxidante, la cual se basa en la estabilidad del radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH).

7.2. Cuantificacion la actividad DPPH
En el momento de realizar la medicion de la actividad antioxidante, se afiade 1 mL de

MeOH:H,0*/H3PO,4 a los viales de vidrio que contienen las muestras previamente extraidas.
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Tras agitar vigorosamente, se pasa a tubos Eppendorf de 2 mL y se centrifuga a 14.000 rpm

durante 10 minutos. Se toma un volumen de 750 pL y se pasa a Eppendorf de 2 mL.

Para la preparacion del blanco se utilizaron 50 pyL de MeOH:H,0*/HsPO; y 1 mL de
EtOH. Para establecer el valor 0 de la absorbancia se utilizaron 50 uL de MeOH:H,0*/H;PO,,
750 pL EtOH y 250 pL de DPPH y para la medicién de las muestras fueron necesarios 50 pL de
cada muestra, 750 pL de EtOH y 250 yL de DPPH. Para la preparacion del DPPH a 0.5 mM se
disolvieron 10 mg de DPPH en 50 mL EtOH.

Una vez preparadas las muestras, éstas se mantuvieron a temperatura ambiente
durante 10 minutos y se procedié a la medicion de la absorbancia con el espectrofotdmetro
UV/Visible Ultrospec 1000E, a una longitud de onda de 517 nm.

El porcentaje final de poder antioxidante para cada muestra se obtuvo mediante la
siguiente formula:

Ay
$ =100 — <—>x 100
Ao

Donde S representa el porcentaje final de poder antioxidante, A, la absorbancia de cada

muestra y Aq la absorbancia establecida como valor 0.

8. Manipulacion de proteinas

8.1. Purificacion de la proteina Twil recombinante

Para llevar a cabo la purificacién de Twil, partimos de unos 4 g de tejido foliar de N,
benthamiana, inoculado con el Agrobacterium portador de la construccion pGWB8_ 7wi! para la
sobreexpresion de este gen en plantas, asi como plantas control agroinoculadas con el plasmido
pGWB8@ (Campos, 2014). El indculo se infiltrd con una jeringa sin aguja en las 4 primeras
hojas de plantas de N. benthamiana de aproximadamente un mes de edad. Transcurridos tres
dias desde la inoculacién, se procedié a la recogida de muestras del material agroinfiltrado de

cada planta para llevar a cabo el ensayo.

El material vegetal, congelado a -80 °C, se homogeneizd con mortero a 4 °C en tampdn
de extraccion (fosfato de sodio 20 mM, NaCl 0.5 M e imidazol 40 mM, a pH 7.4, al que se
anadié 10 pyL/mL de PMSF 1 mM y B-mercaptoetanol 0.2% (v/v)), a una relacion de 2 mL de
tampdn por gramo de material. El homogeneizado se sometié a una centrifugacién de 15
minutos a 4 °C y 29.220 x g y a una segunda centrifugacién de 10 minutos en las mismas
condiciones. A continuacién, el sobrenadante se ultracentrifugé durante 5 min a 140.000 x g.
Por Ultimo, la muestra se pasd a través de un filtro de nylon de 4 mm y 0.45 um de poro

(Waters), obteniéndose asi el extracto enzimatico crudo.
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El sobrenadante recuperado se sometid a purificacion mediante FPLC (Fast Protein
Liquid Cromatography) en el Servicio de Protedmica del IBMCP. La muestra se aplicd a una
columna HisTrap HP de 1 mL (GE Healthcare Life Sciences) y posteriormente se lavé con 2 mL
de tampodn de union (fosfato de sodio 20 mM, 0.5 M de NaCl y 40 mM de imidazol, a pH 7.4) a
un flujo de 1 mL/min. Las proteinas retenidas en la columna se eluyeron con un gradiente lineal
de imidazol (40-500 mM en 30 mL del mismo tampdn), midiendo la A280 a la salida de la
columna y recogiéndose fracciones de 500 pL en un colector automatico RediFrac-1 (Amersham

Pharmacia Biotech).

Se realizaron ensayos de actividad de aquellas fracciones en las que la absorbancia era
significativa y diferencial frente a la muestra control. Previo a la realizacion del ensayo de
actividad, estas fracciones fueron reunidas y filtradas por columnas PD-10 (Amersham
Biosciences) equilibradas en el tampoén de ensayo, con el fin de eliminar las sales y el imidazol

presentes en la muestra.

8.2. Ensayo de actividad de la proteina 7wiZ recombinante

Para llevar a cabo la reaccion de conjugacion se partié de 200 uL del extracto proteico
purificado, al que se anadié 2.5 yL de una disolucién 10 mM 6 100 mM del compuesto a
ensayar, en funcion de su capacidad para emitir o no fluorescencia, respectivamente. A
continuacién, se anadié 4 pL de una disolucién 100 mM de uridin difosfato glucosa (UDP-GIc,
Fluka), compuesto empleado como sustrato donante de azlcar. Puesto que se habia observado
previamente actividad /n vitro con los acidos 2,4 dihidroxibenzoico (2,4-DHBA) y 2,4,6
trihidroxibenzoico (2,4,6-THBA) (Campos, 2014), éstos fueron usados como control positivo.
Todos los compuestos empleados en el ensayo de actividad, seleccionados en parte a partir del
ensayo realizado previamente por Fraissinet-Tachet y colaboradores (1998) para la
caracterizacion de una glicosiltransferasa, se muestran en la Tabla 3, junto con las cumarinas, y

los hidroxibenzoatos utilizados como control positivo del experimento.

La reaccion se incubd a 37 °C durante la noche, y se detuvo afiadiendo un volumen de
metanol al 100%. Posteriormente, la muestra se pasé por un filtro de nylon de 4 mm y 0.45 pm
de poro (Waters). Se emplearon 40 uL para el analisis por HPLC acoplado a un detector de
fluorescencia, en el caso de que el compuesto ensayado fuera capaz de emitirla, o bien 5 pL
para el analisis por gToF, en los casos en los que el compuesto objeto de estudio no emitiese

fluorescencia.
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Tabla 3 — Tabla de los diferentes compuestos usados como sustrato en la caracterizacion de la actividad
in vitro de la proteina recombinante Twil. El ensayo de actividad se llevo a cabo utilizando como sustratos
cada uno de estos compuestos y el donante de azucar UDP-glucosa (UDP-GIc). Los compuestos 2,4-DHA y
2,4,6-THBA, cuya actividad in vitro fue previamente estudiada por Campos (2014), son utilizados como
control positivo.

o OH o OH o) o) o
= = = Os_ OH OO
OH HO OH N} 0 o]
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H,CO HO
OH OH OH OH OH
) . ) Acido Acido
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X
OH
o
OCH
OH 3 HO
OH OH OH
Acido p- Acido Acido p- - . - - Acido O- - L
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Hidroxibenzoico Cinamico Cumadrico Cumarico

8.3. Cuantificacion por HPLC

Al tratarse de compuestos fendlicos, se empled el mismo procedimiento que el
explicado en el apartado 6.2.

8.4. Caracterizacion del tipo de enlace

Para elucidar de forma mas precisa la naturaleza anomérica (a o B) del enlace
glucosidico existente entre el compuesto y el azlcar, se realizd una hidrdlisis enzimatica de la
reaccion catalizada por la proteina purificada Twil, con los enzimas a-glucosidasa o B-

glucosidasa.

