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TiTULO

Estudio del rol de la proteina de cédpside del virus TMV-Cg en la modulacion de la
expresion génicay en la alteracion de factores enddgenos del hospedante Arabidopsis

thaliana
RESUMEN

Las enfermedades producidas por patdgenos virales generan cuantiosas pérdidas en la
produccién de cultivos de importancia agropecuaria. El impacto de los virus en la alteracién de la
expresion génica explica, en parte, las reducciones en el rendimiento de estos cultivos. Por este
motivo, entender los mecanismos por los cuales los virus modulan la expresion de genes del
hospedante es de vital importancia para proponer estrategias antivirales efectivas o perfeccionar
las que se estdn utilizando en la actualidad.

En este estudio, se empled una linea transgénica de Arabidopsis thaliana que expresa la proteina
de capside del virus TMV-Cg (CgCP) con el objetivo de estudiar el efecto de esta proteina en las
alteraciones de la expresidon génica y su concomitante impacto sobre los mecanismos de defensa.
Inicialmente, se analizod el efecto de la CgCP sobre la expresidon de genes implicados en vias de
defensa, observandose que la CgCP modula negativamente la expresién de genes que participan
de la via de defensa mediada por acido salicilico (SA, por sus siglds en inglés) y que, ademas,
tienen un rol reportado frente a defensa antiviral. A continuacidn, se procedié a analizar el
impacto global de la CgCp sobre el transcriptoma de A. thaliana por medio de un microarreglo
realizado en plantas que expresan la CgCP. Los resultados indicaron que la CPCg altera la
expresion de genes que estan implicados en una amplia variedad de procesos. El uso de
herramientas bio-informaticas permitié determinar que la CgCP regula negativamente la
expresion de una red de genes que presentan en sus regiones promotoras motivos de respuesta
a los factores de transcripcion W-BOX y al factor Non-Expressor of PR 1(NPR1) , un factor central
en la via del SA. Paralelamente, se observé que durante la infeccidon con el virus TMV-Cg los genes
dependientes de la via de SA son incrementados a tiempos tempranos de infeccidén, mientras que
su expresion disminuye a tiempos tardios.

Por otra parte, se observd que la expresidon de la CgCP en plantas de A. thaliana produce un
retraso en el crecimiento. En base a estas observaciones, se procedié a estudiar la capacidad de
la CgCP de alterar la estabilidad de las proteinas DELLA, las cuales estdn implicadas en la
regulaciéon de vias de desarrollo, como también en la supresion de la via de defensa mediada por
SA. Se observé que la proteina CgCP altera la estabilidad de la proteina RGA, una de las cinco
proteinas DELLAs codificadas por el genoma de A. thaliana. Por otra parte, ensayos realizados
con el virus TMV-Cg mostraron que el virus altera la estabilidad de otra proteina DELLA, la
proteina GAl. Ademas, plantas mutantes para cuatro de los cinco genes que codifican proteinas
DELLAs acumularon menores niveles del virus TMV-Cg que las plantas salvajes.

En conclusion, los resultados de esta tesis muestran que la CgCP altera la expresién de un amplio
conjunto de genes de A. thaliana. En particular, esta proteina modula negativamente un grupo de
genes de defensa, dependientes de la via de SA, a través de la estabilizacidon de las proteinas
DELLA. Estos resultados sugieren que la CgCP alteraria la estabilidad de las proteinas DELLAs
como un mecanismo para modular negativamente las respuestas de defensa antivirales.

Palabras claves: Virus TMV-Cg, proteina de cdpside, proteinas DELLAs, defensa innata, &cido
salicilico.
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TITLE

Study on the role of TMV-Cg capsid protein in the modulation of gene expression profile

and host factors in Arabidopsis thaliana

ABSTRACT

Phytopathogenic viruses produce significant losses on economically important crops species.
Those losses are mostly dependent on the alterations of gene expression during viral infections.
Consequently, the study of the virus-induced alterations in the gene expression profile is
important for the development of strategies to reduce the losses caused by plant virus.

In this study we used transgenic Arabidopsis plants that express the capsid protein of TMV-Cg
(CgCP) with the aim of studying alterations in gene expression and defense mechanisms. First, we
studied a subset of genes involved in antiviral defense pathways that are regulated by salicylic
acid (SA), and found that CgCP negatively modulates the SA mediated defense pathways. Then,
we studied the global impact of CgCP expression in the A. thaliana’s transcriptome. The results
indicate that the CgCP alters the expression of genes that are involved in a wide range of
processes. By means of the use of bioinformatic tools, we found CgCP negatively regulates a gene
network dependent on Non-Expressor of PR 1(NPR1), which is a central player in the SA mediated
response. In parallel, we observed that the expression of this set of genes is also altered during
TMV-Cg virus infection. The expression is up-regulated at early time post infection and down-
regulated at late time of TMV-Cg infection.

Also, we observed that the CgCP expression reduces plant growth of A. thaliana. Based on these
data, we proceeded to study the alterations of DELLA proteins by CgCP, which are involved in the
regulation of development and defense pathways. We found that the CgCP alters the stability of
RGA, which is one of the five DELLA proteins codified by A. thaliana. Furthermore, the stability of
DELLAs proteins was altered during the TMV-Cg infection. Moreover, it was observed that DELLA
proteins negatively modulated the defense transcript profiles during TMV-Cg infection. As a
result, TMV-Cg accumulation was significantly lower in the quadruple-DELLA mutant Arabidopsis
plants than in wild type plants.

Taken together, in this study we demonstrated that CgCP alters the expression of genes involved
in a wide range of processes, particularly, negatively regulates the salicylic acid-mediated defense
pathway by stabilizing the DELLA proteins. These results suggest that CgCP alters the stability of
DELLAs as a mechanism of negative modulation of antiviral defense responses.

Keywords: TMV-Cg virus, capsid protein, DELLAs proteins, innate defense, salicylic acid.
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ABREVIATURAS

ADN: acido deoxiribonucleico.

AOX : oxidasa alternativa

ARN: acido ribonucleico.

CaMV: Virus del mosaico del coliflor (del inglés Cauliflower mosaic virus)
CMV: Virus del mosaico del pepino (del inglés Cucumber mosaic virus)

CgCP: proteina de capside viral del virus TMV-Cg.

CP: proteina de cdpside viral, “coat protein”.

CP#71: linea transgénica que expresa la CgCP bajo el promotor 35S

CP#72: linea transgénica que expresa la CgCP bajo un promotor inducible
CTV: Citrus tristeza closterovirus

DELLAs: proteinas represoras de la via de GA que contienen un motivo DELLA.
DNAc: acido desoxirribonucleico copia.

dpi.: dias post inoculacién

dpa.: dias post agroinfiltracion.

ELISA: del inglés enzyme-linked immunosorbent assay.

ES: error standart

ETI: Inmunidad desencadenada por efector (del inglés effector triggered immunity )
ET: etileno

ETS: Susceptibilidad desencadenada por un efector (del inglés, effector triggered
susceptibility)

Fig.: Figura.

flg22: péptido de 22 aminodcido de la regidén N terminal de la flagelina

GA: 4cido giberélico (por gibberellic acid)

GAI : insensible a giberélina ( por Gibberellin-insensitive)

GFP: proteina verde fluorescente (green fluorescent protein).

GID1: receptor de GA (por GIBBERELLIN INSENSITIVE DWARF1)

HR: respuesta hipersensible (por hypersensitive response)

JA: &cido jasmonico (por jasmonic acid)
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kDa: kilo Dalton.

mMARN: ARN mensajero

miARN o miR: micro RNA (microRNA).

MOF: methoxyfenozide

MP: proteina de movimiento viral.

nm: nanémetros

NPR1: Non-expressor of PRI

nt: nucledtidos.

N.b. : Nicotiana benthamiana

ORF: marco abierto de lectura (del inglés: open reading frame)
ORMV: Oilseed rape mosaic virus.

PAMPs: Patrones moleculares asociados a patégenos (del inglés pathogen-associated
molecular patterns)

pb: pares de bases.

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa.

PIP: acido pipecdlico

PLRV: Potato leaf rolled virus

PM: peso molecular.

PPV: Plum Pox virus

PR: proteinas relacionadas a la patogénesis ( por pathogen-related proteins)
PRSV: Papaya ringspot virus

PTI: Inmunidad desencadenada por PAMPs (PAMP triggered immunity)
PVX : virus X de la papa, Potato virus X.

PVY: virus Y de la papa; Potato virus Y.

p35S: promotor 35S del Cauliflower mosaic virus.

RDR: RNA polimerasa celular dependientes de acido ribonucleico.
RDV: Virus del enanismo del arroz (del inglés Rice dwarf virus)

RGA: Repressor of gal-3, proteina de la familia DELLA

ROS: especies reactivas de oxigeno (del inglés reactive oxigen species)
RT-qPCR : PCR cuantitativa en tiempo real

SA: acido salicilico (por salicylic acid)

SAR: Resistencia sistémica adquirida (por systemic acquired resistance)



SiARN: acido ribonucleico de bajo peso molecular (18 a 24 nt).
ssARN: ARN de cadena simple (single strand).

TMV: Tobaco mosaic virus.

TMV-Cg: Crucifer infecting Tobacco Mosaic Virus

ToMV: Tomato mosaic tobamovirus

ViARNSs: siARNs de origen viral.

VSRs: supresores de silenciamiento de ARN de origen viral.
pm: micrometro

MM: micromolar

WT: plantas salvajes ( por wild type)

YFP: proteina amarilla fluoresencente (Yellow Fluorescent Protein)
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CAPITULO 1: INTRODUCCION GENERAL

1.1 El impacto de las enfermedades virales en la agricultura

1.1.1 Las pérdidas ocasionadas por las infecciones virales

Las enfermedades virales disminuyen la calidad y el rendimiento de cultivos de
importancia econdmica. Se estima que las pérdidas anuales de cultivos a escala mundial
producidas por el efecto de patdgenos y malezas equivalen a USD 220.000 millones
(Agrios, 2005). Las pérdidas atribuibles a virus se calculan en un 10-15% de las totales
(Loebenstein et al, 2010), por lo que en una estimacion conservadora, mas de USD
22.000 se pierden cada afio alrededor del mundo debido a virus fitopatdégenos. En
nuestro pais, los virus afectan a diversos cultivos de interés agrondmico, entre los cuales

se encuentran la papa, el maiz y los citricos.

Los virus que mayormente atacan a los cultivares de papa son: el virus Y (PVY, de Potato
virus Y), el virus X (PVX, de Potato virus X) y el virus del enrollamiento de la hoja de la
papa (PLRV, de Potato leaf rolled virus). Estos virus son propagados por medio de
tubérculos-semilla infectados, mediante el uso de herramientas contaminadas o por
vectores como insectos, nematodos y hongos. El manejo del cultivo de papa, basado en
una propagacién agamica, lleva a una gran acumulacién de patégenos, en particular de
virus. Una de las estrategias empleadas para controlar las enfermedades virales es el uso
de semilla de papa certificada con un bajo contenido de virus (Scholthof et al., 2011), sin
embargo esta estrategia tiene como contrapartida el incremento de los costos de

produccién.

El virus del Mal del Rio Cuarto es un virus transmitido por insectos que afecta
especialmente al cultivo de maiz y en menor medida al cultivo de trigo. Produce
sintomas severos como enanismo y ocasiona la disminucion en la produccién de granos.
Este virus fue caracterizado a fines de la década del sesenta (Nome et al.,, 1981),
coincidentemente con la introduccidon de nuevas variedades de maiz provenientes de

Estados Unidos. Desde su aparicidon, en el centro sur de Cdérdoba, este virus ha



ocasionado grandes pérdidas en sucesivas campafias. En los ultimos afnos, las pérdidas
producidas por este virus se han reducido por medio del empleo de cultivares tolerantes
y por medio de la modificacién del tiempo de siembra para atenuar la incidencia de la
enfermedad.

El virus de la tristeza de los citricos (Citrus tristeza closterovirus , CTV) es otro de los virus
que afecta a casi todas especies del género Citrus entre ellas el limén ,un cultivo de gran
importancia econdmica para el pais. Los sintomas inducidos por el CTV son diversos,
encontrandose  arboles asintomaticos portadores del virus y otros con diversas
sintomatologias (Rocha Pefia et al, 1998). Los sintomas que provocan mayor impacto
econdmico son el declinamiento rapido y la muerte de los naranjos y la acanaladura en la
madera de los naranjos y limoneros acidos. No existe una estrategia de control aplicable
para todas las variedades, pero en lineas generales se recomienda el empleo de material

de propagacion certificado y el uso de pies tolerantes o resistentes al CTV.

1.1.2 Estrategias empleadas en el control de las virosis

En general, las estrategias de manejo para controlar las enfermedades virales consisten
en el empleo de medidas preventivas que incluyen el uso de semillas u dérganos
vegetativos certificados libres de virus, la eliminacion de los posibles reservorios de virus
y la modificacién de practicas de siembra y cosecha. Si el virus tiene un vector de
transmisién conocido, el control o exclusién del vector es sumamente importante. Por
ejemplo, insectos y hongos vectores pueden controlarse con insecticidas y fungicidas,
respectivamente. Alternativamente, las enfermedades virales pueden controlarse por

medio del uso de variedades tolerantes o resistentes a virus (Gergerich and Dolja, 2006).

En los Ultimos afios se ha empleado la técnica de transgénesis para el desarrollo de
cultivares resistentes a virus. En particular, esta tecnologia ha sido empleada para
controlar el virus Papaya Ringsopt virus (PRSV), el cual produjo pérdidas importantes en
la produccién de papaya entre los afios 1992 y el ano 1998. A partir del afio 1998, con el
empleo de cultivares resitentes a PRSV, se diminuyé considerablemente el impacto de
este virus (Gonsalves et al., 2004). Por otra parte, esta técnica también ha sido util para

el control del virus Plum Pox Virus (PPV). Este virus produce una enfermedad



denominada Sharka la cual genera pérdidas desvastadoras en la produccién de
durazneros y a otras cultivos de carozo (Scholthof et al., 2011). La gran importancia de la
enfermedad producida por este virus motivé el desarrollo de una variedad de duraznos
resistentes que fue evaluada a campo durante diez afios y que ha demostrado ser exitosa

en el control de este virus (Polak et al., 2012).

Otro método de control, que ha sido ensayado bajo condiciones de crecimiento
monitoreadas, consiste en la aplicacion de compuestos quimicos que generan tolerancia
frente a ciertos patégenos. La aplicacion de 4acido salicilico (SA) y acido jasmonico (JA) ha
sido una estrategia eficiente para controlar la incidencia de varios patdgenos virales,
entre ellos el virus del mosaico del pepino (CMV), el virus del mosaico del tabaco (TMV),
y el virus del arrugamiento del nabo (TCV) en distintas especies. Por medio de esta
estrategia se obtuvo una disminucion de entre un 80 a un 90 % en la acumulacidn viral
(Shang et al, 2010). Sin embargo, este método de control aun no ha sido ensayado en

condiciones de campo.

Tanto el perfeccionamiento de las técnicas de control empleadas en la actualidad, como
el desarrollo de nuevos métodos para el control de enfermedades virales requiere
entender los mecanismos involucrados en la relacién hospedante-patégeno y en la
produccién de sintomas. Esto ultimo es de vital importancia ya que el desarrollo de
sintomas afecta tanto al rendimiento como a la calidad de la cosecha (Hull, 2002). En
particular, el estudio y caracterizacién de los componentes implicados en la interaccién
hospedante-patdgeno ha cobrado una gran importancia en los ultimos afios debido a la
necesidad de incrementar la productividad de los cultivares para satisfacer la mayor
demanda de alimentos. Por otra parte, existe un interés creciente en disminuir el
empleo de agroquimicos. En conclusidn, los conocimientos que permitan el desarrollo de
variedades resistentes a patégenos por medio de tecnologias que eviten o reduzcan la
aplicaciéon de agroquimicos seran de gran importancia para poder responder a las

demandas de la poblacién en los proximos afios.

1.2 Caracteristicas de las enfermedades virales en plantas



1.2.1 Interacciones compatibles e incompatibles

Como se mencionara previamente, las enfermedades producidas por virus generan
grandes pérdidas en la produccién de cultivos de importancia econdmica. Estas pérdidas
en el rendimiento de la produccidon son consecuencia de las alteraciones metabdlicas y
fisiolégicas inducidas por los virus vegetales. Sin embargo, no todas las interacciones
planta-virus conllevan al desarrollo de enfermedades en las plantas (Gergerich and Dolja,
2006) dado que los virus poseen un rango limitado de hospedantes (Gergerich and Dojla,
2006; Scholthof et al, 2011). El genotipo del hospedante determina principalmente la
susceptibilidad o resistencia de los cultivares vegetales frente a los virus. Por ejemplo, el
genotipo del hospedante puede determinar que la planta carezca de factores requeridos
para la reproduccion del virus y su dispersion en el hospedante y por ende el hospedante
resulta inmune a la infeccion viral. Por otra parte, el hospedante puede portar genes de
resistencia (genes R) en su genoma, los cuales codifican para proteinas capacez de
reconocer proteinas virales especificas y generar una activacién rapida de genes de
defensa, llevando a una resistencia local y adquirida (SAR) y produciendo a menudo la
muerte celular programada en un sitio cercano al sitio de infeccién (Jones and Dangl,
2006). Este tipo de interacciones se denomina, en la literatura, interacciones de tipo
incompatible. Por el contrario, las interacciones de tipo compatible se producen en
ausencia de una respuesta capaz de evitar la dispersién sistémica de los virus. Si bien las
pérdidas econdmicas asociadas a enfermedades virales son ocasionadas por las
interacciones de tipo compatible, las respuestas de defensa involucradas durante estas
interacciones se encuentran poco caracterizadas en la literatura (Huang et al., 2005)(Love

et al., 2005).

1.2.2 Caracteristicas generales del ciclo de infeccién viral en hospedantes susceptibles

El inicio de las infecciones virales comienza con el ingreso de los virus a las células
vegetales, para lo cual los mismos deben traspasar la cuticula de las células e ingresar al
citoplasma celular. Este ingreso suele ser facilitado por medio del dafio mecanico
inducido a la planta o por insectos vectores. Posteriormente, se produce el

desensamblado del virion y la traduccidén/replicacion del genoma viral en los tejidos



inoculados. Los virus codifican para proteinas virales de movimiento (MP) que, por medio
de la alteracidn de los plasmodesmos, permiten el movimiento entre células. A través de
los plasmodesmos, los complejos de transporte viral se desplazan hacia nuevos tejidos
(Ver Figura 1.1), permitiendo que el virus se disperse en promedio 1 mm por dia (8-10
células).

Ademas, los virus son transportados hacia los tejidos sistémicos a través del floema
(transporte de larga distancia). Durante el transporte de larga distancia se produce la
translocacién del virus desde las células del meséfilo hacia los elementos cribosos,
pasando por las células del parénquima vascular y las células acompafantes. Los
elementos cribosos estdn conectados a las células acompanantes por medio de
plasmodesmos especializados denominados poro de unidades plasmodesmaticas. Estos
poros poseen un tamafio de exclusion mayor que el de los plasmodesmos, lo que permite
que el ingreso de las macromoléculas hacia los elementos cribosos ocurra por simple
difusion. Sin embargo, se especula que las particulas virales no atravesarian estos poros
por simple difusion, sino de manera regulada (Hipper et al.,, 2013). Una vez que las
particulas virales ingresan a los elementos cribosos son transportadas hacia los tejidos
sistémicos siguiendo la ruta de los fotoasimilados (Ver Figura 1.1) (Hipper et al., 2013).
Esto determina un patrén general para la dispersién de los virus, en el cual las raices,
tubérculos y hojas superiores jovenes son los primeros tejidos en ser invadidos. El arribo

a los tejidos sistémicos tarda entre 2 y 5 dias para la mayoria de los virus.



alida del floema para comenz
nuevos sitios de infeccion

-Replicacién en la hoja inoculad
imiento célula-célul

o]

Ingreso al floema y
movimiento de larga distancia w

Celulas . ) . .
epidermicas Células del parénquima Células ) Eferienfis
Células del haz vascular vascular acompafantes clibosas

mesofilo
——— Plasmodesmos -~ Porosde los plasmodesmos  { | complejos de transporte viral
“% Replicacion viral movimiento célula-célula movimiento de larga

Sintesis de proteinas por medio de los plasmodesmos™* distancia a través del floema

Figura 1.1: Representacion general del transporte viral célula a célula y de larga distancia
en los tejidos vegetales.

Esquema del transporte viral hacia los tejidos sistémicos, movimiento entre células por
medio de los plasmodesmos (1), movimiento de larga distancia(2), comienzo de un
nuevo ciclo de replicacion (3). Tomado de Hipper et al, 2013.