La hidrdlisis con a-glucosidasa o B-glucosidasa se realizd tratando una disolucion que
contenia el compuesto objeto de estudio glucoconjugado disuelto en 200 YL de acetato de
sodio 50 mM (pH 4.5). La reaccién se incubd durante 2 h a 37 °C. Se detuvo la reaccion
afiadiendo 1 ml de metanol y se filtrd6 mediante una jeringa de 1 mL acoplada a un filtro de
nylon de 13 mm y 0.45 um de poro (Waters). Por Ultimo, las muestras se evaporaron mediante
corriente de nitrégeno. Para el analisis por HPLC, cada muestra se resuspendié en 100 uL de

metanol.

9. Tratamiento estadistico de datos
La sintomatologia de cada planta, monitorizada en los tiempos indicados anteriormente

y puntuada de acuerdo a la severidad de sus sintomas, se analizé estadisticamente mediante el
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test de Kruskal-Wallis (test no paramétrico equivalente a ANOVA de un factor). Este test se
utilizé para comparar la sintomatologia entre plantas control ‘Moneymaker’ y transgénicas Twil
1.1 y Twil 28.3 para cada tiempo. Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05)

entre cada uno de los genotipos infectados.

El indice de infectividad consiste en el nimero de total de dias en los que cada planta
presenta sintomas, proporcionando asi una medida de la demora del inicio de los sintomas. Los
datos procedentes de un experimento representativo, a partir de tres ensayos independientes,
se usaron para realizar el andlisis estadistico mediante el test no paramétrico de Mann-Whitney.
Este test se usd para comparar los indices de infectividad entre cada genotipo. Un valor p <

0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

Para la realizacién de los correspondientes andlisis estadisticos, se utilizd el programa
SPSS v.19 (IBM).
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Ensayo de actividad /n vitro de la proteina recombinante Twil

1.1. Antecedentes

Se pretende abordar la caracterizacion de la actividad de la proteina de tomate inducida
por herida 7wil (Tomato wound-induced 1), cuya secuencia de cDNA se habia obtenido
previamente en nuestro laboratorio mediante el rastreo de una genoteca de expresidon en
tomate (Tarraga, 2006). Dicha proteina fue identificada como posible glicosiltransferasa debido
a su homologia con proteinas pertenecientes a esta clase, segun O'Donnell y colaboradores
(1998). En este mismo trabajo, observaron que el gen que codifica Twil mostraba induccion
por herida, asi como por tratamientos con acido salicilico (SA) y andlogos estructurales,
correspondiendo una mayor induccién a los tratamientos con el propio SA, acetil SA (ASA) y
acido 2,6-dihidroxibenzoico.

Con el fin de caracterizar su posible actividad glicosiltransferasa y estudiar si los
compuestos que inducian la acumulacién de su transcrito podian ser ademas sustratos de la
proteina, en nuestro laboratorio se llevd a cabo un ensayo de actividad de la proteina
recombinante Twil frente a diferentes hidroxibenzoatos (Campos, 2014). Para ello se empled
UDP-glucosa como molécula donante del azlcar, debido a que es el sustrato mas utilizado por
las glicosiltransferasas (Lee y Raskin, 1999; Jackson et a/., 2001; Xu et al., 2002; Seto et al.,
2009). En este ensayo se observd actividad /n vitro frente a los sustratos acido 2,4
dihidroxibenzoico y acido 2,4,6 trihidroxibenzoico. Estos compuestos se emplearon como control

positivo de la actividad en los ensayos que se detallan a continuacion.

1.2. Analisis filogenético de Twil

A partir del alineamiento de secuencias de diferentes glicosiltransferasas de funcion
conocida, se realizo un arbol filogenético para estudiar las posibles relaciones entre 7w/l y otras
glicosiltransferasas descritas (Figura 10). Se observa que 7w/l presenta mayor similitud con las

glicosiltransferasas que tienen escopoletina como sustrato.
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Figura 10 — Arbol filogenético de Twil con diferentes glicosiltransferasas. Las glicosiltransferasas
consideradas para el analisis fueron IS5a de Nicotiana tabacum (AAB36653), togtl de Nicotiana tabacum
(AAK28303), 1IS10a de Nicotiana tabacum (AAB36652), togt? de Nicotiana tabacum (AAK28304),
Scopoletin GT de Solanum pennelli (XP_015062099), twil de Solanum lycopersicum (CAA59450),
Scopoletin GT de Solanum tuberosum (XP_006346388), Scopoletin GT de Capsicum annuum
(XP_016539537), UGT73B3 de Arabidopsis thaliana (NP_567953), UGT73B5 de Arabidopsis thaliana
(NP_179150) Sgtl1 de Solanum tuberosum (AAB48444), GAGT de Solanum lycopersicum (CAI62049), SA-
GTase de Nicotiana tabacum (AAF61647) y JIGT de Nicotiana tabacum (BAA19155).

1.3. Inoculacion de plantas de Nicotiana benthamiana con la
construccion generada pGWBS8_ Twi1

Previamente se habia obtenido en el laboratorio el cDNA completo que codificaba la
proteina Twil de tomate (Tarraga, 2006). Para poder estudiar la actividad de esta proteina, se
obtuvo una construcciéon que permitiese llevar a cabo la sobreexpresion y el estudio de Twil en
plantas. Para ello, se clon6 el cDNA completo de 7wil en el plasmido binario pGWBS,
obteniéndose la construccion pGWBS8_ 771, tal y como se describe en Materiales y Métodos
(Campos, 2014).

Se llevo a cabo un experimento de expresion transitoria en Nicotiana benthamiana,
obteniendo la sobreexpresion de la proteina Twil en plantas y permitiendo su purificacion a

partir de los tejidos agroinoculados, para asi proceder a su caracterizacion bioquimica.

1.4. Purificacion de la proteina recombinante Twil

Partiendo del material vegetal agroinoculado con la construccion pGWBS_ 7Twil, se
procedid a la extraccion y purificacion de la proteina recombinante Twil. Esta proteina presenta
en su extremo C-terminal una secuencia de 6 histidinas que permite su purificacion mediante
cromatografia de afinidad basada en interaccion con niquel, tal y como se detalla en Materiales
y Métodos. Los resultados obtenidos en la purificacion de la proteina recombinante Twil se

muestran en la Figura 11.

28




Resultados y discusion

3000
[Imidazol], mM

15

2000 ~

100+

A2s0 (UA)

1000 4 Control

His6-Twi

0 T T T T
1 5 10 15 20 25

Numero defracciéon

Figura 11 — Purificacion de Twil recombinante producida por expresion transitoria en N. benthamiana.
Se muestra el perfil de elucion de extractos crudos procedentes de plantas control (en azul) y plantas
agroinoculadas con la construccion pGWB8_Twil (en marron) al aplicar un gradiente de imidazol segun se
detalla en Materiales y Métodos. Las fracciones recogidas se analizaron por SDS/PAGE.

Como se puede observar, tras la aplicacion de un gradiente de imidazol, se pudo
recuperar la proteina Twil a partir de las fracciones 13 a 16. Dicha proteina purificada fue

utilizada para llevar a cabo los estudios de actividad bioquimica.

1.5. Ensayo de actividad de la proteina recombinante Twil

Con el fin de caracterizar la funcidon glicosiltransferasa de Twil frente a diferentes
posibles sustratos, llevamos a cabo un ensayo de actividad tal y como se describe en Materiales
y Métodos. Transcurrido el tiempo de ensayo, las muestras fueron analizadas por HPLC, segun
se detalla en Materiales y Métodos, para observar la reduccion de la cantidad de compuesto en
su forma libre, asi como la aparicién de su forma conjugada. En primer lugar, se confirmd la
actividad /n vitro de Twil respecto a los acidos 2,4 dihidroxibenzoico (2,4-DHBA) y 2,4,6
trihidroxibenzoico (2,4,6-THBA). A su vez, se observd una disminucidon en la cantidad de
compuesto libre inicial, ademas de observarse la aparicion de un nuevo compuesto,
correspondiente a la forma conjugada, en las muestras correspondientes al ensayo de actividad
frente a las cumarinas escopoletina, esculetina y umbeliferona. El resto de compuestos
ensayados, cuya estructura aparece representada en la Tabla 4, no mostraron diferencias
respecto a la cantidad inicial de compuesto libre. Se considerd, por lo tanto, que Twil no

mostraba actividad frente a dichos compuestos.
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Tabla 4 — Resultados cualitativos frente a diferentes compuestos usados como sustrato en la
caracterizacion de la actividad in vitro de la proteina recombinante Twil. El ensayo de actividad se llevo a
cabo utilizando como sustratos cada uno de estos compuestos y el donante de azucar UDP-glucosa (UDP-

Glc).
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Estos resultados coinciden con los obtenidos en el estudio realizado en nuestro
laboratorio (Campos, 2014), corroborando la hipétesis de que Twil es una proteina de tipo
glicosiltransferasa, que presenta actividad /n vitro frente a los acidos 2,4-dihidroxibenzoico y
2,4,6-trihidroxibenzoico, asi como frente a

las cumarinas escopoletina, esculetina vy

umbeliferona, empleando UDP-glucosa como molécula donante del azlcar.

La mayoria de las GTs descritas hasta el momento parecen ser especificas en cuanto al
sustrato donante del azicar empleado (Warnecke y Heinz, 1994; Lee y Raskin, 1999; Vogt y
Jones, 2000; Kurosawa et al., 2002; Kubo et al., 2004; Seto et al., 2009; Tarraga et al., 2010;

Li et al., 2014), por lo que podriamos considerar que Twil es especifica de UDP-glucosa.

1.6. Ensayo de actividad de la proteina recombinante Twil,
empleando escopoletina como sustrato aceptor del azicar

Se muestra, a modo de ejemplo, el resultado obtenido durante el ensayo de actividad
usando como sustrato el compuesto escopoletina. En la Figura 12A se puede observar un solo
pico, correspondiente a la escopoletina, al analizar la muestra de un extracto proteico de
plantas control al que se ha afiadido UDP-glucosa y escopoletina como sustratos. Sin embargo,
si se afladen estos mismos sustratos a un extracto proteico de plantas que sobreexpresan Twil,
se pueden diferenciar claramente dos picos: uno, correspondiente a la escopoletina, y otro

perteneciente a la escopolina, su glucoconjugado, mas polar (Figura 12B).
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Figura 12 — Resultado frente al compuesto escopoletina usado como sustrato en la caracterizacion de la
actividad in vitro de la proteina recombinante Twil. El ensayo de actividad se llevo a cabo utilizando como
sustrato este compuesto y el donante de azicar UDP-glucosa (UDP-GIc).

1.7. Caracterizacion del tipo de enlace
Una vez confirmada la actividad glucosiltransferasa de Twil frente al compuesto
escopoletina, se procedid a la caracterizacion del tipo de enlace formado entre ambos sustratos,

escopoletina y glucosa, que puede ser alfa o beta glucosidico.

Para ello, se tratd con a-glucosidasa o B-glucosidasa una muestra conteniendo
escopoletina y escopolina, su glucoconjugado, , tal y como se describe en Materiales y Métodos.
En la Figura 13 se muestran los resultados obtenidos tras ambos tratamientos. El enzima B-
glucosidasa provoco la ruptura del enlace formado entre escopoletina y glucosa, de modo que
desaparece el pico correspondiente a escopolina y se observa Unicamente el pico que se
corresponde con la escopoletina. El tratamiento con a-glucosidasa no mostro efecto sobre la
muestra, pues se sigue observando la aparicion de ambos picos, tanto escopoletina como
escopolina. A la vista de estos resultados, podemos concluir que el tipo de enlace formado
entre escopoletina y glucosa, reaccién catalizada por la glicosiltransferasa Twil, se trata de un

enlace beta.
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Figura 13 — Perfiles de HPLC de escopoletina glicoconjugada con Twil antes de la hidrdlisis, después de
la hidrdlisis con B-glucosidasa y después de la hidrdlisis con a-glucosidasa.

2. Ensayo de actividad in vivo de la proteina recombinante Twil
2.1. Antecedentes

La induccion del gen 7wil (Tomato wound-induced 1) fue descrita en tomate en
respuesta a herida, infeccion con el hongo C fulvum y tratamientos con compuestos de
naturaleza fendlica, tales como el acido salicilico (SA), por O’'Donnell y colaboradores (1998).
Posteriormente en nuestro laboratorio se observd la inducciéon de este gen en la infeccién de

plantas de tomate con la bacteria Pseudomonas syringae pv. Tomato (Pst) (Campos, 2014).

En nuestro laboratorio se habia realizado previamente un estudio con el objeto de
comprobar si los compuestos que actuaban como sustrato de Twil /n vitro tenian capacidad de
inducir el gen Twil in vivo. Para ello, se embebieron plantas de tomate ‘Moneymaker’ mediante
la técnica stem-feeding en disoluciones 2 mM de acido 2,4-dihidroxibenzoico (2,4-DHBA), acido
2,4,6-trihidroxibenzoico (2,4,6-THBA) y acido salicilico (SA) como control positivo (Campos,
2014). En dicho estudio, se aprecié induccion de 7wil en plantas control con todos los

tratamientos.

Por todo lo anterior, se quiso comprobar la induccion de la proteina Twil /n vivo con los

nuevos sustratos, las cumarinas, en plantas transgénicas RNAi Twil frente a plantas control.
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2.2. Tratamiento exdgeno de plantas de tomate con los nuevos
sustratos de Twil

Con el fin de estudiar si los nuevos compuestos que actlian como sustrato de Twil in
vitro también tienen capacidad de inducir el gen 7wil in vivo, se embebieron plantas de tomate
‘Moneymaker’ y plantas transgénicas Twil 1.1 y Twil 28.3, mediante la técnica stem-feeding en
disoluciones 0.5 mM de escopoletina, esculetina y umbeliferona, como se detalla en Materiales
y Métodos. Se recogieron muestras a las 0, 1, 6 y 24 horas después del tratamiento (hpt).
Posteriormente, estas muestras se procesaron para llevar a cabo el estudio de la induccién de
Twil, PR1y Tci21 mediante PCR cuantitativa.