1.2.3 El desarrollo de las interacciones de tipo compatible

Durante el transcurso de las interacciones de tipo compatible la expresiéon génica del
hospedante se altera en gran medida. El empleo de técnicas que permiten obtener
grandes cantidades de informacion por experimento, como por ejemplo el uso de
microarreglos, han permitido caracterizar los procesos celulares que son afectados
durante las infecciones virales. Un estudio realizado por Postnikova y Nemchinov (2012)
en el cual se analizé la informacidn provista por diversos estudios de microarreglos,

mostrdé que existe una gran diversidad de genes alterados durante las infecciones virales



en hospedantes susceptibles. Entre los genes inducidos se encuentran sobre-
representados genes de respuesta a estrés abiotico, genes de respuesta a sustancias
organicas e inorgdanicas, genes involucrados en el metabolismo del nitrégeno, y genes
involucrados en el transporte de proteinas. Estos Ultimos genes serian esenciales para

facilitar el movimiento intracelular de los virus (Postnikova and Nemchinov, 2012).

1.2.4 El desarrollo de sintomas durante las interacciones de tipo compatible

Los primeros trabajos que caracterizaron la produccion de los sintomas ocasionados por
patégenos virales asociaban dichos sintomas a la competencia por los recursos del
hospedante (Hull, 2002). Sin embargo, en los ultimos afios se han caracterizado
numerosos ejemplos que muestran que la sola presencia de proteinas virales es capaz de
producir alteraciones fenotipicas importantes (Conti et al., 2012)(Pallas and Garcia,
2011). Por ejemplo, se ha observado que la proteina P2 del virus del enanismo del arroz
(Rice dwarf virus, RDV) interactia con una enzima implicada en la biosintesis de
giberelinas, lo que ocasiona una menor acumulacién de los niveles de una de las
giberelinas (GA) bioactivas, denominada GA1l. Como consecuencia de los menores niveles
de GA1, las plantas de arroz muestran sintomas de enanismo. En otro caso, se observé
que la expresion del gen P6 del Virus del mosaico del coliflor (CaMV) en Arabidopsis
thaliana, producia alteraciones fenotipicas similares a los sintomas de la infecciéon, como
por ejemplo retraso de la transicion floral y clorosis leves (Cecchini et al., 1997) (Zijlstra
et al.,, 1996). El rol de las proteinas virales en la formacion de sintomas también fue
caracterizado previamente por nuestro grupo de investigacion. La expresion simultanea
de las proteinas de cdpside (CP) y la proteina de movimiento (MP) en plantas de tabaco
presentaron alteraciones morfoldgicas en hojas y flores, algunas de las cuales se
asemejan a las producidas durante la infeccidén viral. Estas alteraciones morfoldgicas
fueron atribuidas, en parte, a cambios en la acumulacion de ciertos miRNAs involucrados

en procesos de desarrollo (Bazzini et al., 2007).

1.3 Clasificacion de los virus



La clasificacion de los virus se basa en: 1) la naturaleza del acido nucleico que compone el
genoma del virus (ADN o ARN), 2) el tipo de genoma (cadena simple o doble; polaridad
positiva o negativa), 3) el nimero de moléculas que conforman el genoma( fragmentado
o no fragmentado) 4) la morfologia de las particulas virales (en forma de bastodn,
filamentosas, etc) 5) el mecanismo de transmisidon (mecanica, por semillas, por polen o
mediada por un organismo vector) y 6) el efecto citopdtico que produce ( inclusiones,

asociacion con cloroplastos, nucleos, etc) entre otras caracteristicas.

1.3.1 El género Tobamovirus

El virus TMV-Cg (por Crucifer infecting Tobacco Mosaic Virus) pertenece al género
Tobamovirus, de la familia Virgaviridae (ICTV International Comitee on Virus Taxonomy,

2011. http://ictvonline.org). El miembro tipo de este género es el Virus del mosaico del

tabaco (TMV). Los Tobamovirus son capaces de infectar a la mayoria de las Solandceas
(papa, tomate, tabaco), y en particular la variante TMV-Cg es capaz de infectar a la
planta modelo Arabidopsis thaliana (Yamanaka et al., 1998). La infeccidén en plantas de
tabaco con el virus TMV produce un mosaico caracteristico en la hojas (Figura 1.2 A) vy
un menor crecimiento de las plantas. Por su parte, las plantas de Arabidopsis infectadas
con el virus TMV-Cg no muestran el sintoma tipico de mosaico, pero si evidencian un

menor desarrollo del tamafio de la roseta (Figura 1.2 B).


http://ictvonline.org/

Figura 1.2: A) Sintomas de la enfermedad del mosaico del tabaco en Nicotiana tabacum. NI
corresponde a plantas de tabaco no inoculadas y TMV refiere a las plantas infectadas que
desarrollan los sintomas de la infeccidn. B) Sintomas producidos por el virus TMV-Cg en
Arabidopsis thaliana. NI corresponde a plantas no inoculadas y TMV-Cg refiere a las plantas
infectadas que desarrollan los sintomas de la infeccidn.

Los Tobamovirus poseen un genoma de ARN de cadena simple, positiva, no
fragmentado. Los viriones forman particulas rigidas, alargadas, de 300 nm x 12 nm de
didmetro (Fig. 1.3 Ay 1.3B). El genoma del TMV codifica para un total de 4 proteinas: dos
de ellas (126 kDa y 183 kDa) forman la replicasa viral, y las otras dos son la proteina de
movimiento (MP) (30 kDa) y la de la capside (CP) (17,5 kDa). Las proteinas de 126 y 183
kDa son traducidas a partir del ARN gendmico, mientras que las proteinas CP y MP son

traducidas a partir de ARN sub-gendémicos (Ver Fig. 1.3C) (Fauquet et al., 2005).
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Figura 1. 3. (A) Reconstruccion tridimensional del virién a partir de la CP cristalizada. (B)
Viriones de TMV observados al microscopio electrénico. (C) Esquema de la estructura del
genoma del TMV. Se muestran los ORFs que codifican para las subunidades mayor vy
menor de la replicasa y los ARN subgendmicos que codifican para la MP y CP.

Los tobamovirus se transmiten facilmente por inoculacién mecénica. No se conocen
insectos vectores y solo eventualmente se pueden llegar a transmitir por semilla
(Scholthof, 2000). El ciclo viral comienza con la entrada del virus a la célula vegetal y el
posterior desensamblado del viridon en el citoplasma. A partir del ARN gendmico se
traducen las proteinas que componen la replicasa viral que se encarga de sintetizar la
hebra complementaria (negativa) del genoma viral, esta hebra negativa sirve como
molde para la transcripcidon de los ARNs sub-gendmicos. Su posterior traduccién genera
en primer lugar a la MP y luego a la CP (Ver Figura 1. 4). Finalmente, el virus puede
trasladarse desde la célula de ingreso a la célula contigua y asi sucesivamente hasta
alcanzar el sistema vascular y generar una infeccion sistémica. Este proceso suele
demorar entre 2 a 3 dias en el hospedante Arabidopsis thaliana infectado con el virus

TMV-Cg.
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Figura 1.4. Esquema del ciclo viral del TMV en el citoplasma de una célula vegetal
comenzando con el desensamblado viral y finalizando con la conformacién del virién. El
esquema fue tomado del trabajo de (Fernandez Valiela, 1995).

1.4 El rol multifuncional de las proteinas de capside de los Tobamovirus durante el

desarrollo de la infeccion viral

Los virus codifican para un numero limitado de genes, pero aun asi son patdgenos
eficientes, capaces de infectar a las plantas y producir grandes alteraciones en el
desarrollo. Como consecuencia del nidmero limitado de genes, las proteinas virales
participan de varios procesos del ciclo viral. Por ejemplo, la proteina de capside no sdélo
posee un rol estructural en la encapsidacién de los acidos nucleicos, sino que también
interviene en la dispersién del virus (Callaway et al., 2001). Por ejemplo, durante el
transporte de larga distancia, el genoma viral suele asociarse a la proteina de capside
para forman viriones, o bien forma complejos ribonucleoproteicos, en los cuales el
genoma viral se asocia a proteinas virales o del hospedante. En la mayoria de los virus, la
CP juega un rol en el movimiento viral sistémico y en movimiento célula-célula
(Carrington et al., 1996). En particular, en los Tobamovirus la proteina de capside es
requerida para el movimiento a larga distancia, pero no asi para el movimiento entre
células (Dawson, W. O, Bubrick, P and Grantham, 1988)(Dawson, 1992). Dado que la

mayoria de los Tobamovirus viajan a lo largo del floema como viriones (Callaway et al,
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2001), se propuso que la CP actuaria en el movimiento de larga distancia por medio de su
rol en la formacién de los mismos. Sin embargo, trabajos posteriores mostraron que el
ensamblado de los viriones no era un requisito necesario para el movimiento sistémico
de los Tobamovirus. Esto fue demostrado por medio de ensayos realizados con una
quimera del virus TMV al cual se le reemplazd la secuencia codificante de la cdpside por
una secuencia perteneciente al ORF 3 de un Umbravirus (Taliansky et al., 2003). Los
Umbravirus se diferencian de la mayoria de los virus en que no codifican para una
proteina de cdpside convencional, en cambio poseen una proteina codificada que
protege al ARN y permite el movimiento a larga distancia por medio de la formacién de
ribonucleoproteinas. Al reemplazar la secuencia que codifica para la proteina de cépside
del virus TMV por el ORF3 de un Umbravirus se observd la formaciéon de particulas
filamentosas de ribonucleoproteinas, aunque estas particulas carecian de la uniformidad
de los Vviriones. Interesantemente, estas ribonucleoproteinas fueron halladas
principalmente en las células del floema, lo que demuestra que la formacion del virion
tipico no es estrictamente necesaria para el movimiento a larga distancia de los
Tobamovirus (Taliansky et al., 2003).

Asimismo, otros ensayos realizados con Tobamovirus muestran que la formacién de
viriones no es indispensable para el movimiento a larga distancia. Por ejemplo, un
Tobamovirus quimérico que codifica para la replicasa y proteina de movimiento del TMV
y la proteina de cdpside de un Tobamovirus relacionado, el Odontoglossum ringspot
virus, es capaz de replicar eficientemente, formar viriones y moverse dentro de la hoja
inoculada, pero no puede moverse de manera sistémica (Mark E. Hilf and Willam O.
Dawson, 1993). Se han propuesto varias hipdtesis para explicar este resultado, entre
ellas se ha sugerido que la proteina de cdpside del TMV podria actuar suprimiendo vias
de defensa y que dicha supresion de las defensas seria necesaria para que el virus pueda

moverse hacia los tejidos sistémicos (Callaway et al., 2001).

1.5 El rol de la proteina de capside en la resistencia mediada por capside
La obtencién de plantas transgénicas que expresaban genes virales fue una de las
primeras estrategias empleadas para conferir resistencia frente a las enfermedades

producidas por virus. Inicialmente, la proteina de capside del TMV fue expresada en
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tabaco con el objetivo de obtener plantas resistentes (Beachy, 1999) y luego esta
estrategia se extendid a otros cultivos para conferir resistencia frente a diversos virus: el
Virus del mosaico de la alfalfa (Loesch-Fries et al., 1987), el Virus del mosaico del pepino
(Cuozzo et al., 1988), el PVX (Hemenway et al., 1988), entre otros virus. Si bien el
término “resistencia mediada por capside” (CP-MR, por su sigla en inglés) fue empleado
para describir el fendmeno por el cual la expresion de la CP otorgaba resistencia
antiviral, estudios posteriores demostraron que las bases moleculares de la CP-MR no
eran las mismas en todos los casos (Baulcombe, 1996). En particular, trabajos realizados
con el virus TMV mostraron que la CP-MR era superada cuando las plantas se infectaban
con ARN viral desnudo, lo que indica que la CP del TMV interfiere en un paso inicial del
ciclo viral. Esta, y otras evidencias, llevaron a proponer que la CP del TMV inhibe la

desencapsidacion del genoma viral cuando el virus ingresa a la célula (Beachy, 1999).

1.6 Los mecanismos de defensa

Las plantas estdn continuamente expuestas a diversos patdgenos, entre ellos virus,
bacterias, hongos y nematodos. A diferencia de los animales, las plantas carecen de
células de defensa moviles, en cambio cada célula vegetal es capaz de reconocer a los
patégenos y producir sefiales sistémicas que generan la activacién de mecanismos de

defensa en los tejidos sistémicos (Jones and Dangl, 2006).

1.6.1 Mecanismos de reconocimiento de patégenos: “el modelo zig-zag”

Las células vegetales son capaces de reconocer, a través de receptores transmembrana,
estructuras tipicas de los patdégenos como la flagelina, la quitina, lipoproteinas vy
lipopolisacaridos (Gohre and Robatzek, 2008), cominmente denominados patrones
moleculares asociados a patdgenos (PAMPs). Tras el reconocimento de PAMPs por parte
de los receptores de reconocimiento de patrén (PRRs por su sigla en inglés), se produce
la activacion de diversos eventos de sefializacidn. Estos eventos suelen ser representados
en un modelo denominado “Zig-Zag”. El primer evento de este modelo, “el zig”,
corresponde a la percepciéon de PAMPs por medio de los PRRs, lo que inicia una primera

respuesta de defensa denominada “inmunidad desencadenada por PAMPs” (PTI por sus
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siglas en inglés). A su vez, los patdgenos codifican para proteinas de virulencia que
bloquean la sefializaciéon desencadenada por los PAMPs. Este segundo evento (el “zag”)
es denominado susceptibilidad desencadenada por efectores (ETS por su sigla en inglés).
En respuesta a la ETS, las plantas han evolucionado para reconocer a estos efectores por
medio de proteinas codificadas por genes R, lo que genera una inmunidad
desencadenada por efectores (ETI), produciendo el segundo “zig” del modelo. Los
efectores reconocidos por estos genes R también suelen ser denominados factores de

avirulencia (Avr) (Ver Figural.5).

Alto  PTI ETS ETI ETS ETI

A
. i .;_.._ e el
Efectores del ® o
" patégeno fectores del
patégeno

Avr-R

ada .
v .Y  PAMPs

Figura 1.5. Esquema en zig-zag, representativo de la amplitud de defensa, donde la
resistencia/susceptibilidad es proporcional a [PTI — ETS + ETI]. En la primera etapa, la
planta detecta la presencia de PAMPs y activa PTl. A su vez, en la segunda etapa, el
patdgeno genera efectores que interfieren con PTI, dando lugar a ETS. Seguidamente, los
efectores son reconocidos por proteinas de tipo NB-LRR activando ETI, una versién
amplificada de PTI que generalmente supera el umbral de respuesta hipersensible (HR).
Aquellos patdgenos que adquirieron nuevos efectores son capaces de suprimir ETI
nuevamente y las plantas que contengan nuevas proteinas NB-LRR capaces de
reconocerlos seran seleccionadas, provocando nuevamente ETl. Adaptado de Jones y
Dangl (2006).

1.6.2 La inmunidad desencadenada por PAMPs: el reconocimiento de PAMPs por

proteinas PRR extracelulares
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Inicialmente, el rol de las proteinas PRRs fue caracterizado en estudios realizados en
sistemas animales (Lemaitre et al., 1996). Estas proteinas pertenecen a la familia de
receptores transmembrana tipo Toll (TLR, por su sigla en inglés). Las proteinas TLR
contienen un dominio extracelular LRR (dominio rico en repeticiones de leucinas,
Leucine-rich repeat) y un dominio intracelular denominado TIR por “toll-interleukin (IL)-1
receptor”. Mientras que en plantas los PAMPs son principalmente reconocidos por
proteinas de tipo transmembrana llamadas RLKs (receptor-like kinases), las cuales
contienen un dominio LRR extracelular y un dominio kinasa intracelular. Uno de los
receptores mas estudiados, el FLS2, es el encargado de reconocer a la flagelina presente
en las bacterias (Gédmez-Gédmez Boller, 2000). Tras el reconocimiento de la flagelina, se
produce la activacion de una cascada de proteinas kinasas (MEKK1, MKK4/MKK5 y
MAPK3/MAPK®6), lo que genera la translocacién de factores de transcripcion al nucleo vy

la activacion de la respuesta de defensa de la planta (Pitzschke et al, 2009).

1.6.3 La inmunidad desencadenada por efectores: el reconocimiento de los efectores por

proteinas intracelulares codificadas por genes R

A diferencia de la activacién de proteina PRRs, los genes de resistencia codifican para
proteinas que se activan frente a patégenos especificos, dando lugar a mecanismos de
defensa inducida. Esta respuesta de defensa puede estar determinada por un Unico gen
de resistencia capaz de reconocer al patégeno, o bien por multiples genes de resistencia
(Maule et al., 2007). Luego del reconocimiento del patégeno se produce la activacion de
las proteinas de resistencia y se genera una respuesta mediada por la hormona salicilico
y por especies reactivas de oxigeno tanto en el sitio de infeccién, como en tejidos
sistémicos (Jones and Dangl, 2006). A nivel local, estas respuestas suelen desencadenar
la muerte celular de las células que rodean al sitio de ingreso del patégeno, produciendo
una “respuesta hipersensible” (HR) (Palukaitis and Carr, 2008). A su vez, la activacion de
las proteinas de resistencia producen alteraciones en la expresion génica de los tejidos
sistémicos, dichas alteraciones estdn mediadas por factores de transcripcion

pertenecientes a las familia WRKY y TGA (Jones and Dangl, 2006).
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1.6.4 Mecanismos de reconocimiento de patégenos virales

En los ultimos afios el modelo “zig-zag” ha sido extendido al estudio de la interaccién
entre plantas y patdgenos virales (Zvereva and Pooggin, 2012). En el caso de los
patdgenos virales, se ha sugerido que el desencadenante de la respuesta primaria de
defensa serian las estructuras de ARN de doble cadena que se originan durante el ciclo
de replicacidn viral o bien por la presencia de estructuras secundarias del genoma de los
virus de ARN. El reconocimento del ARN de doble cadena (ARNdc) activa el mecanismo
de silenciamiento. A su vez, los virus pueden codificar proteinas que suprimen esta
primera barrera de defensa denominado VSRs (supresores de silenciamiento de ARN de
origen viral). Ademads, los virus también pueden ser reconocidos por proteinas de
resistencia que activan respuestas similares a las activadas frente a patdgenos
microbianos (Ver Figura 1.6).

Hasta la fecha no se han caracterizado ninguna proteina tipica de patdgenos virales que
pueda ser considerada un PAMPs. Sin embargo, se ha descripto que los patégenos virales
y los no virales inducen respuestas de defensa similares (Zvereva and Pooggin, 2012).
Entre los mecanismos comunes activados por virus y patdégenos microbianos se
encuentra el incremento en la produccion de las especies reactivas de oxigenos (ROS,
por reactive oxygen species). Por ejemplo, el tratamiento de células de tabaco
(provenientes de hospedantes susceptibles) con la proteina de capside del virus TMV
produce la generacion de ROS (Allan et al., 2001). Por otra parte, también se ha
observado la induccién de ROS y de oxido nitrico en hospedantes susceptibles infectados
con los virus ToMV y CaMV (Love et al., 2005) (Fu et al., 2010). Por otro lado, se ha
observado que las proteinas virales no sélo son capaces de suprimir la respuesta de
silenciamiento, sino que también interfieren con la activacién de vias de defensa
mediada por el acido salicilico, el cual tiene un rol clave en la activacién de ETI (Love et

al., 2012) ; (Zhou et al., 2014).
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Figura 1.6. Modelo de zig-zag adaptado al estudio de la inmunidad antiviral. En la primera
fase, las plantas detectan PAMPs o patrones moleculares indicadores de peligro
endogenos modificados (DAMPs) o ARN de doble cadena viral. La respuesta es,
respectivamente, PTI o silenciamiento, obteniéndose resistencia. En la fase 2, efectores
proteicos del patdgeno o, en el caso de virus, VSRs, producen quiebre de la resistencia
(ETS). En la fase 3, estos efectores o VSRs son reconocidos directa o indirectamente por
proteinas citoplasmaticas NB-LRR y desencadenan ETI. En la fase 4, el patdgeno
evoluciona hacia proteinas efectoras o VSRs nuevas, las cuales otorgan ETS hasta que una
nueva variante de NB-LRR se seleccione en la planta y sea capaz de reconocerla. Tomado
de (Zvereva and Pooggin, 2012).

1.6.5 Las estrategias de infeccion de los patdégenos y los mecanismos de defensa

inducidos

Los fitopatdgenos poseen distintas estrategias de infeccidn, dichas estrategias suelen ser
clasificadas segun el daifo generado a los tejidos vegetales en biotrdéficas, hemibiotréficas
o necrotrdficas (Spoel et al.,, 2007). En general los patdégenos biotrofos colonizan el
apoplasto y se multiplican dentro de los tejidos del hospedante por varios dias antes de
dafar a los tejidos. Este periodo de infeccién es requerido para tomar nutrientes de las
células vegetales. El reconocimiento de los patdgenos biotréficos por medio de genes de
resistencia es seguido de un incremento local de la produccién de las ROS, se produce

entonces un “estallido oxidativo” que culmina, en algunos casos, en la muerte celular
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programada (HR, respuesta hipersensible) en la zona de invasion. Este tipo de reaccién
que involucra muerte celular es caracteristico de muchas interacciones donde la
infeccidon no llega a desarrollarse (interacciones incompatibles). Una vez activadas las
respuestas de defensa locales se desencadenan respuestas sistémicas, denominada
respuesta sistémica adquirida (SAR), que se caracteriza por ser duradera y de amplio
espectro. Durante la SAR se inducen genes asociados que codifican proteinas
relacionadas a la patogénesis (PR), genes involucrados en traduccién de sefiales,
transporte e implicados en la maquinaria de secrecidn. En paralelo, durante la SAR se
reprime la expresion de genes involucrados en respuesta a JA y etileno, como asi también
genes asociados a remodelacién de la pared celular (Gruner et al., 2013).