En las Figuras 14, 15 y 16 se confirma la induccién de 7wiI debido al tratamiento con
escopoletina, umbeliferona y esculetina, respetivamente, en las plantas control, estando esta

induccion reprimida en las plantas transgénicas, debido al silenciamiento de este gen por RNA.
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Figura 14 — Niveles de expresion del gen Twil en plantas de tomate ‘Moneymaker' como control y
transgénicas Twil 1.1 y Twil 28.3 tratadas con escopoletina. Se analizo por RT-PCR cuantitativa la
acumulacion de mRNA de Twil en explantes embebidos en disoluciones 0.5 mM de escopoletina. Se
recogieron muestras a las 0, 1, 6 y 24 horas post-tratamiento. Los valores obtenidos fueron normalizados
respecto al nivel de expresion del gen Elongation Factor 1 alpha (eEFla), tomando como valor de
referencia 1 /a cantidad de mRNA de las plantas antes de iniciar el tratamiento. La media y el error
estandar mostrados corresponden a muestras independientes de un experimento representativo. Se
realizaron tres experimentos independientes para este compuesto.
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Figura 15 — Niveles de expresion del gen Twil en plantas de tomate ‘Moneymaker' como control y
transgénicas Twil 1.1 y Twil 28.3 tratadas con umbeliferona. Se analizo por RT-PCR cuantitativa /a
acumulacion de mRNA de Twil en explantes embebidos en disoluciones 0.5 mM de umbeliferona. Se
recogieron muestras a las 0, 1, 6 y 24 horas post-tratamiento. Los valores obtenidos fueron normalizados
respecto al nivel de expresion del gen Elongation Factor 1 alpha (eEFla), tomando como valor de
referencia 1 la cantidad de mRNA de las plantas antes de iniciar el tratamiento. La media y el error
estandar mostrados corresponden a muestras independientes de un experimento representativo. Se
realizaron tres experimentos independientes para este compuesto.
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Figura 16 — Niveles de expresion del gen Twil en plantas de tomate ‘Moneymaker' como control y
transgénicas Twil 1.1 y Twil 28.3 tratadas con esculetina. Se analizo por RT-PCR cuantitativa la
acumulacion de mRNA de Twil en explantes embebidos en disoluciones 0.5 mM de esculetina. Se
recogieron muestras a las 0, 1, 6 y 24 horas post-tratamiento. Los valores obtenidos fueron normalizados
respecto al nivel de expresion del gen Flongation Factor 1 alpha (efEFla), tomando como valor de
referencia 1 la cantidad de mRNA de las plantas antes de iniciar el tratamiento. La media y el error
estandar mostrados corresponden a muestras independientes de un experimento representativo. Se
realizaron tres experimentos independientes para este compuesto.
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Los resultados de induccion de 7wiI por tratamientos con escopoletina, umbeliferona y
esculetina en plantas de tomate *Moneymaker’ corroboran los resultados obtenidos en el ensayo
de actividad /n vitro, y refuerzan la idea de que estos compuestos son posibles sustratos de
Twil /n vivo, o bien posibles analogos funcionales de otros sustratos fendlicos del enzima, ya
gue el tratamiento induce la expresion del gen que codifica la glicosiltransferasa Twil. Cabe
destacar que el mayor nivel de induccion de 7wi! se observa en el tratamiento con escopoletina
(se induce hasta un valor relativo maximo de 30) en comparacion a la induccién generada por

umbeliferona y esculetina (valores maximos de 25 y 11, respectivamente).

Nos propusimos a continuacion cuantificar los niveles de acumulacion de las diferentes
cumarinas a lo largo del tratamiento, en las plantas transgénicas RNAi Twil frente a las plantas
control. Los resultados de acumulacién de escopoletina se muestran en la Figura 17. Se observa
un notable aumento de los niveles de escopoletina en las plantas, tanto en forma libre como
total (suma de la forma libre mas la forma conjugada), conforme aumenta el tiempo de
imbibicion. Ambas lineas transgénicas presentan un mayor nivel de acumulacion respecto al
control, tanto de escopoletina libre como de escopoletina total, transcurridas 6 y 24 horas

desde el inicio del tratamiento.

Cabria esperar que el silenciamiento de una glicosiltransferasa produjese una mayor
acumulacion de su sustrato en forma libre. Coincidiendo con esto, las plantas transgénicas RNAi
Twil presentan mayores niveles de acumulacion de escopoletina en forma libre. Resultados
similares se obtuvieron en el silenciamiento de la glicosiltransferasa WsSGTL1 en la especie W.
somnifera, que presentaba mayores niveles de esteroles en forma libre (Saema et al. 2015) y
de withandlidos en hoja (Singh et a/, 2016). Sin embargo, sorprende el hecho de que los
niveles de escopoletina totales, es decir, la suma de las formas libre y conjugada, también sean
mas elevados en el caso de las plantas transgénicas silenciadas. Resultados a priori no
esperados, se observaron también en plantas transgénicas de Arabidopsis con sobreexpresion
de la glicosiltransferasa de SA denominada AtSGT1, que presentaron menores niveles de SA
libre, pero también niveles inferiores de SA en forma glucosilada (Song et al. 2008). Por otra
parte, plantas transgénicas de tabaco con sobreexpresion de TOGT, una glucosiltransferasa de
escopoletina, presentaron mayor acumulacion de este compuesto tanto en su forma libre como
en su forma conjugada (Gachon et al., 2004). En otro trabajo realizado por Lee y colaboradores
(2009) el silenciamiento de CaUGT1 en pimiento causé la disminucion de los niveles de SA en
forma libre y total en un 52% y un 48%, respectivamente. Al parecer, no existe una relacién
clara entre la sobreexpresion o el silenciamiento de una glicosiltransferasa y los niveles de
compuesto libre y total de sus sustratos /in planta. Esto podria deberse a la accion de otras
glicosiltransferasas con funcién redundante a la proteina silenciada, en nuestro caso Twil, que
se induzcan como respuesta al silenciamiento, y que conjuguen escopoletina con gran
eficiencia. Otra posible explicacion, es que en ausencia de Twil, otras proteinas actlen

glicosilando escopoletina, pero de forma distinta a como lo hace Twil, por ejemplo, conjugando
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a otra molécula de azlcar distinta a la glucosa. Esto impediria la continuacion de la ruta
metabolica de transformacion/degradacion que sufriria este compuesto de haber sido
glucosilado por Twil, con lo cual se acumula en grandes cantidades en las plantas transgénicas
silenciadas. Respecto a esta Ultima hipotesis, seria interesante caracterizar el tipo de glicésido
formado a partir de escopoletina libre en las plantas transgénicas RNAi Twil.
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Figura 17 — Niveles de acumulacion de escopoletina libre y total en plantas de tomate 'Moneymaker'
como control y transgénicas Twil 1.1 y Twil 28.3. Se analizo por HPLC la acumulacion de escopoletina
libre y total en hojas de explantes embebidos en disoluciones 0.5 mM de escopoletina las 6 y 24 horas
post-tratamiento. La media y €l error estandar mostrados corresponden a muestras independientes de un
experimento representativo. Se realizaron tres experimentos independientes para este compuesto.
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Figura 18 — Niveles de acumulacion de umbeliferona libre y total en plantas de tomate 'Moneymaker’
como control y transgénicas Twil 1.1 y Twil 28.3. Se analizo por HPLC la acumulacion de umbeliferona
libre y total en hojas de explantes embebidos en disoluciones 0.5 mM de umbeliferona las 6 y 24 horas
post-tratamiento. La media y €l error estandar mostrados corresponden a muestras independientes de un
experimento representativo. Se realizaron tres experimentos independientes para este compuesto.
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Los resultados de acumulacion de umbeliferona, presentados en la Figura 18, muestran
un aumento de la concentracién de umbeliferona en forma conjugada conforme aumenta el
tiempo de imbibicién. A las 6 horas, ambas lineas transgénicas presentan un mayor nivel de

acumulacion con respecto al control, observandose lo contrario a las 24 horas.

Estos mismos ensayos se realizaron con esculetina, sin embargo, no se observaron
diferencias significativas en las plantas transgénicas frente a las plantas control. Esto podria ser
debido a la baja dilucién del compuesto. Previamente, se habia comparado la solubilidad de
todos estos compuestos tanto en metanol como acetona, observandose que esta Ultima los
disolvia de manera mas eficiente. No obstante, en el caso de la esculetina, la disolucién en
acetona no fue completa, por lo que se considera que podria haber interferido en los ensayos, y

podria no haber sido absorbida correctamente por las plantas al no estar disuelta por completo.

Asi pues, los estudios de actividad in vitro a partir de la proteina recombinante Twil
han revelado que esta glicosiltransferasa es capaz de conjugar glucosa a las cumarinas
escopoletina, esculetina y umbeliferona. Asimismo, hemos observado por gRT-PCR que
tratamientos con estos compuestos inducen fuertemente el gen 7w/l en el correspondiente
control ‘Moneymaker’, quedando silenciado en las transgénicas. Estos tratamientos exdgenos
con diversos compuestos en plantas control y plantas transgénicas de tomate que silencian

Twil han permitido confirmar su actividad /n vivo.

La escopoletina es el compuesto en donde se observan mayores diferencias entre las
plantas ‘Moneymaker’ y las transgénicas, presentando unos buenos niveles de acumulacion y
conjugacién en planta. A su vez, es la cumarina mas presente en la bibliografia de los ultimos
afos (Giesemann et al., 2008; Venugopala et al., 2013; Siwinska et al., 2014; Sun et al., 2014;
Matos et al., 2015; Yang et al., 2015). Por ello, consideramos que es el sustrato de mayor
interés entre los identificados, y nos centraremos en ella para la continuacion del presente

Trabajo.

3. Estudio del papel de la escopoletina en defensa

3.1. Antecedentes

Se ha demostrado ampliamente la intervencién de fitoalexinas en los mecanismos de
resistencia en diversas interacciones planta-patdgeno que implican hongos y bacterias. En la
mayoria de los casos, la resistencia estd ligada a la temprana produccion de fitoalexinas
después de la invasion del huésped por el patégeno (El Modafar et al, 1993). Segln estos
autores, la actividad antifingica de las fitoalexinas deberia ocurrir en estadios tardios de la
infeccion, donde la escopoletina y la umbeliferona pueden jugar un papel importante en la

restriccion /n vivo del desarrollo del parasito, inhibiendo su crecimiento y desarrollo.
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En un estudio desarrollado por Ahl Goy y colaboradores (1993) se vio que el hibrido
Nicotiana glutinosa x Nicotiana debneyi contenia entre 10 y 50 veces mas escopoletina y entre
3 y 18 veces mas escopolina en sus hojas basales, respecto a las correspondientes plantas no
hibridas. Se observd que, al mezclar escopoletina con el indculo viral, a una concentracion final
de 10 mM, el nimero de lesiones locales provocadas por el virus se reducia en un 50%. La
aplicacion de escopoletina mediante pulverizacion a diferentes concentraciones (3 mM y 10
mM) sobre la planta infectada redujo entre un 25% y un 40% el nimero de lesiones locales,
respectivamente, sin ello afectar a su tamano. Sin embargo, no se observé efecto alguno al

tratar las plantas infectadas con escopolina.

Por todo ello, decidimos estudiar las consecuencias de la aplicacién exdgena de

escopoletina y sus posibles efectos en la respuesta defensiva de las plantas.

3.2. Estudio de la acumulacion de los genes de defensa PR1 y Tci21
por escopoletina

En una primera aproximacion, se analizaron los niveles de expresién de genes
relacionados con la defensa en plantas como son PRIy T7c¢i21, genes marcadores de SA y JA
respectivamente, con objeto de descubrir posibles variaciones que puedan ser consecuencia de

la absorcidn de escopoletina.
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Figura 19 — Niveles de expresion del gen PR1 en plantas de tomate 'Moneymaker' como control y
transgénicas Twil 1.1 y Twil 28.3 tratadas con escopoletina. Se analizo por RT-PCR cuantitativa la
acumulacion de mRNA de PR1 en explantes embebidos en disoluciones 0.5 mM de escopoletina. Se
recogieron muestras a las 0, 1, 6 y 24 horas post-tratamiento. Los valores obtenidos fueron normalizados
respecto al nivel de expresion del gen Flongation Factor 1 alpha (efFla), tomando como valor de
referencia 1 la cantidad de mRNA de las plantas antes de iniciar el tratamiento. La media y el error
estandar mostrados corresponden a muestras independientes de un experimento representativo. Se
realizaron tres experimentos independientes para este compuesto.
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Los resultados de induccion de PRI en tratamientos con escopoletina, expuestos en la
Figura 19, muestran un notable aumento de la expresion de este gen, concretamente a las 24
horas después del tratamiento en las plantas ‘Moneymaker’, observandose apenas induccién en

las transgénicas.

En la Figura 20 se representan los resultados de la expresion de 7¢i21 por tratamientos
con escopoletina. Se puede observar un aumento notablemente mayor en el caso de las plantas
transgénicas frente a las tomadas como control a las 6 horas después del tratamiento. Este

aumento es maximo en el caso de la linea transgénica Twil 28.3.
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Figura 20 — Niveles de expresion del gen Tci2l en plantas de tomate 'Moneymaker' como control y
transgénicas Twil 1.1 y Twil 28.3 tratadas con escopoletina. Se analizo por RT-PCR cuantitativa la
acumulacion de mRNA de Tci2l en explantes embebidos en disoluciones 0.5 mM de escopoletina. Se
recogieron muestras a las 0, 1, 6 y 24 horas post-tratamiento. Los valores obtenidos fueron normalizados
respecto al nivel de expresion del gen Elongation Factor 1 alpha (eEFla), tomando como valor de
referencia 1 la cantidad de mRNA de las plantas antes de iniciar el tratamiento. La media y el error
estandar mostrados corresponden a muestras independientes de un experimento representativo. Se
realizaron tres experimentos independientes para este compuesto.

Por lo tanto, tratamientos con este compuesto producen la induccién del gen PRI a las
24 horas después del tratamiento en plantas control, y del gen 7¢i21 a las 6 horas después del
tratamiento, tanto en plantas control como transgénicas, siendo la induccién mayor en éstas
para 7ci21. Estos resultados apoyan el posible papel de este compuesto en la respuesta
defensiva de la planta. Para profundizar en esta hipdtesis, nos propusimos analizar su presencia
en plantas infectadas con el virus del bronceado del tomate (TSWV), y sus posibles efectos

sobre el desarrollo de la infeccion.