Los patdgenos necrétrofos, a diferencia de los biotréfos, generan dafio en los tejidos para
tomar nutrientes y reproducirse. En general, secretan enzimas y toxinas que degradan y
matan a las células del hospedante para tener nutrientes disponibles. Frente al
reconocimiento de esta clase de patdgenos, las plantas activan rapidamente la
produccién de la hormona JA, la cual modula la expresion de un set de genes que
codifican para PR diferentes de las activadas por el SA. Entre estas proteinas se
encuentra la proteina PDF1.2, la cual posee una importante actividad antifungica. Por
otro lado, durante la respuesta de defensa frente a patégenos necrétrofos, también se
incrementan los niveles de camalexina (Spoel et al., 2007). A nivel sistémico, estos
patdégenos activan una respuesta de defensa denominada “resistencia sistémica
inducida”, mediada por las hormonas JAy ET (Ton et al., 2002).

Las vias del SA 'y del JA son generalmente antagdnicas, es decir que la activacidn de una
de ellas suprime la activacion de la otra (Thaler et al., 2012). El antagonismo entre esos
dos compuestos se evidencid a través del empleo de mutantes que presentaban
alteraciones en las vias de SA y JA. En ensayos realizados con mutantes que presentaban
alteraciones en via de respuesta a JA, se observé la induccién del gen PR1 (marcador de
la via mediada por SA); mientras que en las mutantes que presentaban alteraciones de la
via del SA, se observé un incremento en la expresion basal de PDF1.2 (marcador de la via
mediada por JA) (Koornneef et al., 2008; Leon-Reyes et al., 2010). El antagonismo entre
SA y JA también fue estudiado, por medio de ensayos realizados en plantas tratadas con
SA o infectadas con el patégeno hemibiotréfico, Pseudomonas syringae, inductor de

respuesta mediada por SA. En ambos casos se observé que estas plantas mostraban una
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mayor susceptibilidad a infecciones con Alternaria brassicicola, un patégeno
necrotréfico, como consecuencia de la supresion de la via de defensa mediada por JA
(Spoel et al., 2007) (Fig. 1.6). Por otra parte, se ha propuesto que el factor Non-expressor
of PR1 GENE (NPR1), un regulador maestro de la sefalizacién mediada por SA (Wu et al,
2012) y los eventos de oxidacién modularian la interaccidn antagdnica entre SA y JA

(Spoel et al., 2007).
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Figura 1.7. A) Esquema que resume un modelo simplificado de la accién de diferentes
fitohormonas en la regulacién positiva o negativa de la resistencia a patégenos
biotréficos y necrotréficos. Las flechas indican la activacidn o interaccidn positiva y las
lineas truncadas indican represién o interaccién negativa (Bari and Jones, 2009). B)
Modelo propuesto para la interaccion de las vias de defensa contra patdgenos biotréficos
y necrotréficos. Los primeros inducen sefializacién fuerte por SA en tejidos locales y
adyacentes, disminuyendo en los tejidos sistémicos, mientras que la relacién opuesta se
manifiesta en los necrotréficos. Adaptado de Spoel et al. (2007).

1.7 El rol de las fitohormonas y las especies reactivas de oxigeno (ROS) en los

mecanismos defensa contra patégenos

Las respuestas de defensa activadas durante las interacciones frente a patégenos
bacterianos y hongos han sido ampliamente caracterizadas, sin embargo el estudio de
los mecanismos de defensa innata durante las interacciones virales estd menos
caracterizado. A continuacion se describe el papel de las principales fitohormonas

implicadas en respuesta de defensa y de ROS durante interacciones bidticas, haciendo un
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mayor énfasis en los estudios que caracterizan el rol de estos compuestos en las

interacciones virales, en particular en aquellas interacciones de tipo compatible.

1.7.1 El rol del SA en la defensa antiviral

El SA es una hormona esencial en la inmunidad vegetal que se acumula tanto en las
hojas infectadas como en hojas distales frente al ataque por patégenos (Dempsey, 1999;
Métraux et al., 1990). El SA es sintetizado a partir del metabolito primario corismato
mediante dos vias enzimaticas diferentes. En una de estas vias, la L-fenilalanina, derivada
del corismato, es convertida al SA por medio de una serie de reacciones enzimaticas que
involucran a la enzima fenilalanina amonio liasa. Por otra parte, el corismato también
puede ser convertido a SA por medio de las enzimas isocorismato sintasa (ICS por su sigla
en inglés) y isocorismato piruvato liasa (Wildermuth et al., 2001). Esta ultima via genera
la mayor parte del SA durante las infecciones ocasionadas por patégenos en Arabidopsis
(Vlot et al, 2009).

Durante las infecciones virales incompatibles, al igual que las interacciones incompatibles
con otros patégenos biotréficos, suelen producirse un fuerte el incremento de los
niveles de SA. Por ejemplo, se ha observado que los niveles de SA se incrementan
fuertemente en plantas de pepino infectadas con el virus necrético del tabaco (Métraux
et al., 1990). El incremento de los niveles de SA genera, a su vez, el incremento de la
expresion de genes que codifican para proteinas PR. Una de estas proteinas, la proteina
PR-1, fue incialmente caracterizadas en plantas de tabaco infectadas con el virus TMV
(Van Loon et al., 1987) y suele ser usada como marcador de la sefializacién mediada por
la hormona SA (Van Loon, 1997), sin embargo esta proteina PR no pareciera tener un rol
en la defensa antiviral (Carr et al., 2010).

El rol del SA también ha sido caracterizado en interacciones virales de tipo compatible. El
pretratamiento de plantas de tabaco susceptibles con la hormona SA reduce los niveles
de acumulacién de ARN gendmico del virus TMV (Chivasa et al., 1997). Adema3s, tanto en
plantas de Nicotiana glutinosa, como en Arabidopsis el tratamiento con SA atrasa el
movimiento sistémico del virus CMV (Ji and Ding, 2001). Por otro lado, ensayos realizados
con el virus PPV (incapaz de infectar de manera sistémica al tabaco), mostraron que este
virus puede moverse a los tejidos sistémicos en plantas transgénicas de tabaco que

expresan una enzima bacteriana involucrada en la degradacién de SA y en las cuales no
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se produce la acumulacién de SA (Alamillo et al., 2006). Por otra parte, ensayos
realizados con el virus CaMV mostraron que este virus es incapaz de desplazarse hacia los
tejidos sistémicos en plantas de Arabidopsis mutantes cprl-1y cpr5-2, las cuales tienen
activadas de manera constitutiva las defensas mediadas por SA. Finalmente, ensayos
realizados con plantas transgénicas que expresan proteinas virales individuales han
mostrado que algunas proteinas virales son capaces de modular negativamente la via
mediada por SA; (Wang et al, 2009) (Love et al., 2012); lo que permitiria contrarrestar
la defensa mediada por esta hormona (Huang et al., 2005).

Estos experimentos demuestran que el SA juega un rol durante las interacciones de tipo
compatible, sin embargo el mecanismo de accién del SA y los componentes implicados
en la via de defensa antiviral todavia no han sido completamente carcaterizados. Varios
estudios sugieren que el SA actuaria en la defensa frente a virus por medio de
componentes antivirales especificos, entre ellos la proteina RDR1. RDR1 es un
componente de la maquinaria de silenciamiento, el cual es inducido por SA y es
requerido para la resistencia basal contra virus de genoma de ARN, incluyendo al TMV
(Xie et al., 2001). Ademads, se ha observado que plantas mutantes para rdrl infectadas
con el virus TMV-Cg muestran una mayor acumulacién viral tanto en la hoja inoculada,
como en hojas sistémicas (Yu et al., 2003a). La oxidasa alternativa (AOX) es otro factor
involucrado en la respuesta de defensa mediada por SA. Estudios realizados en plantas
de tabaco tratadas con un inhibidor de la oxidasa alternativa, mostraron que este
compuesto antagoniza la resistencia mediada por SA tanto en cultivares susceptibles,
como en cultivares resistentes (Chivasa et al, 1997). Ademds, se ha propuesto que
cambios del estado redox, producidos durante la respuesta de defensa mediada por SA,
también tendrian un rol en la resistencia antiviral (Gilliland et al., 2003);(Murphy et al.,

2004).

1.7.2 El rol del JA en defensa antiviral

El 4cido jasmonico y otras oxilipinas son moléculas sefializadoras cuyos niveles se

incrementan frente a las infecciones por bacterias, hongos, insectos, nematodos y virus

(Devoto and Turner, 2003); (Staswick and Tiryaki, 2004) (Dohondt et al, 2000) (Kovac et
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al, 2009). Las oxilipinas pueden ser producidas a partir de la peroxidacion no enzimatica
de lipidos de membrana (Dat et al., 2005), o bien por la peroxidacion lipidica catalizada
por enzimas de la familia de las lipoxigenasas. En particular, la sintesis del acido
jasmodnico es iniciada en los cloroplastos a partir del acido linolénico. El acido linolénico
es convertido al dcido 12-oxo-fitodienoico (OPDA) por medio de la acciéon de enzimas
lipoxigenesas y reductasas. Finalmente, OPDA es dirigido hacia los peroxisomas donde, a
través de varios pasos, es convertido en acido jasmonico (Turner et al., 2002). Una vez
finalizada la sintesis en los peroxisomas, el JA es exportado al citosol donde puede ser
modificado y conjugado con otras moléculas, siendo su éster conjugado con isoleucina
(JA-lle) el de mayor actividad bioldgica (Staswick and Tiryaki, 2004).

Si bien el JA juega un importante rol frente en la defensa frente a diversos patogenos, su
rol en las interacciones virales estd poco caracterizado (Oka et al, 2013). En algunos de
los estudios realizados hasta la fecha, se ha reportado que el JA no jugaria un rol en la
resistencia antiviral. Por ejemplo, el estudio del rol de JA en el mecanismo de resistencia
antiviral frente a los virus TCV y CMV, mediado por los genes HRT y RCY1l
respectivamente, mostré que la resistencia mediada por estos genes es independiente
del JA (Kachroo et al, 2000; Takahashi et al, 2002).

Por otra parte, el estudio de rol del JA en plantas de tabaco que portan el gen N que
confiere resistencia frente al virus TMV mostré que el acido jasménico regula
negativamente la respuesta frente al virus TMV (Oka et al., 2013). En particular, la
aplicacion de metil-jasmonato redujo la resistencia local contra el virus TMV,
permitiendo el movimiento sistémico del virus. Ademas, en este trabajo se observd que
plantas de tabaco que portan el gen N y en las cuales se silencid la expresion del gen
gue codifica para el receptor del jasménico, COI1, presentaban lesiones locales mas
pequefias y una menor acumulacion viral al ser infectadas con el virus TMV . La reduccion
de la acumulacidn viral en plantas de tabaco que portan el gen N se correlaciona con un
incremento de SA. Estos resultados sugieren que el rol del JA sobre la acumulacion viral
seria indirecta, a través de la inhibicidn parcial de la resistencia mediada por SA y que el
balance SA/JA determinaria el grado de resistencia antiviral durante la interaccion

incompatible con el virus TMV (Oka et al, 2013).

1.7.3 El rol del etileno en la defensa antiviral
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El etileno es una hormona involucrada en respuesta a estreses ambientales y en procesos
de desarrollo, como por ejemplo la inhibicién de la expansiéon celular y el atraso de la
floracion (Achard et al., 2007). La sintesis de etileno puede dividirse en tres etapas, en
una primera instancia el aminoacido metionina es convertido al intermediario s-
adenosyl-L-metionina (AdoMet) por una enzima Ado Met sintetasa. Este intermediario es
luego convertido a acido carboxili-1-aminociclopropano -1 (ACC) por medio de la enzima
ACC sintasa (ACS). Este paso representa el paso limitante en la sintesis de etileno.
Finalmente, el etileno es sintetizado a partir de ACC por medio de la enzima ACC oxidasa
(ACO) (Bleecker and Kende, 2000).

La enzima ACS es codificada por una familia multigénica y varios estudios muestran que
la transcripcién de dichos genes es regulada en respuesta a estimulos ambientales
(Chang and Bleecker, 2004). Recientemente, se ha observado que la expresién del gen
ACS6, uno de los genes que codifica para ACS en Arabidopsis, es incrementado a medida
que progresa la infeccion compatible del virus TMV-Cg (Chen et al., 2013). Ademas,
plantas mutantes para este gen, mostraron una menor acumulacion viral que las plantas
salvajes (Chen et al., 2013).. Por el contrario, plantas tratadas con la hormona etileno
mostraron una mayor acumulacién viral que las plantas no tratadas con esta hormona.
Estos resultados demuestran que el etileno incrementa la susceptibilidad frente al virus
TMV-Cg. Estudios previos, realizados en plantas de Arabidopsis thaliana infectadas con el
virus CaMV, también habian involucrado al etileno en la modulacion de la defensa
antiviral (Love et al., 2005). En el trabajo realizado por Love y colaboradores, se observé
una menor susceptibilidad frente al virus CaMV en plantas de Arabidopsis thaliana
mutantes para etrl (defectuosas en uno de los cinco receptores de ET que posee
Arabidopsis thaliana) y en las mutantes ein-2 (una mutante insensible a etileno). Ademas,
en este trabajo se observd un retardo en la apariciéon de sintomas en las plantas
mutantes etrl y ein-2 respecto de las plantas salvajes (Love et al., 2005).

El ET también ha sido asociado con el mecanismo de escape de silenciamiento observado
en plantas de N. benthamiana transformadas con un amplicon que codifica para el
genoma del virus PLRV (Taliansky et al., 2004). Las plantas transgénicas transformadas
con el amplicén que codifica para el genoma del virus PLRV tienen fuertemente activado

el mecanismo de silenciamiento y, por ende, no acumulan niveles detectables de este
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virus. Interesantemente, el tratamiento de estas plantas transgénicas con una analogo
del ET activa el escape de silenciamiento, produciendo que el virus PLRV se acumule en

altos niveles en estas plantas (Taliansky et al., 2004).

1.7.4 El rol de las ROS en la respuesta frente a patdgenos virales

1.7.4.1 Las vias de produccién de ROS y su rol en la sefializacion activada durante las

infecciones virales

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) estdn involucradas en la regulacién de
numerosos procesos bioldgicos, entre los que se encuentran: el desarrollo, la respuesta
de defensa de tipo hipersensible y las respuestas frente a estimulos abidticos y bidticos
en plantas (Baxter et al., 2014). La generacion de ROS es uno de los primeros eventos
qgue tienen lugar luego de la infeccién con patdgenos. Tras el reconocimiento de
patégenos avirulentos por medio de proteinas de resistencia se desencadena una
acumulacién bifasica de las ROS, con una primera etapa en donde se detectan bajos
niveles de acumulacién de las ROS, seguida de una siguiente etapa de mayor magnitud
gue correlaciona con una respuesta de resistencia (Lamb and Dixon, 1997). Los
patdgenos que logran escapar al reconociendo del hospedante inducen unicamente la
primer fase de esta respuesta, sugiriendo que las ROS jugarian un rol en el
establecimiento de la defensa (Torres et al., 2006).

El apoplasto es uno de los compartimentos en donde se producen las especies reactivas
de oxigeno (Ver Figura 1.7). La produccién de las ROS en el apoplasto, mediada por
enzimas NADPH oxidasas, ha sido consideradas clave para el establecimiento de la
respuesta hipersensible (Zurbriggen and Hajirezaei, 2010). Las plantas suelen contener
varias enzimas NADPH oxidasas las cuales estan codificadas por genes pertenecientes a
la familia Rboh. La expresidon de estos genes es incrementada luego de la infeccién con
patégenos (Yoshioka et al., 2001) (Torres and Dangl, 2005). Por otra parte, ensayos
realizados con plantas de Arabidopsis mutantes para los genes AtrbohD y ArRbohF,
demostraron que la enzima AtrbohD es responsable de gran parte de la produccién de

las ROS en respuesta a la infeccidon con hongos y con bacterias avirulentas. Mientras que
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la enzima AtrbohF es importante en la regulacion de la respuesta hipersensible (Torres
and Dangl, 2005).

Otros compartimentos, como la mitocondria y el cloroplasto, también estan involucrados
en la formacién de las ROS durante los estreses biéticos (Noshi et al, 2012; Zurbriggen
and Hajirezaei, 2010) (Figura 1.8). Por ejemplo, el tratamiento de hojas de Arabidopsis
con elicitores bacterianos genera un rdpido incremento de la generaciéon de las ROS,
seguido de la formacion de poros en la membrana mitocondrial y la disipacién del
potencial de membrana y de los niveles de ATP (Zurbriggen and Hajirezaei, 2010).
Ademas, se ha observado que el SA es capaz de desacoplar la cadena de fosforilacién
oxidativa e inhibir la cadena respiratoria mitocondrial, lo que incrementa los niveles de
las ROS (Zurbriggen and Hajirezaei, 2010).

Por otra parte, otros estudios realizados en plantas de tabaco transgénicas que expresan
una flavodoxina permitieron caracterizar el rol del cloroplasto en la formacién de las ROS
durante la respuesta hipersensible (Zurbriggen and Hajirezaei, 2010). Estas plantas
mostraron una menor acumulacién de las ROS luego de ser infiltradas con una bacteria
patdégena y menores sintomas asociados a la muerte celular localizada, sin embargo la
sintesis de proteinas PR y la induccion de fitohormonas no se vieron afectadas por la
expresion de la flavodoxina. Estos resultados permitieron concluir que las ROS
producidas en cloroplastos juegan un rol en el desarrollo de la muerte celular localizada
durante la respuesta hipersensible, pero no alteran las respuestas de defensas mediadas
por fitohormonas.

El incremento de la produccién de las ROS también ha sido reportado durante las
infecciones virales. Por ejemplo, se ha observado que la actividad de una enzima NADPH
oxidasa es incrementada en discos de hojas de N. tabacum tomados de plantas
resistentes infectadas con el virus TMV (Sagi and Fluhr, 2001). Ademas de estar
involucradas en la sefalizacién durante la HR, se ha observado que estas moléculas
juegan un rol en las vias de sefalizacion que son activadas durante las interacciones
virales compatibles. Por ejemplo, el tratamiento con la CP del TMV de células de tabaco
aisladas de un hospedante susceptible produjo la acumulacidon de ROS, mientras que la
aplicacion de inhibidores de las NADPH oxidasas inhibié dicha acumulacién (Allan et al.,
2001). Por otro lado, plantas de Arabidopsis thaliana infectadas con el virus CaMV

mostraron una acumulacion de ROS tanto en la hoja inoculada, como en tejidos
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sistémicos entre las tres horas y un dia post-infeccion. La infeccion de plantas mutantes
rbohD y rbohF (mutantes para los genes que codifican enzimas NADPH oxidasas en
Arabidopsis) mostré que estas enzimas estan involucradas en la acumulacion de ROS
durante la infeccidn con CaMV (Love et al., 2005). Estos resultados muestran que durante
las interacciones de tipo compatible, ciertos virus desencadenan una sefalizacidon
temprana mediada por ROS vy que dicha seializacién se propaga a tejidos sistémicos

previa a la llegada del virus a estos tejidos.

1.7.4.2. Las vias implicadas en la modulacion de los niveles de ROS vy su rol frente a las

infecciones virales

Si bien las ROS son importantes reguladores de diversos procesos bioldgicos, niveles
elevados de ROS resultan téxicos para las células (Mittler, 2002). Es por ello, que las
plantas disponen de diversos mecanismos que les permiten regular las concentraciones
intercelulares de ROS. Los principales mecanismos de regulacion de los niveles de ROS
incluyen a las enzimas: superoxido dismutasas (CSD), ascorbato peroxidasas (APX) y
catalasas. Por otra parte, las plantas poseen mecanismos para evitar la produccion de
ROS, entre los que se encuentran la via de oxidacion alternativa en la mitocondria
(Mittler, 2002).

Durante infecciones virales compatibles, es frecuente el incremento de la expresion de
genes que codifican para enzimas implicadas en las vias de detoxificacion de ROS (Maule
et al.,, 2002). En particular, se ha observado un incremento en los niveles de los
transcriptos que codifican para las enzimas catalasa, superoxido dismutasa y para
peroxidadas. Por ejemplo, en infecciones producidas por los virus CMV y Zucchini yellow
mosaic virus en los hospedantes Cucumis sativus y Cucurbita pepo, , se ha observado la
induccion de estas enzimas detoxificantes (Riedle-Bauer, 2000). Por otra parte, los
niveles de expresidn de genes que codifican para las enzimas catalasa y peroxidada
también son incrementados en las infecciones producidas por el virus TMV-Cg en
Arabidopsis thaliana (Espinoza et al., 2007) . Mientras que en las infecciones producidas
por el virus TMV en tabaco se ha observado el incremento de la expression de los genes
que codifican para una enzima superoxido dismutasa, la ascorbato peroxidasa (APX1) y

la enzima GDP manosa pirofosforilasa, implicada en la sintesis del acido ascérbico (Conti
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et al., 2012). En base a estas evidencias, se ha propuesto que el incremento de la
expresion de genes involucrados en mecanismos de detoxificacion de ROS durante las
infecciones virales puede deberse a una respuesta generalizada de estrés (Espinoza et al.,

2007)(Maule et al., 2002).