3.3. Tratamiento del in6culo con escopoletina
Debido a que las cumarinas se acumulan en las plantas cuando se produce una

infeccion patogénica, se quiso comprobar si estos compuestos tenian actividad directa sobre el
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organismo patdgeno, en este caso, el virus del bronceado del tomate (TSWV). Para ello, plantas
transgénicas Twil 28.3 y ‘Moneymaker’ fueron inoculadas con tampdn que contenia el virus y al

que se le habia afiadido escopoletina a una concentracion final de 10 mM, tal y como se detalla

en Materiales y Métodos.

Figura 21 — Imagenes de plantas pertenecientes al ensayo del virus del bronceado del tomate (TSWV).
a) Planta mock tratada con indculo sin virus b) Planta tratada con indculo con virus y escopoletina.

Como se puede apreciar en la Figura 21, la sintomatologia de una planta mock tratada
Unicamente con el tampon (A) se muestra similar a la de una planta tratada con el indculo que
contenia el virus mas una pequefia cantidad de escopoletina (B). Esta diferencia en la
sintomatologia nos indica que este compuesto si que afecta a la infeccion con el virus, ya que la

planta presenta un aspecto similar al de una planta sana.

Estos resultados corroboran los obtenidos por Chong y colaboradores (2002) en donde
trataron protoplastos de tabaco con escopoletina o con agua inmediatamente antes de su
inoculacion con TMV, sin afectar a su viabilidad. Se examind la acumulacién del RNA gendmico
de TMV 48 horas después de la inoculacidn, y se observd que el tratamiento con escopoletina
habia causado una reduccién significativa en la acumulaciéon del RNA viral en comparacién con

el tratamiento con agua.

3.4. Sintomatologia

Durante el periodo de infeccidn, se anotaron los sintomas correspondientes a los 6, 8,
10, 13 y 15 dias después de la segunda inoculacion, valorando cada planta del 0 al 4 en funcion
del grado de sintomas que se observan, tal y como se describe en Materiales y Métodos. La
Figura 22 presenta el porcentaje de plantas infectadas que muestran sintomas para cada una

de las lineas a lo largo del periodo de infeccion.
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Figura 22 — Porcentaje de plantas con sintomas en plantas de tomate ‘Moneymaker’ como control y
transgénicas Twil 1.1 y Twil 28.3 infectadas con el virus del bronceado del tomate (TSWV). Se anotaron
los sintomas a los 6, 8, 10, 13 y 15 dias después de la segunda infeccion.

Estos resultados muestran una mayor susceptibilidad en las plantas transgénicas RNAI
Twil 1.1 y Twil 28.3 frente al control. Se observa, especialmente, un mayor porcentaje de
plantas con sintomas en la linea transgénica Twil 28.3. Esto parece indicar que la ausencia de

la expresion del gen 77l provoca una menor resistencia a patdégenos.

En la Figura 23 se muestra la evolucién del dafio ocasionado por la infeccién de TSWV
en los foliolos de las plantas a lo largo de los 15 dias de infeccidn, confirmando una mayor

susceptibilidad de las plantas Twil 28.3 y una mayor resistencia del control.

Los resultados indican que las plantas de la linea transgénica Twil 28.3 fueron mas
susceptibles a la infeccion, mostrando una mayor sintomatologia desde la primera toma de
muestras. La linea transgénica RNAi Twil 1.1 también presenta un mayor grado de sintomas

respecto al control, aunque no de forma tan evidente como la linea Twil 28.3.
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Figura 23 — Evolucion del dafio en foliolos de tomate 'Moneymaker’ como control y transgénicas Twil 1.1
y Twil 28.3 infectadas con el virus del bronceado del tomate (TSWV). Un total de 14 plantas de cada tjpo
fueron infectadas mediante dafio mecanico. Se muestra el porcentaje de plantas con el grado de sintomas
en funcion del total de plantas de cada tipo a los 6, 8 10, 13 y 15 dias después de la segunda infeccion.
Los datos corresponden a 3 experimentos independientes. 0: no se observan sintomas, 1. peciolos
horizontales, 2: peciolos caidos y puntas de las hojas enrolladas, 3: peciolos casi verticales y foliolos
enrollados, 4: peciolos completamente verticales y foliolos secos.
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4. Papel de Twi1: Induccion de 7wil en respuesta a la infeccion
por virus TSWV en tomate

Con el fin de estudiar la expresion de 7wil en respuesta a una infeccion viral, se
emplearon plantas ‘Moneymaker’ infectadas con el virus del bronceado del tomate (TSWV). La
infeccién se realiz6 en plantas de un mes de edad mediante dafio mecanico en tercera y cuarta
hoja de la planta y posteriormente en la quinta y sexta hoja de la misma, tal y como se describe
en Materiales y Métodos. A su vez, un 25% de las plantas fueron utilizadas como plantas mock
de la infeccion aplicando el mismo tampdn, pero sin anadir el indculo viral. Se recogieron
muestras a los 6, 8 y 15 dias después de la segunda inoculacién. Estas muestras fueron
analizadas por RT-PCR cuantitativa para estudiar la induccién de 7wif a lo largo de la infeccion.

Los resultados obtenidos a los 8 dias post-infeccion se presentan en la Figura 24.
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Figura 24 — Niveles de expresion del gen Twil en plantas de tomate 'Moneymaker' infectadas con el virus
del bronceado del tomate (TSWV). Se analizo por RT-PCR cuantitativa la acumulacion de mRNA de Twil
en hojas de plantas infectadas mediante dafio mecanico y plantas mock sin infectar, 8 dias después de la
segunda infeccion. Los valores obtenidos fueron normalizados respecto al nivel de expresion del gen
Elongation Factor 1 alpha (eEFla), tomando como valor de referencia 1 la cantidad de mRNA de las
plantas antes de iniciar la infeccion. La media y el error estandar mostrados corresponden a dos plantas
de un experimento representativo. Se realizaron tres experimentos independientes.

Se observa una fuerte induccion de 7wil en las plantas control como consecuencia de
la infeccion con el virus del mosaico del tomate (TSWV), que produce una interaccion
compatible y que da lugar, por lo tanto, al desarrollo de la enfermedad en la planta. Esta
induccién por virus es mucho mayor en comparacion con la provocada en las plantas mock,
probablemente debida a la herida producida como consecuencia de la técnica de inoculacion
empleada. Esto coincide con los resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio en los
gue se observd induccién de 7wil en interaccion compatible con la bacteria Pseudomonas en

plantas de tomate Rio grande (Campos, 2014).
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4.1. Analisis estadistico

En la Tabla 5 se muestra el andlisis estadistico de la infeccion con TSWV mediante el
test de Kruskal-Wallis. Se observan diferencias significativas a los 6 y 8 dias después de la
inoculacién atendiendo al grado de sintomas, entre las plantas control y las plantas RNAi Twil,

considerandose como el periodo post-inoculacién mas relevante.

Tabla 5 — Parémetros estadisticos del test de Kruskal-Wallis para los indices de sintomatologia de plantas
Moneymaker y plantas Twil 1.1 y Twil 28.3 infectadas con TSWV.