1.7.5 La interaccidon de especies reactivas de oxigenos y otras sefiales involucradas en

defensa

Diversos autores han propuesto que, durante situaciones de estrés, las ROS actuarian
coordinadamente junto con las hormonas vegetales para el desarrollo de las respuestas
de defensa (Baxter et al., 2014)(Torres et al., 2006). En particular distintos trabajos han
vinculado a las ROS con la via de seializacion mediada por ET. Por ejemplo, se ha
observado que el receptor de etileno, ETR1, puede funcionar como un sensor de ROS,
mediando el cierre de estomas en respuesta a perdéxido de hidrégeno (Desikan et al.,
2005). A su vez, se ha reportado que la biosintesis de ET es modulada por medio de las
enzimas NADPH oxidasas, las cuales como ya se menciond previamente estan
involucradas en la formacién de ROS durante la interaccién con patdgenos (Jakubowicz et
al., 2010) Por otra parte, tanto las ROS como el ET han sido reportados en la sefializacion
que es activada durante algunas infecciones virales (Love et al.,2005).

Por otra parte, las ROS también actuarian sinérgicamente con la hormona SA durante la
respuesta frente a patdgenos, lo que amplificaria la sefalizacion mediada por SA
generando la produccién de la HR y promoveria el establecimiento de la respuesta de
defensa sistémica (Figura 1.8) (Draper J, 1997). Este modelo esta basado en
experimentos realizados usando dosis sub-mdaximas de perdxido de hidrégeno en
simultaneo con el tratamiento con patégenos, lo que genera la acumulacién de SA; por
otro lado se ha observado que el incremento de SA genera un incremento en los niveles
de la produccion de las ROS (Leon et al., 1995); (Shirasu et al., 1997).

En conjunto, distintas evidencias muestran que las ROS junto con las hormonas
vegetales participan de una red de sefializacién compleja que es activada durante

cambios ambientales y de desarrollo. (Baxter et al., 2014)
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Figura 1.8: La produccién de las ROS y su rol frente al ataque de patdgenos. La
produccién de las ROS es llevada a cabo en distintos compartimentos (cloroplasto,
mitocondria, peroxisomas y apoplasto.) Las enzimas NADPH oxidasas y peroxidasas son
las responsables de la produccién de las ROS en el apoplasto. Las ROS estan involucradas
en la sefalizacién que produce la activacidon de defensas, en el engrosamiento de la
pared celular, en la muerte celular y en la SAR. A su vez, las ROS actuan sinérgicamente
con la hormona SA para cumplir algunos de estos roles. Adaptado de Torres et al, 2006.

1.7.6 La resistencia sistémica adquirida (SAR)

La SAR se activa luego de la infeccidon de una Unica o pocas hojas generando inmunidad
al resto del follaje (Gruner et al., 2013). La SAR puede ser desencadenada por diversas
clases de patdgenos, dando lugar a la activacion de respuestas sitémicas que se
caracterizan por: el incremento de los niveles de SA, la acumulacidn de acido pipecdlico
(PIP) y el aumento de la expresion de genes que codifican para proteinas involucradas en
resistencia, como por ejemplo las proteinas PR1, PR2 y PR5 (Gruner et al, 2013).

Para la activacion de la SAR es requerido que una sefial o varias sefiales generadas en la
hoja inoculada sean transmitidas hacia las hojas sistémicas. Se han caracterizado varios
compuestos/ factores que participan en la sefializacion del SAR, estos incluyen a una
proteina de transferencia de lipidos (DIR1), el metil éster del SA, el glicerol 3 fosfato, el
acido azeleico y el PIP (Park et al.,, 2007); (Jung et al., 2009) (Chanda et al., 2011);

(Navarova et al., 2012). La importancia de cada uno de estas sefiales de sefalizacién de la
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SAR depende de factores ambientales como por ejemplo las condiciones de luz (Attaran
et al., 2009).(Navarova et al., 2012).

Luego de la llegada de la sefal a los tejidos sistémicos se produce la amplificacién de la
misma. El SA y el PIP estan involucrados en mecanismos de amplificacion de la sefial de
SAR. PIP actua incrementando su propia biosintesis, e incrementando la expresion de
una monooxigenasa dependiente de flavina (FMO1), que cumple un rol indispensable
durante la SAR (Mishina and Zeier, 2006) (Navarova et al.,, 2012). SA es otro de los
metabolitos criticos para desencadenar la SAR. SA induce la expresién de genes por
medio de la interaccién con la proteina regulatoria NON-EXPRESSEROFPRGENES1 (NPR1)
(Wu et al, 2012). La proteina NPR1 juega un rol clave en la induccién de la SAR, como lo
demuestra el trabajo con mutantes de nprl, las cuales tienen afectadas la induccidon de la
esta via (Donofrio and Delaney, 2001). Finalmente, el establecimiento de SAR produce la
acumulacién de proteinas PR en los tejidos sistémicos, llevando a la generacién de

resistencia frente a futuras infecciones (Sticher et al., 1997) .

1.8 El rol del silenciamiento génico en la defensa frente a patégenos virales

El mecanismo de silenciamiento de ARN fue descripto en un rango diverso de organismos
eucariodticos, incluyendo a algas, plantas superiores, hongos y animales (Fire, 1999). Este
mecanismo genera una disminucién de la expresion génica por medio de diversas vias
gue se encuentran interconectadas. Todas estas vias son mediadas por ARNs pequefios
cuya secuencia es complementaria al ARN mensajero blanco del silenciamiento. En las
plantas, el mecanismo de silenciamiento media la disminucién de la expresion génica a
través de la degradacién de los transcriptos blanco, la inhibicion de la traduccién o bien
afectando la sintesis de los ARNm por medio de la metilacién del ADN (Brodersen et al.,
2008)(Dorokhov, 2007)(Chapman and Carrington, 2007).

En particular, el silenciamiento de ARN tiene un importante rol en la defensa antiviral,
actuando en la defensa frente a virus con genomas de ARN y ADN. Durante las
infecciones virales, el PTGS puede ser desencadenado por la formacion de estructuras de
ARN de doble cadena (ARNdc) generadas durante la replicacién viral o por estructuras
propias de su ARN genédmico. Cualquiera sea su origen, una vez formadas las estructuras

de ARNdc, estas estructuras son reconocidas por ARNasas de tipo lll denominadas DICER
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(DCLs) y procesadas dando lugar a ARNs pequefios (siARNs, small interferent RNAs) de 21
a 25 nt de ambas polaridades. En el genoma de Arabidopsis hay cuatro genes que
codifican para enzimas DICER, las cuales generan productos de 20-25, 22, 24 y 21 nt
respectivamente. Las enzimas DCL2, DCL3 y DCL4, pero predominantemente DCL2 y
DCL4, estan implicadas en la produccién de siRNAS antivirales. Posteriormente, los
siARNs se asocian a un complejo enzimdtico endégeno denominado RISC (RNA induced
silencing complex). Este complejo es el encargado de reconocer a los ARNs blancos y
actuar en la degradacidn especifica de estos ARNs (Tang, 2005) (Joshua-Tor, 2006). La
proteina Argonauta, la cual forma parte del complejo RISC, estd implicada en la
degradacion de cadenas virales cuya secuencia es complementaria a la de los siARNs. En
Arabidopsis han sido identificadas 10 proteinas pertenecientes a la familia de
ARGONAUTA, siendo AGO1 y AGO7 las encargadas de degradar los ARNs de origen viral,
mientras que AGO4 posee un rol en la inhibicién de la traduccién de ARNs virales (Qu et

al., 2008)(Zhang et al., 2006).

1.8.1 Amplificacion de la sefal de silenciamiento génico

Las plantas codifican para ARN polimerasas celulares dependientes de ARN
(denominadas RDR, por RNA dependent RNA polimerase) las cuales estan involucradas
en la amplificacion de la sefal de silenciamiento. Estas enzimas sintetizan ARNdc
utilizando como templado ARN simple cadena. Luego el ARNdc es clivado por diferentes
DCLs para producir siARNs que amplifican la sefial y son capaces de moverse de manera
sistémica. En Arabidopsis thaliana se han identificado seis proteinas RDRs (RDR1, RDR2,
RDR3a, RDR3b, RDR3c, RDR6), aunque las RDR3a-RDR3c sdlo han sido encontradas en el
genoma de arroz y Arabidopsis y aun no se ha podido caracterizar la funcién de las
mismas (Voinnet, 2008). Por otra parte, las proteinas RDR1 y RDR6 han sido implicadas
en la resistencia antiviral (Voinnet, 2008). Por ejemplo, plantas de de tabaco que
expresan una construccion antisentido para el gen RDR1 y, por consiguiente acumulan
menores niveles de este trasncripto, son mas susceptibles a la infeccidon con el virus
TMV (Xie et al., 2001). El rol de la polimerasa RDR1 también fue analizado en plantas
mutantes de Arabidopsis infectadas con el virus TMV-Cg, encontrandose una mayor

acumulacién de este virus en las plantas mutantes que en las plantas salvajes (Yu et al.,
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2003b). Por otro lado, la reduccion de la expresidn del transcripto codificado por el gen
RDR6 en Nicotiana benthamiana induce la hiper-susceptibilidad frente a diversos virus

de plantas (Qu et al., 2008)(Voinnet, 2008).

1.9 El rol del acido giberelico (GA) en respuesta de estrés y modulacion de vias

hormonales

Ademas de las hormonas previamente mencionadas, otras fitohormonas como el acido
abscisico, las auxinas, los brasinosteroides, las giberelinas y las citoquininas pueden
modular las vias de defensa frente a patégenos, aunque sus roles en estas vias estan
menos estudiados (Pieterse et al., 2012). En los ultimos afios la hormona giberelina y sus
proteinas reguladoras, las proteinas DELLAs, han sido involucradas en las respuestas
frente a diversos estreses, tanto bidticos como abidticos. Se ha demostrado que las
proteinas DELLAs tienen un rol central en la regulacidon del crecimiento durante las
situaciones de estrés y, ademds, modulan vias de sefializacion de defensa mediada por
las hormona SA y JA. En la presente seccion se detalla el rol de las giberelinas, y los
componentes implicados en su via de sefalizaciéon, sobre la regulacion del desarrolloy la

modulacion de las vias de defensa mediadas por el acido salicilico y el acido jasmodnico.

1.9.1 La via de senalizacion mediada por GA

La hormona GA es percibida por el receptor GID1 (GIBBERELLIN INSENSITIVE DWARF1).
En el genoma de Arabidopsis hay presentes tres genes que codifican para receptores de
GID1a-c (Willige et al., 2007)(Nakajima et al., 2006)(Griffiths et al., 2006) (Ueguchi-
Tanaka et al., 2005). Se ha observado que las mutaciones que producen pérdida de
funciéon de los genes GID1 tienen un efecto menor en el desarrollo (Griffiths et al., 2006;
Willige et al., 2007). Sin embargo, la triple mutante presenta alteraciones fenotipicas
drdsticas como enanismo, color verde oscuro, alteraciones en la germinacién y atraso de
la floracidon. Estas plantas son completamente insensibles a GA lo que confirma la
importancia de GID1 en la percepcidn de GA (Griffiths et al., 2006; Wllige et al., 2007).

Andlisis estructurales han mostrado que el cambio en la conformacion de este receptor

luego de la union con GA bio-activas es un evento clave en la sefializacion de GA (Murase
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et al.,, 2008);(Shimada et al., 2008). Luego de la unidn, la molécula de GA queda
encerrada en el extremo amino del receptor GID1 (Murase et al., 2008). Esta regidn, a
su vez, interactla con las proteinas represoras DELLAs (Griffiths et al., 2006). Como
consecuencia de esta interaccidn, se produce la estabilizacion del complejo GID1-GA-
DELLA y se promueve la union de este complejo con una proteina F box del complejo E3
SCF ligasa. Tras la interaccion con la proteina F-BOX, se produce la ubiquitinacion de las
proteinas DELLAs y la degradacion de estas proteinas por la maquinaria de proteasoma
(Sasaki et al., 2003) (Fu et al., 2004) (McGinnis et al., 2003)(Dill et al., 2004) (Ver Figura
1.9).

™ genes inducidos por GA — M— g €N€S r€priMidos por GAmm

Figura 1.9: Luego de la unién de GA al recptor GID1, este receptor interactia con las
proteinas DELLAs. El complejo GID1-GA-DELLA es reconocido por el complejo SCF GID2,
gue actua en la ubiquitinacién de las proteinas DELLAs, lo que lleva a que las DELLAs sean
degradadas por el proteasoma. Cuando los nievels de GA son bajos, las proteinas DELLAs
reprimen la respuesta mediada por GA por medio de la regulacién negativa de distintos
factores de transcripcion entre ellos PIF. Las proteinas DELLAs promueven la expresién de
genes reprimidos por GA. Tomado de Spartz y Gray, 2008.

1.9.2 El rol de las proteinas DELLAs en la via de GA
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En Arabidopsis, las proteinas DELLAs fueron identificadas por medio de una busqueda de
mutantes insensibles a GA (Koornneef et al., 1985; Silverstone et al., 1997). Una de estas
mutantes, denominada gai-1, codifica para una proteina funcional que presenta una
delecion de 17 aminodacidos que remueve el motivo DELLA en la regidon N terminal (Peng
et al., 1997) (Peng and Harberd, 1993). Otros alelos insensibles a GA fueron identificados
en trigo (Rht), arroz (SLR) y maiz (D8), los cuales también codifican proteinas defectivas
en el dominio DELLA (Fujioka et al., 1988) (lkeda et al., 2001). En contraste con otras
especies que codifican para una Unica copia de DELLA, en Arabidopsis hay cinco genes
que codifican para cinco proteinas DELLA redundantes: GA INSENSITIVE1 (GAI),
REPRESSOR OF gal-3 (RGA) and RGA-LIKE1, -2 and -3 (RGL1, -2, -3) (Bolle, 2004).
Trabajos realizados con la mutante gai-1 vy, con otras mutantes de DELLA insensibles a
GA, indican que el motivo DELLA es critico para la interaccion con GID1 y para la
degradacion de las proteinas DELLAs en presencia de GA (Peng and Harberd, 1993; Peng
et al., 1997; Dill et al., 2001; Willige et al., 2007). Altos niveles de GA inducen la rapida
degradacion de las proteinas DELLA por medio de la via de proteasoma, mientras que
plantas mutantes deficientes en la sintesis de GA presentan niveles incrementados de las

proteinas DELLA (Dill et al., 2001; Griffiths et al., 2006; Willige et al., 2007).

1.9.3 El rol de las giberelinas en la regulacién del desarrollo durante condiciones de

estrés

La hormona GA tiene un impacto muy fuerte en el desarrollo. Esta hormona fue
primeramente identificada en cultivos de arroz infectados con el hongo Gibberella
fujikuroi, y ha sido involucrada en diversos procesos como la germinacién de semillas, la
elongacion de internudos, la formacién de frutos, el desarrollo de flor y el control del
tiempo de floracion (Behringer et al., 1990) (Randoux et al., 2012) (Davies, 2004). Frente
a cambios ambientales, tanto los niveles de GA y los niveles de las proteinas DELLAs se
encuentran altamente reguladas, llevando a una acumulacién especifica en sitios
definidos de accidn para regular el crecimiento (Ubeda-Tomas et al., 2009); (Lofke et al.,
2013); (Shani et al., 2013). Varios mecanismos que controlan los niveles de GA en los
tejidos en crecimiento han sido identificados (Ver Figura 1.10). El primero de estos

involucra a la biosintesis de GA. La induccion de la expresidn de los genes involucrados
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en la biosintesis de GA esta asociado a los tejidos en crecimiento, sugiriendo que la
biosintesis de GA es el primero de los pasos regulatorios de los niveles de GA y por
consiguiente del crecimiento (Hisamatsu et al., 2005). Por ejemplo, durante el sindrome
de escape al sombreado, la induccién de las GA 20- oxidasas llevan al incremento de los
niveles de GA (Hisamatsu et al.,, 2005). Un segundo mecanismo actua a través de la
desactivacion de las GA bioactivas. La desactivacion de GA por parte de las enzimas GA
2-oxidasas (GA20X) es principalmente importante para la regulacidn del crecimiento del
tallo y de las semillas (Rieu et al., 2008). Asimismo, la acciéon de las enzimas GA2
oxidasas es importante para limitar el crecimiento durante las condiciones de estrés.
Estreses osmoticos, frio, estreses bidticos, inducen a las enzimas GA20X en Arabidopsis
a través de la actividad de factores de transcripcion de tipo APETALA2 (AP2),
disminuyendo los niveles de GA bioactivas y restringiendo el crecimiento en condiciones

desfavorables (Achard et al., 2008) (Dubois et al., 2013).

XCI
HO

Bioactive GA

GA30X

Figura 1.10: Los pasos regulatorios involucrados en la sintesis e inactivacién de las GA
bioactivas. Las enzimas GA20 OX y GA30X estan involucradas en la sintesis de las GA
bioactivas, mientras que la enzima GA20X estd involucrada en la inactivacién de la GA
bioactivas. Tomado de Claeys et al, 2014.

1.9.4 El rol de las proteinas DELLAs en la modulacion de las vias de SAy JA

El rol de las proteinas DELLA sobre la modulacién de vias de defensa fue estudiado por
primera vez por el grupo del Dr. Jonathan Jones. Ensayos realizados por este grupo de
trabajo empleando una planta transgénica que porta una de las proteinas DELLA, la
proteina RGA, fusionada a la proteina verde fluorescente (GFP), mostraron que esta
proteina era menos sensible a la degradacidon mediada por GA en presencia del péptido

flagelina (Navarro et al., 2008). Ademads, se observé que plantas de Arabidopsis cuadruple
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mutantes de DELLA mostraban una mayor resistencia frente al patdégeno biotrofo
Pseudomonas syringae y una mayor susceptibilidad frente al patégeno necrotréfico
Altenaria brassicola. Por otro lado, estos autores observaron que el gen marcador de SA,
el gen PR1, se inducia mas tempranamente en las plantas cuadruples mutantes de
DELLAs infectadas con Pseudomonas que en plantas salvajes infectadas con este mismo
patégeno. Por el contrario, al infectar plantas cuddruples mutantes con Alternaria
brasicola se producia un atraso en la induccién del gen marcador de JA, el gen PDF1.2,
respecto del tiempo de induccién observado en plantas salvajes infectadas con este
patdgeno. Estos experimentos llevaron a concluir que las DELLAs potencian la via de JAy
atenudan la via de SA (Ver Figura 1.11). Posteriormente, se observd que las proteinas
DELLAs interactian con una de las proteinas represoras de la sefializaciéon de JA, la
proteina JAZ1. Por medio de esta interaccidn, las proteinas DELLAs secuestran a JAZ1,
favoreciendo la expresion de genes de respuesta a JA (Hou et al., 2010) . A su vez, otro
estudio, mostrd que las proteinas DELLAs regulan positivamente la expresién de genes
involucrados en la detoxificacion de ROS, reduciendo los niveles de ROS (Achard et al.,
2008). Se ha reportado que ROS puede potenciar la sefializacién mediada por SA, por lo
que la modulaciéon negativa de la via SA mediada por las proteinas DELLAs podria ser
explicada en base al efecto de las proteinas DELLAs sobre los niveles de ROS (Grant and

Jones, 2009) (Ver Figura 1.11).

1/\

ET —> DELLAs —1 ROS —  SA
Auxina =——— JA/ET
\

Figura 1.11: Interacciones propuestas entre las proteinas DELLAs y distintas vias
hormonales. La via de ET promueve la acumulacién de proteinas DELLAs. Mientras que
las DELLAs modulan positivamente la via del acido jasmédnico y negativamente la via del

35



SA, por medio de la disminucién de los niveles de las ROS. Tomado de Grant y Jones,
20009.

1.10 La modulacidn de la respuesta de defensa durante las interacciones hospedante-

patégeno

Las vias de seiializacién anteriormente descriptas son finamente reguladas durante las
interacciones bidticas. La regulacion e interaccion de estas vias de sefializacion
determina la respuesta de defensa final, medida en términos de resistencia o
susceptibilidad frente a un patdgeno especifico. Varios estudios han mostrado que los
patdgenos son capaces de alterar estas vias de defensa y de este modo incrementar la
susceptibilidad del hospedante frente a la infeccion. En particular, en los ultimos afos, se
han caracterizado varias proteinas virales capaces de alterar componentes implicados en
vias de seiializaciéon y modular las vias de defensa mediadas por fitohormonas. En esta
seccidon se resumen algunas de las vias regulatorias que son alteradas por los virus

durante las interacciones con sus hospedantes.

1.10.1 El rol de la via de ubiquitinacién en defensa y su alteracion por patégenos virales

La ubiquitina es un péptido de 76 residuos que se encuentra altamente conservado en el
reino eucariético. La adicion de ubiquitina (proceso conocido como ubiquitinacién) a las
proteinas celulares se encuentra involucrado en el control de varias vias de senalizacidn,
entre ellas la respuesta mediada por hormonas, el desarrollo y la respuesta a patdégenos
(Glickman and Ciechanover, 2002).

El proceso de ubiquitinacion se desarrolla en tres etapas, llevadas a cabo por tres clases
de enzimas. En la primera etapa se produce la activacién de la ubiquitina por medio de
la enzima E1. En la segunda etapa se produce la transferencia de la ubiquitina de la
enzima E1 a la enzima E2 (conjugadora de ubiquitina). Finalmente, en la tercera etapa se
produce la transferencia de la ubiquitina, que se encuentra unida a la enzima E2, a la
proteina blanco por medio de la enzima E3 ligasa. Las enzimas E3 ligasas son las
encargadas de transferir de manera especifica la ubiquitina. Existen distintas clases de E3

ligasas, entre ellas se encuentran el complejo SCF, el cual esta compuesto por cuatro
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componentes: RBX1, Cullin, SKP1 y una proteina F-BOX (Alcaide-Loridan and Jupin, 2012).
El dominio RBX1 actua como sitio de union de las enzimas E2 e interactua directamente
con el dominio CULLIN1. A su vez, CULLIN1 se une a SKP1 el cual interactia con una
proteina tipo F-box, la cual funciona como una proteina adaptadora que recluta a los
sustratos especificos hacia el complejo de ubiquitinacién. En el genoma de Arabidopsis
thaliana hay 694 genes que codifican para proteinas de tipo F-box, pero en la mayoria de
los casos la funcién de dichas proteinas es desconocida (Alcaide-Loridan and Jupin, 2012).

(Ver Figura 1.12)

Figura 1.12: Representacion esquematica del complejo SCF. La proteina F-BOX actua
reconociendo a las proteinas blanco. A su vez, la actividad del complejo es regulada por
la adiciéon de RUB1 (una proteina tipo ubiquitina) a la subunidad CULLIN1. La adicién de
RUB1 es regulada por el complejo COP9 signalosoma. Tomado de Alcaide-Loridan y Jupin,
2012.

A lo largo de la evolucion los virus han adquirido diversas estrategias para eludir los
mecanismos de defensas y, de este modo, generar un ambiente propicio para su
replicacion y propagacion (Pallas and Garcia, 2011). Varios trabajos indican que la
alteracion de la via de ubiquitinacion y la degradacién de proteinas tendria un impacto
en el establecimiento de las infecciones virales (Sahana et al, 2012, Alcaide-Loridan and
Jupin, 2012). Por ejemplo, plantas de tabaco transgénicas que expresan una variante
modificada de la ubiquitina y que ,.por consiguiente tienen alterada esta via, , acumulan
menores niveles del TMV que las plantas salvajes (Becker et al., 1992). Por otra parte,
ensayos realizados en plantas que expresan la proteina viral C2 de un geminivirus

mostraron que esta proteina interactua con la actividad del complejo COP9 signalosoma
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(CSN) el cual regula la actividad de las E3 ligasas de tipo SCF. Como consecuencia de
dicha interaccidén, varias respuestas hormonales estdn afectadas en estas plantas. En
particular, la proteina C2 altera la respuesta de la via de sefalizacién del JA alterando la
respuesta de defensa contra este Geminivirus (Lozano-Duran et al., 2011).Ademas, se ha
observado que varias proteinas virales son también blancos del sistema de
ubiquitinacion, sin embargo se desconoce el impacto que esta modificacion post-
traduccional puede tener sobre el desarrollo de las infecciones virales (Alcaide-Loridan

and Jupin, 2012).

1.10.2 Los factores de transcripcién de la familia WRKY y su rol durante las infecciones

virales

Las infecciones virales alteran la expresidn de la transcripcién de genes del hospedante
contribuyendo a modular las respuestas de defensa antiviral. El genoma de Arabidopsis
codifica para mds de 2100 factores de transcripcién, algunos de los cuales pertenecen a
familias especificas de plantas, entre ellos la familia de transcripcion WRKY (Riafio-
Pachon et al., 2007). En Arabidopsis, esta familia esta compuesta por 74 miembros que
son clasificados en tres grandes grupos (Eulgem et al., 2000). Se ha observado que los
factores de transcripcion WRKY participan en respuestas frente a estreses bidticos y
abidticos y en procesos de desarrollo como por ejemplo: la senescencia foliar, el
desarrollo de tricomas y la sefalizacion de hormonas. Ademds, se ha descripto que
plantas mutantes para el factor WRKY33 son mas susceptibles al patégeno necrotréfico
B. cinerea (Zheng et al., 2006). Por otra parte, estudios recientes han mostrado que los
factores de transcripcion WRKY25, WRKY26 y WRKY33 coordinan respuestas frente al
estrés de calor (Li et al.,, 2011). Los factores de transcripcion WRKY también han sido
involucrados en respuesta antiviral. Estudios realizados en plantas de tabaco,
transformadas con una construccion capaz de silenciar al factor de transcripcion WRKY4,
mostraron mayores niveles de acumulacidén del virus TMV que las plantas control
transformadas con el vector vacio (Ren et al., 2010). Ademas, estas plantas presentaban
alteraciones en el desarrollo foliar, evidenciadas en hojas mas anchas y con un mayor
numero que las plantas control (Ren et al., 2010). Otro trabajo realizado en Arabidopsis

thaliana mostré que plantas mutantes del factor de transcripcion WRKY8 acumulaban
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mayores niveles de virus que las plantas salvajes (Chen et al., 2013) En este mismo
estudio, se observod que el virus TMV-Cg regulaba negativamente la expresion de WRKY8
a medida que la infeccion progresaba. En conclusién, diversos trabajos muestran que los
factores de transcripcion pertenecientes a la familia WRKY tienen un rol en la

modulacion de las defensas antivirales.

1.10.3 El rol del SA y su modulacién por proteinas virales

Varios estudios recientes han caracterizados proteinas virales capaces de alterar las vias
de defensa mediadas por la hormona SA, entre ellos el estudio realizado por Conti y col.
mostré que plantas de tabaco que expresaban la proteina de movimiento (MP) del TMV
alcanzaban mayores niveles de acumulacion de ROS y de la hormona SA con respecto a
plantas salvajes, mientras que los niveles de acumulacion de JA estaban reducidos en las
plantas de tabaco que expresaban la MP respecto de las plantas salvajes (Conti et al.,
2012). En este mismo trabajo, se analizé el rol de la CP del TMV sobre la modulacién de
la via sefializacién de SA y JA. La expresion de la CP de TMV no produjo cambios en la
acumulacién de ROS, ni en los niveles de las hormonas SA y JA. Sin embargo, al analizar
los niveles de expresion de genes de defensa, entre ellos PR1 y RDR1, se observd que
mostraban niveles de expresién reducidos respecto de los niveles de expresién en
plantas salvajes. En base a estos resultados, es posible suponer que la CP del TMV podria
estar modulando negativamente la via de defensa mediada por SA (Conti et al., 2012).

Por otra parte, el gen P6 del virus CaMV también ha sido involucrado en la modulacién
de la via de SA. Este gen, que codifica para una proteina requerida para la traduccién del
ARN viral y para la supresién del silenciamiento de ARN (Love et al., 2007), también
altera la respuesta de SA por medio de la modificacion del factor NPR1 (Love et al., 2012).
Como consecuencia de dicha modificacidn, la expresidn de genes de respuesta a SA esta
inhibida, mientras que la expresion de genes de respuesta a JA estd incrementada. Segun
estos autores, la regulacion negativa de la via de SA por parte de la proteina P6 podria
contribuir a facilitar el movimiento sistémico viral (Love et al., 2012). En esta misma linea,
trabajos realizados con el virus CMV, mostraron que la proteina 2b de este virus actua
como un supresor del silenciamiento y, ademas, le permite al virus evadir la resistencia

mediada por la hormona SA (Ji & Ding, 2001; Lewsey et al., 2009). Estos trabajos
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resaltan la importancia de la via de defensa mediada por la hormona SA durante las
infecciones virales y muestran que los virus han adquirido la capacidad de regular

negativamente esta via de defensa.

1.11 Objetivo General

El objetivo general de este trabajo es comprender el efecto de la expresion individual de
la proteina de capside (CP) del virus TMV-Cg sobre la expresién génica del hospedante
Arabidopsis thaliana. Dado que se ha propuesto que la proteina CP de otro virus
relacionado, el virus TMV, modula negativamente la expresion de genes involucrados en
defensa en N. tabacum, resulta de interés analizar el rol de la CgCP sobre las vias de

defensa, en particular aquellas que tienen un rol reportado en defensa antiviral.

Este trabajo tiene como foco contribuir al estudio de las vias de defensa que son
alteradas durante la interaccién virus-planta y a los mecanismos que, a lo largo de la
evolucién, han adquirido los virus a fin de contrarrestar el sistema de defensa del
hospedante. Este estudio tendra un impacto en la comprension general de la relaciéon
hospedante-patdgeno y contribuira al mejoramiento del control de las enfermedades

virales.

1.11.1 Objetivos especificos

1) Andlisis del impacto de la CgCP en la modulacidén de la via de defensa mediada por
la hormona acido salicilico.

2) Caracterizacién global del efecto de la expresion de la CgCP sobre la modulacién
de la expresion génica del hospedante A. thaliana. Analisis biolégico de los datos
obtenidos por medio de un ensayo de microarreglo realizado en plantas transgénicas
que expresan la CgCP. Empleo de herramientas bioinformaticas y de informacién
disponible en bases de datos para profundizar el estudio del efecto de la CgCP sobre
la alteracidn de la expresidn génica del hospedante A. thaliana.

3) Analisis del efecto de la expresion de la CgCP sobre la estabilidad de las proteinas

DELLAs. Estudio del rol de las proteinas DELLAs en la modulacion de la expresion
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génica en plantas que expresan la CgCP y durante el desarrollo de la infeccion del

virus TMV-Cg en el hospedante Arabidopsis thaliana.

1.12 HIPOTESIS

La proteina de cdpside del virus TMV-Cg altera la expresion de genes del hospedante
durante las infecciones virales compatibles, impactando en la respuesta de defensa del

hospedante.

Hipdtesis anexa 1) La alteracion de la expresion génica y los niveles de acumulacion de
factores enddgenos del hospedante contribuyen a modular la respuesta de defensa

durante la expresion de la CgCP.

1.13 Estructura de la Tesis

La tesis se compone de un primer capitulo en donde se presentan los trabajos que sirven
de marco para el desarrollo del trabajo y un segundo capitulo en donde se detallan los
materiales y métodos empleados durante la realizacién de la tesis. Los resultados
obtenidos fueron organizados en tres capitulos, de acuerdo a los objetivos especificos
previamente detallados. Inicialmente se indagd el rol de la CP sobre la modulacién de
genes de la via de SA (Capitulo 3). Seguidamente, para profundizar el estudio del rol de
la CgCP sobre la modulacién de vias de defensa, se analizaron los datos de un
microarreglo realizado en plantas que expresan la proteina de capside bajo un promotor
inducible. Los datos de dicho analisis y su validacidn se exponen en el capitulo cuarto de
la presente tesis. Por otra parte, en este capitulo se analizé el impacto de la CgCP sobre la
modulacion génica de A.thaliana por medio del uso de herramientas bioinformaticas. En
el capitulo quinto se caracterizé el rol de las proteinas DELLAs en la modulacién de la
expresion de los genes alterados por la CgCP. Asimismo, en este capitulo, se procedid a
indagar el rol de las proteinas DELLAs durante la infeccién viral. Finalmente, en el
capitulo sexto se plantean las conclusiones generales de la tesis, integrando la

informacién obtenida en cada uno de los capitulos. La tesis se completa con un anexo en
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donde se incorpord informacion adicional sobre la metodologia y las herramientas

empleadas para la confeccion de la tesis.
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CAPITULO 2: MATERIALES y METODOS

2.1 Material Vegetal empleado

En los capitulos tercero y cuarto se utilizaron plantas de Arabidopsis del cultivar Columbia
(Col-0) no transgénicas y plantas transgénicas correspondientes a la misma variedad de
Arabidopsis. Se emplearon dos lineas transgénicas, una que expresa la CP del virus TMV-
Cg bajo un promotor inducible, denominada CP#72, y otra que expresa la CP de virus
TMV-Cg bajo un promotor constitutivo, denominada CP#71 (Koo et al., 2004). Ademas,
en el capitulo cuarto se empled una linea mutante del gen NPR1 (AT1G64280),
denominada nprl 1-3 (CS3802, numero de identificacion del Arabidopsis Information
Resource, TAIR), la cual fue gentilmente cedida por el Dr. Gustavo Gudesblat.

En el capitulo quinto, ademas de las lineas previamente descritas, se empled una linea
de Arabidopsis thaliana perteneciente al cultivar Landsberg erecta (Ler) que expresa la
proteina RGA fusionada a la proteina verde fluorescente (GFP por sus siglas en inglés)
regulada por medio del promotor propio del gen que codifica para la DELLA RGA
(denominada pRGA::GFP-RGA) la cual fue gentilmente cedida por la Dra. Veronica Arana.
Esta linea fue cruzada con la con la linea transgenica CP#72 para la realizacién de los
experimentos de visualizacién de la proteina DELLA (ver: desarrollo de la linea
pRGA::GFP-RGAXCP#72). Mientras que para los ensayos de cuantificacion de genes
regulados por las proteinas DELLA, se emplearon las lineas mutantes gai-1 (CS63, nimero
de identificaciéon de TAIR) y la cuddruple mutante de DELLA (Dill et al., 2001; Achard et
al., 2006). En este capitulo también se utilizaron plantas salvajes de la especie N.
benthamiana.

Para los ensayos realizados con A. thaliana, las plantas fueron crecidas en una cdmara
Percival en condiciones controladas, 22°C y bajo un fotoperido de 16 hs luz y 8 hs
oscuridad. Para los ensayos realizados con N. benthamiana, las plantas fueron crecidas
en invernaderos con temperaturas dentro del rango de 20 a 26 2C con ciclos de 16 horas

de luz y 8 de oscuridad.

2.2 Desarrollo de la linea pRGA::GFP-RGA x CP#72 por medio de cruzamientos
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La linea que expresa la proteina DELLA RGA fusionada a GFP bajo el promotor propio de
RGA (pRGA::GFP-RGA) fue cruzada con la linea transgénica CP#72. La linea doble
transgénica homocigota fue obtenida por medio de subsiguientes cruzas y fue

seleccionada por medio de la técnica de PCR a partir de ADN gendmico.

2.3 Protocolos generales de Biologia Molecular

2.3.1 Extraccién de ARN y confeccidon de ADNc para RT-gPCR

Se recolectaron tejidos de roseta de plantas de Arabidopsis de aproximadamente 20 dias
de edad. El ARN total fue extraido a partir de 100 mg de tejido foliar de Arabidopsis
procesado en nitrégeno liquido, utilizando Trizol Reagent (Invitrogen), de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. El ARN total se cuantificd por espectrofotometria mediante
Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technologies) y posteriormente fue tratado con DNasa |
(Invitrogen). El ADNc se sintetizd con la enzima retro-transcriptasa MMLV (Invitrogen) y
oligonucleétidos al azar. Para los ensayos de RT-qPCR se emplearon como minimo entre

4y 5 réplicas bioldgicas.

2.3.2 Diseiio de oligonucleétidos

Para evaluar la expresidn de genes se disefiaron oligonucleétidos especificos mediante el
software PrimerExpress 2.0 (Applied Biosystems). La lista de oligonucledtidos especifica
se detalla en la Tabla 1 del Anexo. Las eficiencias de los pares de oligonucledtidos y los

valores de CT se obtuvieron mediante el software LinRegPCR (Ramakers et al., 2003)

2.3.3. Seleccidn de genes de referencia para su utilizacién como control interno

Para la seleccion del gen de referencia mas estable en las lineas transgénicas y la linea
salvaje se evaluaron tres genes de referencia: el factor de elongacién EFla (AT5G60390),
el gen UBQ5 (AT3G62250) vy el gen que codifica para gliceraldehido fosfato
deshidrogenasa (GAPDH), AT3G04120. Para el analisis de estabilidad se utilizaron los
softwares : Normfinder y Bestkeeper. En el apéndice A se muestran los resultados del

analisis realizado por medio de estos programas.

2.3.4 Realizacion de RT-qPCR, obtencidn y analisis de datos de expresién
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Las condiciones experimentales para la confecciéon de las RT-qPCR se establecieron a
partir de las normas internacionales MIQE (Bustin, 2010). Estas normas se detallen en el
apéndice B. Para obtener el valor de expresidn diferencial de un gen especifico en una
linea transgénica con respecto al control, se deben normalizar los datos utilizando un gen
de referencia como control interno. Los analisis de expresién relativa fueron realizados
mediante el software fgStatistics (Di Rienzo J. A, 2009) que utiliza el algoritmo
desarrolladp por Pfaffl (Pfaffl, 2001) para obtener los valores de expresién relativa. Se
consideraron estadisticamente significativos aquellos niveles de expresiéon cuyos p-

valores fueron menores a 0,05 (indicados con * ).

2.3.5 Extraccion de ADN gendmico por medio del protocolo de DELLA PORTA

Para la extraccion de ADN gendmico se procedié a emplear el protocolo disefado por
DELLAPORTA (Dellaporta et al, 1983). Se tomaron dos hojas de Arabidopsis las cuales
fueron procesadas en presencia de 700 ul de un buffer de extraccion (100 mM Tris pH
8.0, 50mM EDTA pH 8.0, 500 mM NaCl, 10 mM B mercaptoetanol). Luego se procedié a
tratar a las muestras a 65 °C por diez minutos. Pasados los 10 minutos, se agregd 200ul
de acetato de potasio (ACK) 5 M a las muestras y se incubaron 20 min en hielo.
Posteriormente, se procedié a centrifugar a las muestras a 13000 rpm durante otros 20
min a 4 2C. Se transfirié el sobrenadante a un tubo limpio y se precipité el ADN con 600 pl
de isopropanol. Se dejé 10 minutos a temperatura ambiente y luego se centrifugd 15
minutos a 13 000 rpm. Se descarté el sobrenadante y se realizé un lavado del pellet con
etanol 70 %. Luego se centrifugd nuevamente por 5 minutos a 10 000 rpm, se descarto el

sobrenadante, se seco el pellet y se resuspendié en 25 ul de agua destilada.

2.3.6 Preparacion de células de Agrobacterium electrocompetentes

Para la preparacion de Agrobacterium electrocompetentes se agregaron 0,5 ml de un
cultivo crecido durante 12 horas, a un recipiente conteniendo 500 ml de LB. Las células
fueron crecidas hasta un OD600 de 0.7 y luego se enfriaron durante 30 minutos. Se

centrifugaron a 4000g por 15 minutos y se realizaron lavados con una solucion de 10% de
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glicerol. Finalmente, se resuspendieron en 1,4 ml de glicerol 10% frio y se alicuotaron y

guardaron a -80C

2.3.7 Electroporacidn de Agrobacterium

Para la electroporacion se empled un equipo BIORAD y cubetas de 0,2 cm. Se agregd 1pl
de preparacion de ADN plasmidico a 25ul de células electrocompetentes. Esta mezcla
fue incorporada a la cubeta de electroporacidn y esta cubeta fue empleada para realizar
la electroporacién. Los siguientes parametros fueron empleado para la realizacién de la
electroporacion: capacitancia = 330, resistencia= 4000 Q) y voltaje= 350 V.

Luego de la electroporacion las células fueron transferidas a 1 ml de medio LB (Bertani,
1952) e incubadas por 1-2 horas a 28° C con una agitacidén suave. Finalmente las células

fueron plaqueadas en LB- agar suplementado con los correspondientes antibioticos.

2.4 Analisis bioinformaticos

2.4.1 Clasificacion funcional de los genes expresados diferencialmente en las plantas de

la linea CP#72 inducida versus la linea CP#72 no inducida

Para la anotacion funcional de los genes, se procedié a emplear la el programa GOEAST
(http://omicslab.genetics.ac.cn/GOEAST/). Este programa permite clasificar a los genes
segln sus anotaciones funcionales. Este programa emplea test un hipergeometrico como
método estadistico para identificar categorias funcionales enriquecidas en una lista de

genes.
2.4.2. Empleo del programa ATTED para la generacidn de redes de co-expresiéon

El programa ATTED fue empleado para realizar un analisis bio-informatico de los genes
co-expresados. Este programa emplea el coeficiente “Mutual Rank” (MR) como medida

de co-expresion entre dos genes. El MR es calculado a partir de la media geométrica de

los valores del coeficente “PCC rank” (rango del coeficiente de co-expresion). Ademas,
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para cada gen de interés ATTED presenta los 300 genes mas cercanamente co-

expresados e informa el valor de MR.

2.4.3 Empleo de herramientas bio-informaticas para la busqueda motivos regulatorios en

un set de genes-co expresados

Para la busqueda de motivos sobre-representados en el set de promotores, se siguid una
aproximacion “sesgada” (Bailey, 2008). Esta aproximacién se basa en el ensamblado de
un pequefio set de secuencias y en la busqueda de motivos sobre-representados en
dichas secuencias respecto de un set de secuencias control (background model).