Tiempo | Genotipo | N pn!:)anl:ggio cuaccll1:;do Grggos \;aelt;r
libertad

Moneymaker | 15 14,20

6 dpi Twil 1.1 12 22,25 13,219 2 0,001
Twil 28.3 15 28,20
Moneymaker | 11 8,50

8 dpi Twil 1.1 8 20,50 13,550 2 0,001
Twil 28.3 11 18,86
Moneymaker | 7 8,86

10 dpi Twil 1.1 4 11,75 1,214 2 0,545
Twil 28.3 7 8,86
Moneymaker | 7 9,50

13 dpi Twil 1.1 4 9,50 0,000 2 1,000
Twil 28.3 7 9,50
Moneymaker | 7 8,43

15 dpi Twil 1.1 4 11,00 1,457 2 0,483
Twil 28.3 7 9,71

En la Tabla 6 se muestra el analisis estadistico, ateniendo al indice de infectividad,
mediante el test de Mann-Whitney a los 6 y 8 dias después de la infeccion. Se observan
diferencias significativas al comparar plantas control con cada una de las transgénicas Twil,
pero no entre transgénicas, confirmando que el silenciamiento de la glucosiltransferasa Twil

afecta al indice de infectividad de las plantas, y las hace mas susceptibles a la infeccion viral.
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Tabla 6 — Parametros estadisticos del test de Mann-Whitney para la infectividad de plantas Moneymaker
y plantas Twil 1.1 (A), plantas control y plantas Twil 28.3 (B) y plantas Twil 1.1 y plantas Twil 28.3 (C)
Infectadas con TSWV.

A
. . Rango Valor
Tiempo Genotipo N promedio | de p
Moneymaker | 15 11,70
6 dpi 0,044
Twil 1.1 12 16,88
Moneymaker | 11 6,91
8 dpi 0,002
Twil 1.1 8 14,25
B
. . Rango Valor
Tiempo Genotipo N promedio | de p
Moneymaker | 15 10,50
6 dpi 0,000
Twil 28.3 15 20,50
Moneymaker | 11 7,59
8 dpi 0,002
Twil 28.3 11 15,41
C

Rango Valor

Tiempo Genotipo N promedio | dep

Twil 1.1 12 11,88

6 dpi 0,101
Twil 283 | 15 15,70
Twil 1.1 8 10,75

8 dpi 0,563
Twil 283 | 11 9,45

4.2. Acumulacion de escopoletina debido a la infecciéon por TSWV

En la Figura 25 se exponen los resultados obtenidos referentes a la acumulacién de
escopoletina total en plantas de tomate infectadas con el virus del bronceado del tomate
(TSWV) tal y como se describe en Materiales y Métodos. Se puede observar que las plantas
transgénicas Twil muestran una mayor acumulacion de escopoletina en comparacion con el

control.
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Figura 25 — Niveles de acumulacion de escopoletina total en plantas de tomate '‘Moneymaker' como
control y transgénicas Twil 1.1 y Twil 28.3 infectadas con el virus del bronceado del tomate (TSWV). Se
analizo por HPLC la acumulacion de escopoletina total en hojas de plantas infectadas mediante dafio
mecanico, 6 dias después de la segunda infeccion.

Moneymaker RNAi Twil 1.1 RNAi Twil 28.3

6 dias post-inoculacion

Estos resultados contrastan con la sintomatologia, puesto que las plantas transgénicas
resultaron ser mas susceptibles a la infeccién a pesar de acumular una mayor cantidad de
escopoletina. Sin embargo, estos resultados coinciden con los obtenidos en un estudio
desarrollado por Gachon y colaboradores (2004), donde se observd que la sobreexpresion de
TOGT en tabaco, una glicosiltransferasa homologa a Twil, provocaba un aumento de la
concentracion de escopoletina y escopolina en plantas transgénicas después de la inoculacion
con el Virus del Mosaico del Tabaco (TMV), en comparacién con las plantas control. A pesar de
observarse una mayor acumulacion de estos compuestos, las plantas transgénicas mostraron

lesiones necroticas de forma mas temprana y con una mayor velocidad de desarrollo.

Estos mismos autores proponen que la mayor susceptibilidad es debida a que la
escopoletina, aunque tiene un efecto protector a bajas concentraciones, puede tener efectos
toxicos si se acumula a altas concentraciones, por lo que esta sintomatologia observada podria

deberse a esta mayor acumulacién de escopoletina.

Debido a esto, se midid el poder antioxidante de las muestras de plantas infectadas con
el virus del bronceado del tomate, y se observd que las plantas transgénicas RNAi Twil

presentaban mayor capacidad antioxidante con respecto a las plantas Moneymaker (Figura 26).
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Figura 26 — Medicion del poder antoxidante de extractos de plantas de tomate 'Moneymaker' como
control y transgénicas Twil 1.1 y Twil 28.3 infectadas con el virus del bronceado del tomate (TSWV)
tomadas a los 6 dias después de la inoculacion.

Chong y colaboradores, en un proyecto llevado a cabo en 2002, mostraron que el
silenciamiento de la glicosiltransferasa TOGT, suprimia la acumulacién de escopolina entre un
70 y un 75% en plantas de tabaco, lo que provoca una reaccion hipersensible a TMV. En
relacion con los resultados obtenidos en nuestro ensayo, esto podria significar que, al no
producirse la conjugacion de escopoletina, los niveles de escopolina en las plantas transgénicas
son menores que los presentes en las plantas control, por lo que acaban siendo mas
susceptibles. Por lo tanto, la escopoletina deberia encontrarse en forma glucoconjugada en

planta para poder colaborar a la resistencia a la infeccién de plantas de tabaco con TMV.

Por ello, decidimos estudiar si estos niveles alterados de escopoletina que se han
detectado en las plantas transgénicas RNAi Twil podian estar afectando a la expresion de
genes relacionados con defensa. Para ello, se cuantificd el nivel de expresion de los genes
7ci21, gen marcador de la respuesta a acido jasmoénico (JA), y JAZ9, gen involucrado en la
sefializacion de JA. Como se puede ver en las Figuras 27 y 28, se observé que ambos genes se
inducen fuertemente en las plantas ‘Moneymaker, en comparaciéon con las plantas

transgénicas.
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Figura 27 — Niveles de expresion del gen Tci2l en plantas de tomate ‘Moneymaker' infectadas con el
virus del bronceado del tomate (TSWV). Se analizo por RT-PCR cuantitativa la acumulacion de mRNA de
Tci21 en hojas de plantas infectadas mediante dafio mecanico y plantas mock sin infectar, 6 dias después
de la segunda infeccion. Los valores obtenidos fueron normalizados respecto al nivel de expresion del gen
Elongation Factor 1 alpha (eEFla), tomando como valor de referencia 1 la cantidad de mRNA de las
plantas antes de iniciar la infeccion. La media y el error estandar mostrados corresponden a dos plantas
de un experimento representativo. Se realizaron tres experimentos independientes.
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Figura 28 — Niveles de expresion del gen Jaz9 en plantas de tomate ‘Moneymaker' infectadas con el virus
del bronceado del tomate (TSWV). Se analizo por RT-PCR cuantitativa la acumulacion de mRNA de Jaz9 en
hojas de plantas infectadas mediante dafio mecanico y plantas mock sin infectar, 6 dias después de la
segunda infeccion. Los valores obtenidos fueron normalizados respecto al nivel de expresion del gen
Elongation Factor 1 alpha (eEFla), tomando como valor de referencia 1 la cantidad de mRNA de las
plantas antes de iniciar la infeccion. La media y el error estandar mostrados corresponden a dos plantas
de un experimento representativo. Se realizaron tres experimentos independientes.