Los pasos basicos del andlisis de promotores son: el ensamblado de las secuencias, la
limpieza de las secuencias, la busqueda de motivos y la evaluacion de los mismos.

Para el ensamblado de las secuencias se procedié a seleccionar un conjunto de genes
cuya expresion estaba alterada por efecto de la expresion de CgCP y ampliar dicho set
por medio del programa ATTED, el cual permite encontrar genes que tienden a co-
expresar con los genes de interés. Este analisis presupone que los genes cuya expresion
es alterada por la proteina de capside, y los genes que co-expresan con este set de
genes, comparten elementos regulatorios comunes en sus promotores y que dichos
elementos se encuentran sobre-representados, con respecto a secuencias tomadas al
azar.

Luego de seleccionar los genes, se procedid a extraer 1000 pb correspondientes a la
regidon promotora de los genes. Para la extraccién de las regiones promotoras, se empled
el programa RSA Tools (http://rsat.ulb.ac.be/rsat/), el cual permite obtener en un archivo
FASTA la lista de las regiones de interés de un gran nimero de organismos, entre ellos
Arabidopsis thaliana.

El siguiente paso consistid en desechar promotores muy parecidos entre si, esto se
realizé6 con el programa Purge de MEME Suite. Seguidamente, se enmascararon las
secuencias de baja complejidad y repetitivas con el programa TANTAN empleando los
parametros por default (Frith, 2011).

Una vez depuradas las secuencias, se procedidé a la busqueda de motivos por medio del
empleo de distintos algoritmos. Se emplearon los programas Weeder, MEME vy

BioProspector (Bailey et al., 2009). Uno de los pardametros mas importantes a definir en la
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busqueda de motivos, es el largo de los mismos. Por medio del programa Weeder se
buscaron motivos de 6, 8, 10 y 12 pares de bases, con MEME se buscaron motivos de 10,
12 y 14 pb y con BioProspector se buscaron motivos de 8, 10, 12 y 14 pb.

Por medio de este analisis se obtuvieron 75 motivos, de los cuales 17 estan sobre-
representados (p < 0.05). Para eliminar motivos redundantes, se agruparon los motivos
similares y obteniéndose 9 motivos no redundantes por medio del programa STAMP.
Este programa también permitid analizar la funcién de los motivos encontrados
comparando la similitud de los motivos con otros disponibles en bases de datos (Mahony
and Benos, 2007). De estos 9 motivos, 7 poseen similitud con motivos previamente
descriptos. Finalmente con el programa FIMO se procedio a analizar la presencia de estos
motivos en las secuencias promotoras que habian sido usadas para la busqueda de los
motivos. De este modo, se puede conocer la presencia y la ubicacién de los motivos en

las secuencias promotoras.

2.5 Analisis de microscopia

2.5.1 Visualizacién de la proteina GFP—RGA por microscopia de fluorescencia

Las imagenes de microscopia de fluorescencia fueron obtenidas con una microscopio
Leica (Wetzlar, Germany) empleando un objetivo 63X. Para la exitacién se empled un
laser de argdn a 488 nm y la emisidon se colectd a 500-550 nm para la deteccién de GFP.
Para este experimento se emplearon plantulas de cinco dias de edad pRGA:GFP-RGA x
CP#72 crecidas en el medio de cultivo Murashige and Skoog (MS al medio), estas
plantulas fueron tratadas con 61.3 uM del iductor methoxyfenozyde (MOF) por tres dias
y subsiguientemente fueron tratadas por 1 hora con una solucién conteniendo 10 uM de

GAs.

2.5.2 Visualizacion de YFP-GAI por medio de microscopia de fluorescencia

Las imdagenes fueron obtenidas con un microscopio Leica de fluorescencia (Wetzlar,
Germany) empleando el objetivo 10 X. La longitud de onda empleada para la excitacién
de GFP fue de BP 450-490 nm, mientras que para la emisiéon se usé un filtro LP (Long
pass) de 515nm. Todas las imagenes fueron obtenidas empleando los mismos

parametros.
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Para este experimento se emplearon hojas de N. benthamiana, infectadas con el virus
TMV-Cg, las cuales fueron posteriormente agroinfiltradas con una construccion YFP-
GAI. A los 3 dias luego de la agroinfiltracidn, las hojas fueron rociadas con una solucién
conteniendo 100 uM de GAs. Tras una hora de la aplicacion de GAs, las hojas fueron
visualizadas al microscopio de fluorescencia.

La agroinfiltracién fue realizada en hojas superiores de plantas previamente infectadas
con el virus TMV-Cg (6 dpi). A los 3 dias post- agroinfiltracidn, se procedié a tratar a las
hojas agro-inoculadas con una solucion 100 uM de GA. Luego de una hora, se procedio6 a
observar los niveles de acumulacién de DELLA empleando un microscopio de

fluorescencia.

2.5.3 Analisis cuantitativo de la acumulacién de GFP y YFP

Veinte nucleos al azar de cinco plantas diferenes para cada tratamiento fueron analizadas
para la cuantificacién de los niveles de GFP/ YFP que se acumulaban en células de
Arabidopsis thaliana y N benthamiana usando el programa Image) Software

(http://imagej.nih.gov/ii/). Todos los nucleos visibles fueron cuantificados, en los casos

en los cuales se observaron menos de veinte nucleos visibles. Todas las imagenes fueron
capturadas usando los mismos pardmetros y fueron procesadas de igual modo. Las
comparaciones estadisticas fueron realizadas por medio del test one-way ANOVA usando
el post test Tukey por medio del programa Infostat (InfoStat version 2008. Grupo
InfoStat. FCA, Universidad Nacional de Cordoba). El nivel de significancia empleado para

todos los post test fue de a = 0.05.

2.6 Experimentos de expresidn transientes realizados en N. benthamiana

Los experimentos de expresion transientes en plantas de Nicotiana benthamiana fueron
realizados mediante agroinfiltracion con una solucidon de Agrobacterium conteniendo una
construccion que codifica para YFP-GAI. La construccidn YFP-GAI fue provista por el grupo
del Dr. David Alabadi (Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (CSIC-UPV),

Valencia).

2.7 Analisis del desarrollo de A.thaliana
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Para los experimentos del analisis de desarrollo de plantas adultas de Arabidopsis
thaliana fueron crecidas macetas en cdmara Percival en condiciones controladas, 22°Cy
bajo un fotoperido de 16 hs luz y 8 hs oscuridad. Las macetas fueron estratificadas a 4°C
en un refrigerador durante tres dias. A los 20 dias de edad (estadio 1.08, (Boyes et al.,
2001) las plantas CP#72 fueron regadas con 61.3 uM MOF o con agua (plantas control).
Se contabilizé el dia en que aparece la primera flor y, a las 6 semanas de edad, se
determiné la altura de las plantas.

Para los experimentos realizados en plantulas, se procedid a desinfectar las semillas y a
crecer las mismas en placas conteniendo el medio de cultivo Murashige Skoog (al
medio)(Murashigue and Skoog, 1962). Las placas fueron estratificadas en un refrigerador
a 4°C durante tres dias para sincronizar la germinacion. Las placas fueron luego ubicadas
en camaras de cria a 20°C y con un fotoperiodo de 16:8 h luz/oscuridad. Luego de la
germinacién, las semillas fueron tratadas con una solucién conteniendo 61.3 uM MOF o
bien con agua. El peso del tejido fresco de las plantulas tratadas con MOF y tratadas con

agua fue medido a los 10 dias del ensayo.

2.8 Metodologia empleda para los ensayos de infecciones virales

2.8.1 Infeccion de A. thaliana con el virus TMV-Cg

Para las infecciones de las plantas de Arabidopsis se selecciond la tercer hoja de plantas
con 8 hojas verdaderas (20 dias de edad aproximadamente) y se rocié a esta hoja con
carborundum. Subsiguientemente, se agregé 5 pl de una solucién conteniendo el virus
TMV-Cg diluido en una solucién de 20 mM NaHPO, (pH 7) y se procedié a la abrasién
suave de la superficie de la hoja. En las plantas mock-inoculadas la abrasién se realizé en
presencia de buffer. Todas las infecciones fueron realizadas luego del mediodia.
Muestras de tejido sistémico (excluyendo la hoja inoculada) fueron tomadas a dias post
infeccion. Las muestras fueron congeladas en nitrégeno liquido y guardadas a -80°C

hasta la extraccion de RNA.

2.8.2 Cuantificacidn del titulo del virus TMV-Cg por medio de la técnica de RT-qPCR

50



El ARN total fue aislado empleando el reactivo Trizol (Invitrogen). Una vez extraido el
ARN, se procedid al tratamiento con la enzima DNAsa | (Invitrogen) y, posteriormente, a
la sintesis de la primera hebra del ADNc con la enzima MMLYV, (Invitrogen) de acuerdo a
las instrucciones provistas por el fabricante. Los experimentos de RT-gqPCR fueron
llevados a cabo empleando el equipo de PCR en tiempo real ABI Prism 7500 (Applied
Biosystems). Las secuencias de los oligonucledétidos empleados en la deteccién del virus

TMV-Cg se detallan en en el apéndice C.

2.8.3 Infeccidn de A. thaliana con el virus TuMV

Para infectar plantas de Arabidopsis thaliana se utilizé un extracto fresco recién obtenido
de un machacado de plantas infectadas previamente. El potyvirus TuUMV se mantuvo en
plantas de A. thaliana ecotipo Col0 infectadas. Plantas mock-inoculadas fueron
inoculadas con buffer sulfito de sodio (1% K2HPO4 + 0,1% Na2SO3 m/v) y los
machacados infectivos se obtuvieron utilizando este buffer en relaciéon 5:1 con tejido
fresco infectado (v/m). Las plantas fueron inoculadas mecanicamente. Las plantas fueron
infectadas a 21 dias post-sembrado, durante el estadio de desarrollo de la planta 1.08
(Boyes et al, 2001). La inoculacion se realizé en la tercera hoja verdadera, empleando 5
pL de indculo por cada planta. A los 10 dpi, se procedido al muestro de las hojas

sistémicas, excluyendo la hoja infectada.

2.8.4 Cuantificacidn del virus TuMV por medio de ELISA

2.8.4.1 Cuantificacion de proteinas

La determinacién de la concentracién de proteinas totales se realizé utilizando el Bio-Rad
protein assay de Bio-Rad, basado en el método de Bradford, segun las especificaciones
del fabricante. Para la confeccion de las curvas de calibraciéon se empled la proteina
albumina proveniente de suero bovino (BSA por su sigla en inglés), la cual se diluyé en
cada caso en el buffer de extraccion pertinente. Se utilizaron placas transparentes de 96
pocillos de Greiner Bio-one. Un espectrofotometro Multiskan Spectrum (Thermo

Corporation) fue usado para medir absorbancia a 595 nm.
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2.8.4.2 Deteccién por DAS-ELISA de CP virales

Para realizar la deteccidén por DAS-ELISA de CP de TuMV se utilizo el kit anti-Potyvirus de
BIOREBA siguiendo las instrucciones de los fabricantes. Se utilizaron placas transparentes
de 96 pocillos placas Nunc MaxiSorp® (deteccién de CP de TuMV). Un espectrofotémetro

Multiskan Spectrum (Thermo Corporation) fue usado para medir absorbancia a 405 nm.

2.9 Tratamiento con hormonas e inductor

2.9.1 Tratamiento con SA

Las plantas fueron rociadas con 0.5 ml de una solucién que contenia 0.5 mM de acido
salicilico (SA) o agua. Se muestrearon las rosetas enteras luego de 24 hs del tratamiento
con SA, inmediatamente se congelaron en nitrégeno liquido y fueron guardadas a -80°C

hasta la extraccion del ARN.

2.9.2 Tratamiento con GA3

Para el tratamiento con GAs; se procedid a preparar una solucion madre (200 uM) de
esta hormona en etanol. Posteriormente, se prepararon soluciones de uso de 100 uM vy
10 uM, empleando agua como solvente. Para los ensayos realizados con plantulas de A
thaliana se empled una solucién 10 uM, mientras que para los ensayos realizados en N.

benthamiana se empled una solucion 100 puM.

2.9.3 Induccién de la expresion de la capside del virus TMV-Cg en plantas transgénicas

Plantas de la linea CP#72 fueron crecidas en tierra hasta los 20 dias de edad (estadio

1.08) (Boyes et al., 2001), luego estas plantas fueron regadas con una solucién 61, 3 uM

del inductor methoxyfenozide (MOF). Las plantas de la linea CP#72 no inducidas, usadas

como control, fueron regadas con agua. A las 48 hs del tratamiento se tomaron muestras
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de tejido de roseta e inmediatamente se congelaron en nitrégeno liquido hasta la

extraccion de ARN.

2.10 Determinacion de acido salicilico (SA) y acido jasmdnico (JA)

Procedimiento de extraccion y purificacion: SA y JA fueron extraidos a partir de muestras

provenientes de tejidos de roseta de Arabidopsis de acuerdo al protocolo de Durgbanshi
y col (2005) con algunas modificaciones. Como estandares internos para JA se utilizaron
100 ng de JA (*H6)-JA y acido 12-oxo-fitodienoico (*H5) OPDA. Para cuantificar SA se
utilizé como estandar interno 100 ng de SA- (’H6).

Procedimientos para la cromatografia y espectrometria de masas (LC-ESI-MS/MS): Para

la cromatografia liquida de alta performance se utilizdé un sistema Waters (Milford)
Alliance 2690. Se inyectaron alicuotas de 20 ul en un sistema de columnas C18 de fase
reversa Nucleosil ODS (100 mm x 2.1 mm, 3-um). Las fitohormonas fueron eluidas
comenzando con un gradiente inicial de metanol 40 % y agua: etanol 60 %. Luego, 25
minutos después, con metanol 80 % y agua: etanol 20 %. La identificacién y
cuantificacion se efectuaron mediante la insercion de efluentes con un electrospray de
ionizacidn negativa (ESI-MS/MS) dentro de un espectrémetro de masas triple-cuadrupolo
(Quattro Ultima™ , Micromass) acoplado a HPLC.

Para la identificacion, la espectrometria de masa fue operada con MTM ( monitoreo de
multiple reaccion) y el software MassLynx™ v. 4.1 (Micromass). Para la cuantificacion se
utilizé el software QuanLynx™ v. 4.1( Micromass). Las determinaciones de SA y JA
fueron realizadas en el laboratorio del Dr. Sergio Alemano, Departamento de Ciencias

Naturales, FCEF-QyN, Universidad de Rio Cuarto (Cérdoba).
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CAPITULO 3: ANALISIS DEL ROL DE LA PROTEINA DE CAPSIDE DEL
VIRUS TMV-CG SOBRE LA MODULACION DE VIiAS DE DEFENSA

Introduccion

El empleo de plantas transgénicas que expresan proteinas virales ha sido una
metodologia ampliamente empleada para estudiar, de manera individual, el impacto de
cada proteina viral sobre la modulacién de la expresidon génica y la alteracion de factores
del hospedante (Maule et al.,, 2002). Por ejemplo, el uso de plantas transgénicas de
Arabidopsis thaliana que expresan de manera ectépica del gen P6 del Virus del mosaico
del coliflor (CaMV) mostrd que esta proteina puede actuar atenuando la expresién de
genes de respuesta a SA (Love et al.,, 2012). La proteina P6 altera al factor NPR1
(NONEXPRESSOR OF PATHOGENESIS-RELATED1) y como consecuencia disminuye la
expresion de genes de respuesta de SA y, a su vez, incrementa la expresién de genes
dependientes de la via de JA. En otro caso, el empleo de plantas transgénicas que
expresaban la proteina 2b del CMV mostré que esta proteina es un importante
determinante en la formacién de sintomas y, ademas, estd involucrada en el movimiento
de larga distancia (Lewsey et al., 2009). Esta misma estrategia fue usada para estudiar el
rol de la proteina C2 de los Geminivirus (Lozano-Duran et al., 2011). El trabajo realizado
por Lozano-Durdn y colaboradores, mostré que la proteina C2 interfiere con un
componente regulatorio de la via de ubiquitinacidon (Lozano-Duran et al., 2011), la cual
estd involucrada en la regulacién de la sefalizacidon de diversas hormonas (Dreher and
Callis, 2007).

El estudio de la modulacién de vias de defensa por medio de las proteinas virales forma
parte de los temas de investigacion desarrollados por nuestro grupo. En los ultimos afios,
hemos caracterizado el rol de dos proteinas virales, la proteina de movimiento (MP) y la
proteina de capside (CP) sobre la modulacion de vias de defensa (Conti et al., 2012).
Dicho trabajo mostré que la CP del virus TMV modula negativamente la expresion de
genes de defensa de la via del SA. En la presente tesis, con el objetivo de profundizar los

estudios previos realizados en N. tabacum, se procedid a analizar la expresion de genes
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de respuesta a SA en una linea transgénica de Arabidopsis thaliana que expresa la
proteina de la capside del virus TMV-Cg (CgCP) (Yamanaka et al., 1998). El virus TMV-Cg
se encuentra altamente relacionado al virus TMV, pero a diferencia de este ultimo, es
capaz de infectar exitosamente a Arabidopsis thaliana. A continuacién, se presentan los

resultados de dicho anélisis.

Resultados

3.1 Estudio de la cinética de acumulacion de la proteina CgCP en plantas transgénicas

que expresan la CgCP bajo un promotor inducible

Para el desarrollo de la presente tesis se empled una linea transgénica que expresa la
proteina de capside CgCP bajo un promotor inducible (CP#72). Esta linea transgénica fue
desarrollada en el laboratorio del Dr. Roger Beachy (Donald Danforth Plant Science
Center, USA). El nivel de expresion de la la proteina CgCP de en la linea CP#72 fue
analizado en un trabajo realizado por Koo et al. (2004). En este trabajo se determiné que
el sistema empleado permite obtener mayores niveles de acumulacién de la proteina de
capside que los obtenidos empleando la linea que expresa la proteina de capside bajo la
regulacién del promotor 35S (Koo et al., 2004).

El sistema de expresion inducible presenta una serie de ventajas respecto al uso del
sistema de expresion constitutiva regulado por el promotor 35S. Por empezar, el uso de
un sistema inducible permite controlar el estadio de desarrollo en que se expresa la
proteina viral, permitiendo reproducir de una manera mas similar lo que ocurre en las
plantas infectadas. Por otra parte, los mayores niveles de acumulacion de la CgCP en la
linea CP#72 (respecto de los niveles acumulados en la linea que posee un promotor 35S)
se acercan mas a los niveles de capside detectados durante la infeccion viral.

Previo a analizar el rol de la proteina de CgCP en la modulacién de vias de defensa, se
procediod a caracterizar detalladamente la cinética de acumulacion de esta proteina en la
linea transgénica denominada CP#72, en las condiciones de crecimiento empleadas para
los ensayos de esta tesis, las cuales presentan ciertas diferencias con las condiciones de
crecimiento empleadas por Koo et al. (2004). Para ello, plantas de la linea CP#72 fueron

crecidas en tierra hasta los 20 dias de edad (estadio 1.08) (Boyes et al., 2001), luego estas
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plantas fueron regadas con el inductor (MOF) y finalmente las plantas fueron muestradas
a distintos tiempos post-induccién. Por medio de la técnica de RT-qPCR se compararon
los niveles de acumulacién de la CgCP en plantas de la linea transgénica inducible con los
niveles de acumulacién de CgCP en plantas de una linea transgénica constitutiva (CP#71).
El nivel de acumulaciéon de CgCP también fue determinado en plantas no transgénicas
infectadas con el virus TMV-Cg. A las 6 hs post induccidn, los niveles de acumulacién de
CgCP fueron menores en las plantas de la linea CP#72 con respecto a la linea constitutiva
(CP#71). A partir de las 24 hs luego de la induccidn de la CgCP, la linea inducible (CP#72)
mostré niveles de acumulacién superiores que la linea constitutiva (CP#71). A las 48 hs
post induccién, se observaron los niveles maximos de acumulacion de la CgCP,
manteniéndose niveles similares a las 72hs. Por otro lado, al comparar los niveles de
acumulacién de la CgCP de la linea CP# 72 con los niveles de acumulaciéon en plantas
infectadas a 7 dias post infeccidn (dpi), se observd que los niveles de acumulacién de la
planta transgénica inducible son significativamente menores que los observados en una
infeccidn viral (Figura 3.1). En conclusién, este ensayo mostré que entre las 48 hs y las 72
hs luego del tratamiento con MOF se alcanzan los mayores niveles de acumulacién de la
CgCP. En base a esto, en todos los ensayos de esta tesis se procedid a analizar el

comportamiento de la linea CP#72 entre las 48 y 72 hs luego de la aplicacion de MOF.
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Figura 3.1 Cinética de la acumulacidon de la CgCP en plantas transgénicas de la linea
CP#72.

Niveles relativos de la acumulacién de la CgCP a distintos tiempos luego del tratamiento
con el inductor MOF. Los niveles de expresion fueron relativizados respecto de la linea
CP#71. Los niveles acumulacion de CgCP en la linea CP#71 (linea de expresion
constitutiva) fueron arbitrariamente fijados en 1 (Log2 (1)=0).

Las barras corresponden al valor de la media * el error estandar Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas (* = p-valor < 0,05).

3.2 Cuantificacion relativa de genes implicados en la respuesta a SA en plantas que

expresan la CP de TMV-Cg de manera inducible y de manera constitutiva

Ensayos realizados en plantas de N. tabacum que expresan la CP de TMV muestran que
la CP es capaz de modular la expresion de genes de defensa, en particular genes
involucrados en la via de SA (Conti et. al, 2012). En base a estos resultados, se procedio a
cuantificar la expresion de genes de respuesta a SA en lineas transgenicas de la especie A.
thaliana que expresan la CgCP bajo la regulacidon de un promotor inducible (CP#72) y
bajo la regulacidon del promotor constitutivo (CP#71). Los genes, cuya expresion fue
analizada, ademds de estar regulados por la hormona SA, poseen un rol reportado en
defensa antiviral. Por ejemplo, el gen RDR1 codifica para una proteina involucrada en la
magquinaria de silenciamiento antiviral (Yu et al., 2003a). Mientras que AOX1A es la
oxidasa terminal de la cadena de respiracidn alternativa resistente a cianuro y ha sido
involucrada en resistencia frente a virus (Chivasa et al., 1997). Finalmente, el gen
WRKY70 fue elegido en base a su conocido rol regulatorio durante la sefializaciéon de SA
(Jing et al., 2006).

Para la realizacién de este experimento, plantas de la linea transgénica CP#72, en el
estadio de desarrollo 1.08, fueron regadas con el inductor o bien fueron regadas con
agua (plantas control). Se tomaron muestras a 6, 24, 48 y 72 hs post- induccién y se
procedié a la cuantificacién de los genes previamente seleccionados por medio de la
técnica de RT-gPCR. Los genes RDR1 y WRK70 mostraron una reduccion en los niveles de
expresion alas 6, 24, 48 y 72hs, y a las 6, 48 y 72hs respectivamente. Por otra parte, se

observé un incremento transiente en el nivel del transcripto codificado por AOX1a a las
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24 hs post induccidn y, posteriormente, una disminucion de la expresion del transcripto
a las 72 hs post induccidn (Figura 3.2 A).

En paralelo, se cuantificaron los mismos genes en la linea CP#71 (Figura 3.2 B). RDR1 y
WRKY70 mostraron una reduccién de su expresién en esta linea independiente
comparada con los niveles en plantas no transgénicas. Sin embargo, el nivel de AOX1A

permanecié inalterado en la linea CP#71.
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Figura 3.2: La CgCP regula negativamente los niveles de expresidn de genes de respuesta
a SA.

A) Niveles relativos de los transcriptos codificados por AOX1a, RDR1 y WRKY70 luego de
la induccion de la CgCP en plantas CP#72 a distintos tiempos luego de la induccidén con
MOF. El nivel de expresion de cada gen fue relativizado respecto del nivel de expresién
en la linea CP#72 no inducida (plantas control), asignando como uno al nivel de
expresion de cada gen en este grupo de plantas control (Log, (1)=0).

B) Niveles relativos de los transcriptos codificados por AOX1a, RDR1y WRKY70 en plantas
de la linea CP#71 fueron comparados con los niveles de las plantas salvajes Col-0. Se
establecié arbitrariamente que el valor del nivel de expresién en las plantas salvajes
fuese igual a 1(Log; (1)=0).

Las barras corresponden al valor de la media * el error estandar. Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas (* = p-valor < 0,05).

A continuacidén, con el objetivo de excluir que los efectos transcripcionales observados
en la linea CP#72 fueran debidos al tratamiento con el inductor, se procedid a determinar
el nivel de expresién de este grupo de genes en plantas salvajes (Col-0) tratadas con MOF

y tratadas con agua (control). No se observaron diferencias estadisticamente
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significativas entre tratamientos, confirmando que los cambios observados son

exclusivamente debidos a la expresion de la CP (Figura 3.3).
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Figura 3.3: El tratamiento con MOF no altera la expresidn de los genes de respuesta a SA.
Niveles relativos de acumulacidon de los transcriptos codificados por RDR1, WRKY70,
AOX1a en plantas salvajes (Col-0) luego de 48 hs del tratamiento con el inductor MOF. El
nivel de expresion de cada gen fueron relativizado respecto del nivel de expresion en
plantas salvajes tratadas con agua (plantas control) y se establecié que el nivel de
expresion de cada gen en las plantas control fuese 1. (Log, (1)=0).

Las barras corresponden al valor de la media + el error estdndar. Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas (* = p-valor< 0,05)

3.3 Analisis del rol de la CP sobre la via se sefalizacion mediada por SA

Habiendo observado que la CgCP altera la expresidn de genes de respuesta a SA, se
procedid a analizar el efecto de la expresion de la CP en plantas tratadas con la hormona
SA. Para ello, en primera instancia las plantas CP#72 fueron tratadas con MOF o agua y
48 hs mas tarde fueron rociadas con una solucién de SA 0.5 mM o agua. 24 hs luego del
tratamiento con SA, los niveles de expresion de WRKY70, AOX1A y RDR1 fueron
analizados y comparados con los niveles en plantas CP#72 no tratadas con SA, ni MOF
(CP#72 control). En las plantas CP#72 no inducidas (denominadas CP#72(-)), los niveles
de expresion de WRKY70, AOX1A y RDR1 se incrementaron luego del tratamiento con SA
(Figura 3.4), comparadas con el grupo control. Sin embargo, no se observé un incremento
en los niveles de expresion de este grupo de genes luego del tratamiento con SA en

plantas CP#72 inducidas con MOF, (MOF)+SA, al ser comparadas con los niveles de
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expresion en la plantas control CP#72(-) (Figura 3.4). Por lo tanto, estos resultados
indican que la CgCP modula negativamente la expresion de WRKY70, AOX1A y RDR1

luego el tratamiento con SA.
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Figura 3. 4: La expresién de la CgCP contrarresta la induccién mediada por SA de los
genes RDR1 y WRKY70.

Niveles relativos de acumulaciéon de los transcriptos codificados por AOX1a, RDR1 y
WRKY70 en plantas de la linea CP#72 luego del tratamiento con SA. Pasadas 48hs luego
del tratamiento con agua o con MOF de plantas de la linea CP#72 se procedio a rociar a
las plantas con SA (0,5mM) o con agua. Los niveles de expresidon fueron relativizados
respecto de los niveles en plantas no inducidas CP#72 tratadas con aguay este valor de
expresion fue arbitrariamente fijado en 1 (Log,(1)=0).

Las barras corresponden a los valores de la media + error estandar. Los asteriscos indican
gue existen diferencias significativas (* = p-valor < 0.05).

3.4 Determinacion del acido salicilico (SA) y del acido jasmonico (JA) en plantas que

expresan la CgCP

Dado que la CgCP altera la expresién de genes involucrados en la sefializacidn por SA, se
procedid a la cuantificacidn de los niveles hormonales de SA y del acido jasmdnico (JA) en
plantas transgénicas CP#72 y no transgénicas Col-O tratadas con el inductor. La
determinaciéon de JA fue llevada a cabo dado que esta hormona tiene un rol antagdnico
al SA (Spoel et al., 2007). La acumulacion de ambas hormonas fue analizada previo a la
aplicacion del inductor (0 hs) y a distintos tiempos luego del tratamiento con el inductor

(24 hs , 48 hs y 72 hs). El andlisis estadistico fue realizado por medio de un test de
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ANOVA y las comparaciones entre tratamientos fueron realizadas por medio de un test
de Tukey.

Al comparar los niveles de acumulacion de SA entre las CP#72 y las plantas no
transgénicas tratadas con MOF en cualquiera de los tiempos estudiados no se
detectaron diferencias estadisticamente significativas (Figura 3. 5). Estos datos
concuerdan con lo reportado previamente en los ensayos realizados con plantas
transgénicas de tabaco que expresan la CP de TMV bajo un promotor constitutivo (Conti
et al., 2012). Por otro lado, el analisis de las variaciones de los niveles de SA medidos en
las plantas de la linea CP#72 luego del tratamiento con MOF; no mostrd diferencias
estadisticamente significativas. Por otra parte, cuando se andlizaron las variaciones de
los niveles de SA medidos en las plantas salvajes luego del tratamiento con MOF; se
observd un leve incremento de los niveles de SA a las 48 hs luego del tratamiento con
MOF. Si bien este incremento es estadisticamente significativo, no pareceria tener
impacto en la expresion de genes de respuesta a SA ya que que las plantas salvajes
tratadas con MOF no muestran cambios estadisticamente significativos en la expresién
de los genes RDR1, WRKY70 y AOX1A respecto de plantas salvajes tratadas con agua
(Figuras 3.3y 3 .5).

En paralelo, se cuantificaron los niveles de acumulacion de JA en las plantas de la linea
CP#72 y en plantas no transgénicas tratadas con MOF. Al comparar los niveles de
acumulacién de JA entre las plantas de la linea CP72 y las plantas salvajes tratadas con
MOF no se encontraron diferencias significativas entre tratamientos en cualquiera de los
tiempos estudiados (Figura 3. 5). Por otra parte, ,el tratamiento con MOF no alteré los
niveles de acumulacion de JA en las plantas de la linea CP#72 a los distintos tiempos del
tratadamiento con MOF. El tratamiento con MOF tampoco produjo cambios en los
niveles de acumulacidn de JA en plantas Col-0 salvajes. En conjunto, estos experimentos
demuestran que la CgCP modula la via de senalizacién de SA, sin alterar los niveles

basales de SA, ni de JA.
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Figura 3.5: Niveles de acumulacién de las hormonas JA y SA determinado por medio de
la técnica de HPLC en plantas de la linea CP#72 y plantas salvajes a distintos tiempos
luego de la aplicacion de MOF. Las barras representan el valor promedio de cuatro
réplicas bioldgicas + error estandar. Letras distintas sobre las barras indican que hay
diferencias estadisticas entre los tratamientos, p-valor <0.05

3.5 Infeccion de plantas que expresan la CP del TMV-Cg con el virus TuMV

Habiendo observado que la proteina de la capside disminuye la expresidon de
componentes involucrados en defensa antiviral, se procedié a estudiar si la regulacién
negativa de la via de SA contribuye a modular los niveles de acumulacién de un virus no
relacionado al TMV-Cg, el virus TuMV. Para ello, plantas de la linea CP#72 y plantas no
transgénicas (WT-Col 0) fueron tratadas con el inductor y, luego de 48 hs, fueron
inoculadas con un extracto del virus TuMV. A los 10 dpi, se analizé por medio de la
técnica de ELISA los niveles de acumulacion viral en plantas CP#72 inducidas y no
inducidas y en plantas no transgénicas tratadas con el inductor MOF y tratadas con agua.
En este experimento se observaron mayores niveles de acumulacién de la CP de TuMV

en las plantas transgénicas de la linea CP#72 tratadas con el inductor con respecto a los
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niveles de acumulacion de la CP de TuMV en plantas Col-0 salvajes tratadas con el
inductor. Por otra parte, al comparar los niveles de acumulacion de la proteina CP de
TuMV en plantas de la linea CP#72 tratadas con el inductor versus los niveles de
acumulacién de la CP de TuMV en la linea CP#72 no inducida, se observd un leve
incremento de los niveles de acumulacién del virus TuMV, pero estas diferencias no

fueron estadisticamente significativas (Figura 3.6).
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Figura 3.6: Niveles de acumulacidn de la proteina CP de TuMV en plantas de las lineas
CP#72 tratadas con el inductor (MOF) y tratadas con agua (-MOF) y en las plantas
salvajes tratadas con MOF y tratadas con aguda (-MOF). Letras distintas sobre las barras
indican que hay diferencias estadisticas entre los tratamientos, p-valor <0.05.

Discusion

En un trabajo previo realizado por nuestro grupo usando plantas transgénicas de tabaco
gue expresan la proteina de capside del TMV se observé que esta proteina regulaba
negativamente la expresion de genes de defensa pertenecientes a la via de SA (Conti et

al., 2012). En la presente tesis se procedio a analizar, por medio de la técnica de RT-gPCR,
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los niveles de expresion de genes de respuesta a SA en plantas de A. thaliana
transgénicas que expresan la CP del virus TMV-Cg. Tanto en la linea transgénica que
expresa la CgCP por medio de un promotor inducible, como en la linea transgénica que
expresa la CgCP por medio de un promotor constitutivo, se observé que los niveles de
acumulacién de los transcriptos codificados por los genes RDR1 y WRKY70 fueron
menores en las plantas que expresan la CgCP respecto de las plantas que no acumulaban
esta proteina (plantas control). El transcripto codificado por el gen AOX1a sélo mostrd
una reduccién en los niveles de acumulacién en las plantas de la linea CP#72 luego de 72
hs de aplicacion de MOF (Figura 3.2 A), pero no mostré cambios en los niveles de
expresion en la linea CP#71 (Figura 3.2 B). El menor nivel de acumulacion del transcripto
que codifica para la CgCP en las plantas de la linea CP#71, respecto del nivel de
acumulacién del transcripto que codifica para la CgCP observado en la linea CP#72,
podria explicar las diferencias en los niveles de expresion del gen AOX1a en estas dos
lineas transgénicas. Alternativamente, podria ocurrir que la CgCP alterase la expresion
del gen AOX1a de manera transiente y que Unicamente se observara cambios en la
expresion del gen AOX1a en la linea que expresa la CgCP de manera inducible.

El rol del SA en la modulacién de la expresion génica durante las infecciones virales
compatibles ha sido reportada por varios autores (Huang et al., 2005, Wang et al, 2009).
Ademas, varios trabajos han mostrado que el tratamiento con SA disminuye la
susceptibilidad durante las infecciones virales compatibles (Chivasa et al, 1997; Ji and
Ding, 2001; Alamillo et al, 2006). En base a estas evidencias, se ha postulado que los virus
podrian atenuar la respuesta de defensa mediada por SA interfiriendo con componentes
de sefalizacién de esta via, de un modo similar al efecto que los supresores de
silenciamiento tienen sobre la via de silenciamiento (Wang et al., 2009b)(Huang et al.,
2005). Los datos presentados en este capitulo muestran que la expresién de la CgCP
modula negativamente la induccién de genes de respuesta a SA, aun luego del
tratamiento con esta hormona (Figura 3.4). Dado que los genes dependientes de la via
de SA analizados en este capitulo (RDR1, AOX1a) codifican para proteinas que han sido
reportadas en defensa antiviral (Xie et al., 2001). (Yu et al., 2003c). (Chivasa et al., 1997),
la disminucién de la expresidon de estos genes en plantas transgénicas que expresan la
CgCP sugiere que la CgCP incrementaria la susceptibilidad del hospedante frente a la

infeccion producida por el virus TMV-Cg. En esta misma linea, varios estudios han
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mostrado que las proteinas virales suprimen la accién de componentes involucrados en
vias de defensa mediadas por la hormona SA (Wang et al., 2009; Love et al., 2012). En
particular, la proteina P6 del CaMV actua como un efector de patogenicidad y reduce la
expresion de genes de respuesta a SA (Love et al., 2012). De hecho, P6 modifica al factor
NONEXPRESSOR OF PATHOGENESIS-RELATED1 (NPR1) y, en consecuencia, reduce la
expresion de genes de SA, pero incrementa la expresion de genes de respuesta a JA. Por
otra parte, en un trabajo realizado por Wang et al donde se analizé el rol del virus TMV
sobre la modulacién de genes de defensa, se observéd que este virus disminuye la
expresion de genes de respuesta a SA en tejidos sistémicos infectados, lo que sugiere que
el virus TMV codifica para un factor involucrado en la atenuacion de la expresion de
genes de respuesta a SA (Wang et al., 2009).

Con el objetivo de profundizar la caracterizacion del rol de la CgCP sobre la via de
sefializacion de SA, se cuantificaron los niveles de las hormonas SA y JA durante la
expresion de la CgCP. Este ensayo mostrd que la CgCP reduce la expresiéon de un
conjunto de genes de respuesta a SA, sin producir cambios en los niveles de esta
hormona (Figura 3.5). Por otra parte, no se detectaron cambios en los niveles de JA en
plantas transgénicas que expresan la CgCP respecto de los niveles detectados en plantas
no transgénicas (Figura 3.5). En conjunto, estos resultados muestran que la CgCP altera la
via de SA, sin alterar los niveles de las hormonas SA, ni JA. Adema3s, estos resultados
sugieren que la CgCP podria estar modulando negativamente un componente
involucrado en la sefializacién del SA o bien en la modulacién de vias hormonales que
afecten la sensibilidad de esta hormona.

Finalmente, la caracterizacién del rol de la CP sobre la via de defensa antiviral fue
completada desafiando a estas plantas con el virus TuUMV, un Potyvirus. Como se explicé
en el capitulo introductorio, la expresién de la proteina CP confiere resistencia a las
plantas frente virus relacionados por medio del mecanismo de resistencia mediado por
capside (CP-MR). Sin embargo, este mecanismo de resistencia no es efectivo frente a
virus no relacionados como el TuMV. Por su parte, el virus TuMV fue seleccionado en
base a los reportes que muestran que la via de SA es inducida durante la infecciéon con el
virus TuMV (Manacorda et al, 2013). Al infectar las plantas que expresan la CP del TMV-
Cg con el virus TuMV se observd un leve incremento de la acumulacién viral respecto de

plantas no transgénicas infectadas con el virus TuMV (Figura 3.6). El incremento en los
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niveles de acumulacién del virus TuMV podria ser explicado por efecto de la CgCP en la
regulacion negativa de componentes implicados en defensa antiviral como RDR1 y
AOX1a. Mientras que al comparar los niveles de acumulacién de la proteina CP de TuMV
en plantas de la linea CP#72 tratadas con el inductor versus los niveles de acumulacion
de la CP de TuMV en la linea CP#72 no inducida, se observd un leve incremento de los
niveles de acumulacién del virus TuMV, pero dicho incremento no resulté
estadisticamente siginifcativo (Figura 3.6).

En resumen, los experimentos presentados en este capitulos muestran que la CgCP actua
modulando negativamente la via de seializacién mediada por SA, posiblemente por
medio de la alteracién de un componente implicado en la via de sefializaciéon de SA o
bien por medio de la alteracion de vias hormonales que afecten la sensibilidad del SA.
Ademas, el efecto de la CgCP sobre la regulacion negativa de genes implicados en
defensa antiviral sugiere que la proteina CgCP podria contribuir a aumentar la

susceptibilidad del hospedante frente a la infeccidn viral.

Conclusiones
Los resultados obtenidos en el presente capitulo permiten concluir que:
- La expresion de la proteina de cdpside modula negativamente la expresion de
genes implicados en vias de defensa mediada por la hormona SA.
- La expresién de la proteina de cdpside regula negativamente genes involucrados
en mecanismos de defensa antiviral, el gen RDR1 y AOX1A.
- La expresion de la proteina de capside no altera los niveles de las hormonas SA, ni

JA.
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CAPITULO 4: CARACTERIZACION GLOBAL DEL EFECTO DE LA
EXPRESION DE LA CGCP SOBRE LA MODULACION DE LA
EXPRESION GENICA DEL HOSPEDANTE A. THALIANA

Introduccion

El empleo de microarreglos es una valiosa herramienta que ha permitido analizar los
cambios de expresién génica que tienen lugar durante las interaccidn hospedante-
patégeno en plantas de un modo global (Wise et al., 2007). Existen diversas estrategias
empleadas para el estudio de los perfiles de expresidn génica en respuesta a la infeccion
viral (Maule et al., 2002). Algunas de las estrategias empleadas se basan en el estudio de
la alteracion de la expresién génica producida por virus salvajes, entre ellas se
encuentran los perfiles de expresion génica de plantas infectadas con los virus TMV,
TMV-Cg, RDV (Golem and Culver, 2003)(Espinoza et al., 2007) (Satoh et al., 2011), entre
otros. Por otra parte, esta técnica también ha servido para caracterizar el impacto de
proteinas virales individuales sobre la expresién génica del hospedante (Conti et al.,
2012)(Lozano-Duran et al., 2011).

En el presente capitulo, se procedid a analizar los datos de un microarreglo realizado en
una planta transgénica de Arabidopsis thaliana que codifica la proteina de la capside del
virus TMV-Cg regulada por un promotor inducible (Koo et al., 2004), con el objetivo de
estudiar el efecto de la CP sobre la modulacién de la expresidn génica y, en particular, de
las vias involucradas en respuestas de defensa.

En los ultimos afos han surgido varias herramientas bioinformaticas que permiten
analizar la informacién provista por experimentos de microarreglos y construir redes de
genes co-expresados. Existen distintas herramientas de analisis, como por ejemplo
ATTED IlI, CressExpress, GeneCAT, las cuales permiten ingresar uno o varios genes de
interés a partir de los cuales generan una red de co-expresién (Usadel et al., 2009). En
general, estas redes son construidas a partir de ensayos de microarreglos realizados bajo

condiciones diversas, este modo de analisis es llamado “condicién independiente”. Otros
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analisis pueden realizarse a partir de ensayos de microarreglos realizados bajo
condiciones similares, en dicho caso el analisis es denominado “condicién dependiente”.
La informacion obtenida por medio de estas herramientas suele ser complementada con
otros analisis que permiten reducir el nimero de genes de interés y aportar informacion
sobre la funcién/ regulacién de estos genes (Wise et al., 2007). En particular, el estudio
de los elementos regulatorios presentes en la region promotora permite generar
hipdtesis sobre la regulacidon de los genes co-expresados.