Estos resultados sugieren que los mayores niveles de acumulacién de escopoletina en

las plantas transgénicas RNAi Twil podrian estar afectando los niveles de JA en planta.
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De hecho, en un articulo publicado en 2014 por Sun y colaboradores, se infectaron
plantas de tabaco con silenciamiento de genes implicados en la biosintesis y respuesta a JA con
el hongo Alternaria alternata. En primer lugar, se observd que esta infeccién flngica provocaba
un aumento de JA en hojas jovenes infectadas de plantas wild type (WT), siendo menor en
hojas maduras, asi como una acumulacién de escopoletina. Sin embargo, no se detectaba
acumulacion de escopoletina en las plantas deficientes en JA, mostrando una mayor
susceptibilidad a la infeccién. Estos autores pusieron de manifiesto la estrecha relacion
existente entre la acumulacion de escopoletina y los niveles de JA en planta, ya que al aplicar
un tratamiento de metil jasmonato, se restauraron los niveles de escopoletina. Seria
interesante, por tanto, realizar medidas de JA en las plantas transgénicas RNAi Twil infectadas
con el virus del bronceado del tomate, puesto que recientemente se ha observado que existe
relacion entre los niveles de JA y la resistencia a infecciones virales en arroz (Zhang et al.
2016).

5. Fenotipo de las raices de las plantas RNAi Twil

Diversos autores han descrito la acumulacion de escopoletina en raiz (Buschmann et
al.,, 2000; Bednarek et al., 2005; Kai et al. 2006), por lo que se decidié estudiar el fenotipo de
este drgano en las plantas transgénicas RNAi Twil. En la Figura 29 se observa la expresion de
Twil en raices de plantas control, mientras que se mantiene silenciado en las plantas

transgénicas.
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Figura 29 — Niveles de expresion del gen Twil en raices de plantas de tomate 'Moneymaker' y plantas
transgénicas Twil. Se analizo por RT-PCR cuantitativa la acumulacion de mRNA de Twil en raices de
plantas tomadas a los 10 dias después de la germinacion. Los valores obtenidos fueron normalizados
respecto al nivel de expresion del gen Elongation Factor 1 alpha (efFla), tomando como valor de
referencia 1 la cantidad de mRNA de las raices con menor expresion. La media y el error estandar
mostrados corresponden a tres repeticiones de un experimento representativo. Se realizaron tres
experimentos independientes.
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Al realizar estos estudios encontramos un hallazgo sorprendente: las raices de las
plantas RNAi Twil parecian mostrar un mayor desarrollo que las parentales. Para corroborarlo,
se hicieron crecer plantas control ‘Moneymaker’ y transgénicas Twil 1.1 y Twil 28.3 en
vermiculita, midiéndose la longitud de la raiz diferentes tiempos, tal y como se detalla en
Materiales y Métodos. Se observd, de manera general, que la raiz creci6 de manera

significativamente mas rapida en las plantas transgénicas frente al control (Figura 30).

Longitud de raiz

O Control

35 1 mRNAITwiL1L Ty

B RNAi Twil 28.3

Longitud (Cm)

5 7 10
Dias post-germinacion

Figura 30 — Longitud de raices procedentes de plantas Moneymaker y plantas transgenicas Twil medidas
alos 5, 7y 10 dias después de la germinacion.

Debido a los resultados obtenidos en esta primera aproximacion, sera interesante
conocer los niveles de acumulacién de escopoletina en estas raices que presentan tal desarrollo
diferencial (Figura 31). A priori, cabria esperar una mayor acumulacion de escopoletina en
plantas RNAi Twil, al igual que se ha observado en hojas de plantas infectadas, respecto a
plantas control. Esta mayor acumulacién de escopoletina podria estar relacionada de algun
modo con un mayor crecimiento de la raiz, por ejemplo, afectando a los niveles de auxinas,

como el acido indolacético, en la raiz de las plantas transgénicas RNAi Twil.

Se ha descrito que las cumarinas influye en la morfologia e histologia de la raiz de maiz
y Arabidopsis, (Svensson 1971, 1972; Kupidlowska et al, 1994; Abenavoli et al, 2001),
inhibiendo el alargamiento primario de la raiz y estimulando la formacién de raices laterales
(Abenavoli et al., 2004, 2008; Lupini et al., 2014). En 2010, Lupini y colaboradores identificaron
la zona de la raiz perteneciente a los primeros 20 mm desde la punta, como la parte mas
sensible a cumarinas, sugiriendo que este efecto podria ser mediado por las auxinas.
Probablemente, existe una red compleja de sefalizacion molecular que regula las respuestas
fisioldgicas producidas por las cumarinas, donde el transporte y/o la biosintesis de auxinas

podria desempefiar un papel importante (Lupini et al., 2014).
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Figura 31 — Comparacion de la longitud de raices procedentes de plantas Moneymaker a modo de control
y plantas transgénicas RNAi Twil de un mes de edad.
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CONCLUSIONES

1. La proteina purificada Twil muestra actividad /n vitro con las cumarinas escopoletina,

umbeliferona y esculetina, asi como con los fendlicos simples 2,4-DHBA y 2,4,6-THBA.

2. La enzima B-glucosidasa provoca la ruptura del enlace glicosidico presente en la
escopolina, liberando escopoletina. El enlace formado por Twil entre glucosa y

escopoletina es, por tanto, un enlace beta glucosidico.

3. La aplicacion exdgena de escopoletina, umbeliferona y esculetina provoca la induccién

del gen 7wil.

4. Tras la aplicacion exdgena de escopoletina, umbeliferona y esculetina, las plantas
transgénicas que silencian 7w/7Z mostraron un menor nivel de induccién del gen de
defensa PR1. Sin embargo, aumentd la induccion del gen 7CI21, frente a las plantas

control ‘Moneymaker'.

5. Las plantas transgénicas que silencian 7w/l mostraron mayor acumulacion de
escopoletina y umbeliferona en tratamientos con estos compuestos, respecto a las

plantas control ‘Moneymaker’.

6. La infeccion con el virus del bronceado del tomate (TSWV) causa la induccion de 7w/l

en plantas de tomate.

7. La infeccion con TSWV ocasiona aumento de la acumulacion de escopoletina en las

plantas transgénicas que silencian 7wi! frente al control ‘Moneymaker”.

8. Las plantas transgénicas Twil 1.1 y Twil 28.3 de tomate muestran una acusada
susceptibilidad a TSWV, siendo dicha susceptibilidad mucho mas pronunciada en las
plantas transgénicas Twil 28.3. Esta susceptibilidad estd correlacionada con los

mayores niveles de escopoletina presentes en la planta.

9. La adicion de escopoletina al indculo viral de TSWV previo a la inoculacién (15

minutos antes) provoca una reduccion en la infectividad del virus.

10. Las plantas de tomate que silencian 7w/ exhiben un mayor crecimiento de sus raices

en comparacion con el parental ‘Moneymaker’.
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