A continuacién se presentan los resultados del andlisis de un microarreglo realizado en
plantas que expresan la CgCP bajo un promotor inducible. Dicho analisis fue completado
por medio de las herramientas bioinformdticas anteriormente descriptas. Los genes
seleccionados a partir de estos analisis fueron validados experimentalmente en las
plantas que expresan la proteina CgCP, por medio de la técnica de PCR en tiempo real.
Por dltimo, se estudio la expresidon de estos mismos genes durante el desarrollo de la

infeccién con el virus TMV-Cg.

Resultados

4.1 Andlisis bioldgico de los datos obtenidos por medio de un perfil de expresion
realizado en una linea transgénica de Arabidopsis thaliana que expresa CP de TMV-Cg

bajo un promotor inducible.

Con el objetivo de profundizar el estudio del rol de la CgCP en la modulacién de
expresion génica, se procedid a analizar los datos de un perfil de expresidén desarrollado
en una linea transgénica de Arabidopsis thaliana que expresa a la proteina de capside del
virus TMV-Cg bajo un promotor inducible. Para la realizacidn de este ensayo, plantas
transgénicas de la linea CP#72 fueron crecidas en tierra bajo un fotoperiodo de dia largo
y regadas con el inductor en un estadio previo a la floracién (estadio 1.08). Las muestras
fueron tomadas a las 48 hs post induccidon dado que a este tiempo la acumulacién de la
CP alcanza un maximo (Ver Figura 3.1). Para el andlisis de expresion se empled un
microarreglo ATH1 provisto por Affymetrix. Este microarreglo contiene mas de 22.500
sondas, que representan aproximadamente 23.750 genes (Redman et al, 2004). Las
secuencias empleadas en este array estdn basadas en la informacion provista por el

proyecto internacional de secuenciacion de Arabidopsis. La realizacién del ensayo de

68



hibridacion del microarreglo y su andlisis estadistico fue realizado por el Dr Sebastian
Asurmendi en el laboratorio del Dr. Roger Beachy (DDPSC, USA). El analisis del perfil de
expresion mostrd que 296 genes incrementan su expresion en las plantas CP#72 al ser
tratadas con MOF, respecto de las plantas CP#72 tratadas con agua a las 48hs luego del
tratamiento. Por otra parte, se observé una reduccién en los niveles de 145 transcriptos
en las plantas que expresan la CgCP, respecto de plantas que de la linea CP#72 tratadas
con agua.

Posteriormente se procedié al analisis bioldgico de los datos obtenidos por medio del
microarreglo. Para ello, se emplearon herramientas bioinformadticas que permiten
realizar andlisis de enriquecimiento. Los analisis de enriquecimiento suponen que si un
proceso bioldgico estd alterado en la situacidn de estudio, los genes que funcionan
conjuntamente en dicho proceso biolégico tienen una mayor probabilidad de estar
enriquecidos dentro de la lista de genes generada a partir del microarreglo. Por medio
del analisis de enriquecimiento realizado con el progama  GOEAST

(http://omicslab.genetics.ac.cn/GOEAST/tools.php) se determinaron las categorias GO

(Gene Ontology) que estan sobre-representadas en el conjunto de genes cuya expresion
se incrementa por efecto de la CgCP. Este analisis mostrd que las plantas que expresan la
CgCP acumulan mayores niveles de transcriptos involucrados en respuestas a estrés, en
particular de genes involucrados en estrés de sequia y de respuesta a compuestos
guimicos inorganicos. Por otro lado, las plantas que expresan la CgCP también
acumularon mayores niveles de transcriptos involucrados en proceso biosintético de
oxilipinas, lipidos y carbohidratos. Interesantemente, se encontré que genes de
respuesta al acido jasmonico representan otra de las categorias sobre-representadas
dentro del conjunto de genes cuya expresion se incrementa durante la expresiéon de la

CgCP (Ver Tabla 4.1).

Numero Numero de Resultado
GOID Proceso biolégico de genes | genes presente dGIL.aI!SIS
presentes en el estadistico
en la lista microarreglo (valor p)
G0:0016758 | Actividad transferasa, 20 387]0.000112
G0:0009414 | Respuesta a falta de agua 14 19510.00015
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Biosintesis de compuestos

G0:1901576 | orgdanicos 55 2102]0.000184

G0:0016053 | Biosintesis de acidos organicos 21 476]0.000501

G0:0046394 | Biosintesis de acido carboxilicos 21 476]0.000501
Proceso de metabolismo de

G0:0005975 | carbohidratos 30 873]0.000513

G0O:0006950 | Respuesta a estrés 53 2121]10.000925

G0:0009269 |Respuesta a sequia 5 1910.00116

G0:0031407 | Proceso metabdlico de oxilipinas 5 21]0.00193

G0:0016051 |Biosintesis de carbohidratos 13 228]0.00301
Proceso metabdlico de acidos

G0:0006631 |grasos 12 203]0.00429

G0:0046527 | Actividad glucosil-transferasa 10 141]0.00454

G0:0006629 | Proceso metabdlico de lipidos 25 751]0.00502

G0:0008610 | Biosintesis de lipidos 17 410]0.00718

G0:0009753 | Respuesta a acido jasmadnico 10 15410.0082
Proceso de metabolismo

G0:0044550 |secundario 15 16413.84e-6

G0:0016491 | Actividad oxido-reductasa 49 1407 | 3.84e-7
Respuesta a compuestos que

G0:1901700 |contienen oxigeno 35 992]5.66e-5

G0:0009699 |Biosintesis de fenil-propanoide 12 125]5.66e-5
Proceso de metabolismo de

G0:0044281 |moléculas pequefias 45 124716.72e-7
Respuesta a sustancias

G0:0010035 |inorganicas 29 74219.1e-5

Tabla 4.1: Clasificacién de los genes (segun la categoria GO sobre-representada)
incrementados a las 48 hs post expresion de la CPde TMV-Cg. Las categorias con un P
valor £0,01 son aquellas que estan sobre-representadas dentro del grupo de genes cuya
expresion se incrementa por efecto de la CgCP.

El analisis de enriquecimiento también se empled para estudiar los genes cuya expresion
se disminuye durante la expresidn de la CgCP. Al analizar las categorias GO sobre-
representadas, se observé que un grupo de genes pertenecientes a la categoria de

defensa se encuentra sobre-representados dentro del grupo de genes cuya expresion

disminuye por efecto de la CP. Las categorias correspondientes a vias de senalizacion de
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hormonas y de respuesta a cambios en la intensidad de luz también estan sobre-
representadas en el grupo de genes cuya expresion se disminuye por efecto de la CP.

(Ver Tabla 4.2).

Numero | Numero de |Resultado

GOID de genes genes del
Proceso bioldgico presentes | presente en |analsisi
en la lista el estaditico
(a) microarreglo| (valor p)
G0:0006952 respuesta de defensa 18 758 0.00059
G0:1901698 respuesta a nitrégeno 9 1761 0.000659
G0:0009646 respuesta a ausencia de luz 4 15]0.000659
G0:0009642 respuesta a intensidad de luz 6 80]0.00362
G0:0006979 respuesta a estrés oxidativo 10 30910.00817

Vias de sefializacién mediadas por

G0:0009755 hormonas 12 45810.00911
G0:0009628 respuesta a estimulos abiéticos 21 1247]0.0094
G0:0009611 respuesta a dafo mecanico 10 145]1.54e-5
G0:0042221 respuesta a estimulos quimicos 35 1826]1.73e-6
G0:0010033 respuesta a sustancias organicas 32 1167 1.96e-9
G0:0009607 respuesta a estimulos bidticos 20 626]1.99e-6
G0:0050832 Respuesta de defensa frente a hongos 13 158]2.08e-8
G0:0006950 Respuesta a estrés 48 2121]2.14e-12
G0:0051707 Respuesta a otros organismos 19 581]3.2e-6
Respuesta a compuestos que

G0:1901700 contienen oxigenor 23 99213.3e-5
G0:0010200 Respuesta a quitina 9 120]3.3e-5
G0:0009725 Respuesta a hormonas 24 94413.52e-6

Tabla 4.2: Clasificacion de los genes (segun categoria GO sobrerepresentada) disminuidos
a las 48 hs post expresion de la Cp de TMV-Cg. Las categorias con un P valor <0,01 son
aquellas que estan sobre-representadas dentro del grupo de genes cuya expresion
diminuye por efecto de la CgCP.
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Seguidamente se procedié a seleccionar un conjunto de genes, pertenecientes a las
categorias que se encuentran sobre-representadas, para su posterior analisis por medio
de la técnica de RT-qPCR en tiempo real. Los genes que codifican proteinas involucradas
en vias de sefializacién resultaron de particular interés ya que la alteracion de la
expresion génica de estos genes podria revelar el mecanismo o los mecanismos
implicados en la modulaciéon de vias de defensa mediada por SA analizada en el capitulo
previo. Por ejemplo, dentro del grupo de genes cuya expresién es incrementada por la
CgCP, se seleccionaron genes de respuesta a JA, genes cuya expresion es alterada por
efecto de las proteinas DELLAs (reguladores negativos de la via del acido giberélico),
genes de respuesta a acido absicico (ABA), entre otros. Mientras que para el estudio de
los genes cuya expresion es disminuida por la CgCP, se seleccioné un grupo amplio de
genes involucrados en vias de defensa innata. Interesantemente, al analizar la categoria
de genes de defensa cuya expresion es disminuida por efecto de la CgCP, fue posible
hallar al gen WRKY70 (caracterizado en el capitulo previo), sin embargo los genes RDR1 y
AOX1a no se encontraron presentes dentro del grupo de genes surgidos por medio del
anadlisis del microarreglo. En las Tablas 4.3 y 4.4 se resumen los genes candidatos

seleccionados para su posterior validacion.

Clasificacion Locus Gen Proceso bioldgico
Genes At1g55020 LOX1 Gen implicado en la
implicados en biosintesis de Jasmdnico
biosintesis o Implicado en respuesta de
respondedores defensa contra bacterias
de jasmonico At3g45140 LOX2 Respuesta a Jasmonico y
respuesta heridas
At1g19640 IMT biosintesis de Metil
jasmoénico
Regulados por At5g50915 Basic helix- Su expresion se incrementa
proteinas DELLAs loop-helix por efecto de las proteinas
(bHLH) DELLAs
At4g36410 UBC17 Involucrado en procesos
dependientes de ubiquitina
Su expresion se incrementa
por efecto de las proteinas
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DELLAs

Genes At5g57050 ABI2 Regulador negativo de la via
respondedores o de ABA
reguladores de la At5g59320 LTP3 Respuesta a estimulo por

via de ABA ABA
Factores de Atl1g01720 ATAF1 Regulador negativo de la via
transcripcion con de ABA, regulador negativo
dominio NAC de defensas
At3g10500 ANACO053 Regulacion de la
transcripcién
Genes de At1g07350 Respuesta a estrés de calory
respuesta a estrés alta intensidad de luz
abidticos At2g40970 MYBC1 Respuesta a frio
At1g01250 ERF/AP2 Respuesta a frio
Genes de Regulacion de la
involucrados en At5g46910 transcripcién, respuesta a
defensa quitina
At5g23820 MRO11.14 Proteina que contiene un
dominio de reconocimiento
de lipidos
At4g39800 MIPS1
Otros genes At3g60530 GATA4 Involucrado en respuesta a
luz
AT1G02205 CER1 Involucrado en la sintesis de
ceras de la cuticula
At5g15230 GASA4 Homeostasis redox,
Respuesta a giberelina
At4g23690 RDP Sintesis de ligninas

Tabla 4.3: Seleccién de genes candidatos cuya expresion se incrementa a las 48 hs post
expresion de la CP de TMV-Cg. La informacion sobre el proceso bioldgico en el cual
participa el gen fue tomada del sitio TAIR (The Arabidopsis information Resource,

www.arabidopsis.org)

Clasificacion Locus Gen Proceso bioldgico
AT2G30250 WRKY25 Implicado en respuesta a
estrés salino
AT3G56400 WRKY70 Activador de la respuesta

mediada por SAy
regulador negativo de la
respuesta mediada por JA
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AT2G38470 WRKY33 Respuesta de defensa a
bacterias y a varios
estreses abidticos, en
especial estrés salino

Genes Atl1g72920 TIR-NBS Respuesta innata
involucrados en AT5G26920 CBP60g Respuesta de defensa a
vias de defensa bacterias, biosintesis de

SA
AT3G45640 MPK3 Respuesta a patdgenos
At5g06600 UBP12 Regulador negativo de
inmunidad
At4g39400 BRI1 Involucrado en la

sefializacion de
brassinosteroides
At4g35770 SEN1 Gen asociado a la
senescencia
At1g80920 ATJ8 Proteina encontrada en
Otros genes los cloroplastos. Es
regulada negativamente
por la luz.
AT5G20250 DIN10 Los niveles de expresion
de este gen son regulados
por los niveles de
azucares

Tabla 4.4: Seleccidn de genes candidatos cuya expresidn se disminuye a las 48 hs post
expresion de la CP de TMV-Cg. La informacion sobre el proceso biolégico en el cual
participa el gen fue tomada del sitio TAIR (The Arabidopsis information Resource,
www.arabidopsis.org)

4.2 Anadlisis de los niveles de expresion de los genes candidatos mediante RT-qPCR en
una linea transgénica de Arabidopsis thaliana que expresa CP de TMV-Cg bajo un

promotor inducible

A fin de validar los datos de expresidon obtenidos tras el analisis del microarreglo, se
procedid a cuantificar por medio de RT-gPCR los genes previamente seleccionados. La
expresion relativa de treinta transcriptos fue cuantificada en la linea CP#72 tratada con

el inductor con respecto a esta misma linea transgénica tratada con agua. El gen que
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codifica para ubiquitina fue usado como gen de referencia siguiendo las reglas MIQE que
establecen los criterios mas adecuados para el uso de la técnica de qPCR (Ver apéndices
Ay B).

La validacion fue realizada en muestras tomadas de un ensayo independiente realizado
en plantas crecidas en condiciones similares a las empleadas para la confeccion del
microarreglo. De los 30 genes analizados, 21 mostraron cambios estadisticamente
significativos respecto del control. Por lo tanto, mediante la técnica de RT-qPCR se pudo
confirmar un 70% de los cambios de expresién observados por medio del andlisis del
microarreglo. En la Figura 4.1 se muestran el nivel de expresidén de los genes cuyo cambio
de expresion resultd estadisticamente significativo por medio de la técnica de RT-qPCR.

A grandes rasgos, se observa que la proteina CgCP altera la expresién de genes que
responden a hormonas involucradas en vias de estrés, como por ejemplo el JA y el ABA.
En particular, se observé que la expresion de la CgCP incrementa la expresion de un
grupo de genes involucrados en la respuesta frente a estreses abidticos. Por ejemplo,
SR45a tiene un rol reportado frente al estrés producido por la alta intensidad de luz
(Yoshimura et al., 2011), mientras que los factores ATAF1 y ANACO053 juegan un rol en
estrés producido por sequia (Wu et al. 2009) (Lee et al., 2012). Finalmente, se ha
reportado que el gen MYBC1 incrementa su expresion frente al estrés por frio (Zhai et
al., 2010). Por otra parte, dos genes cuya expresion es incrementada por efecto de la
CgCP (UBC17 y un gen que codifica para un factor de transcripcion tipo bHLH) son
regulados por las proteinas DELLAs (Zentella et al., 2007a). Estas proteinas han sido
involucradas en la regulacién de una amplia variedad de vias de sefalizacién y son
factores claves para la regulacion del crecimiento (Claeys et al., 2014).

Por otra parte, un conjunto amplio de los genes cuya expresién se disminuye durante la
expresion de la CgCP participan de vias de senalizacidn activadas durante las respuestas
de defensa frente a patdgenos microbianos. Por ejemplo, el gen CBP60g esta involucrado
en el mecanismos de defensa frente a P. syringae(Wang et al., 2009). Este gen codifica
para una proteina de unién a calmodulinay posee un rol en la acumulacién de SA (Zhang
et al., 2010). Por otro lado, el gen MPK3 codifica para una MAPK activada durante las
infecciones producidas por patégenos (Li et al., 2012). Mientras que WRKY33 y WRKY25
codifican para dos factores de transcripcion involucrados en respuesta a la hormona SA

(Lippok et al., 2007) (Zheng et al., 2007). Por ultimo, como ya se indicé en el capitulo
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previo, el gen WRKY70 codifica para una proteina involucrada en la modulacion positiva

de la via de SA y negativa de JA (Jing et al., 2006).

* —f—_| MPK3
* —f— | SEN1

* —E=_ | TIRNBS

GASA4 —— % *
bHLH- —— * *
GATMd —— % *
SR45H —— * *
UBC17- —t—* *
4 3 2 4 o 1 2 3 4
Niveles relativos de ARNm ( Log2)
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Figura 4.1: Validacién de los datos de expresion relativa obtenidos en el microarreglo
por medio de la técnica RT-qPCR Las barras indican los niveles de expresién diferencial
(log-2) de genes entre las lineas CP#72 inducida y no inducida correspondientes a
transcriptos que pudieron ser validados y mostraron cambios estadisticamente
significativos con un p valor < 0,05. (*p<0,05 ; **p<0,005). Se utiliz6 como control
interno el gen de referencia UBIQ5.

En paralelo, se analizaron los cambios de expresidn en plantas Col-0O tratadas con el
inductor y plantas sin tratar para descartar que el tratamiento con el inductor fuera el
responsable de los cambios observados. Con excepcién del gen BRI1, los genes analizados
no mostraron cambios significativos en su expresion en las plantas salvajes Col-0 tratadas
con el inductor respecto de las no tratadas (Figura 4.2). Por otra parte, el gen BRI1
mostré una leve reduccién en sus niveles de expresién (con un p valor cercano a 0,05) en
las plantas salvajes tratadas con el inductor, respecto de las plantas no tratadas. Este
ensayo permitid concluir que el MOF no es el responsable del cambio de expresiéon
observado en las plantas CP72 inducidas para la mayoria de los genes analizados. Si bien
no puede descartarse que MOF tenga un efecto en la alteracién de la expresidon del gen
BRI1, es importante remarcar que el cambio de expresidn observado en las plantas
salvajes tratadas con el inductor respecto de las plantas salvajes no tratadas es
considerablemente menor que el cambio de expresién de BRI1 observado en las plantas

CP72 tratadas con el inductor versus las CP72 no tratadas con el inductor.
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Figura 4.2: Estudio del efecto del inductor sobre la expresién de los genes alterados por
la CgCP por medio de la técnica RT-gPCR. Las barras indican los niveles de expresion
diferencial (log2) de genes en las plantas salvajes tratadas con el inductor y en las
plantas salvajes tratadas con agua. Los asteriscos indican diferencias significativas
(*p<0,05 ; **p<0,005). Se utilizé como control interno el gen de referencia UBIQ5
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4.3 Empleo de herramientas bioinformaticas para la caracterizacion de genes

implicados en vias de defensa cuya expresion disminuye por efecto de la CgCP

A continuacién, se procedié a analizar el conjunto de genes involucrados en vias de
defensa cuya expresién es regulada negativamente por la CgCP con el objetivo de
estudiar si estos genes integran una via de sefializacion comun. Dado que los procesos
bioldgicos son tipicamente desarrollados por un grupo de genes y no por un Unico gen, se
procedié en primera instancia a realizar un andlisis de co-expresién. Los andlisis de co-
expresion permiten encontrar genes que tienen patrones de expresion similares al gen o
a los genes de interés por medio del uso de la informacion generada a partir de
experimentos de microarreglos. Ademas, este estudio permite identificar mddulos de co-
expresion integrados por genes con funciones similares a los genes bajo estudio y que
tienen una alta probabilidad de ser regulados de forma conjunta (Usadel et al., 2009)
(Aoki et al., 2007). Este analisis fue complementado con el estudio de elementos
regulatorios presentes en las regiones promotoras del grupo de genes co-expresados con
el objetivo de caracterizar motivos que puedan explicar la expresidon coordinada del set
de genes. En la Figura 4.3 se resumen los pasos seguidos para el estudio de los genes que
estan involucrados en vias de defensa y cuya expresién es regulada negativamente por la
CgCP. La metodologia seguida para el anadlisis bioinformatico se detalla en la seccién de

Materiales y Métodos.
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Paso 1

Analisis de genes que co-expresan con los genes
que son regulados negativamente durante la
expresion de la CgCP

¥

generacion de la
red de co-expresion

Paso 2

Busqueda de motivos regulatorios en los 1000
pb de la regidn promotora de los genes que
componen lared de co-expresion

L 2

Obtencién de los motivos
sobre-representados dentro de la red
de co-expresion

Paso 3

Seleccion de los motivos no redundantes y
evaluacién de motivos

A 4

Seleccion de los motivos asociados a la
regulacion de vias de defensa

Paso 4

Busqueda de mddulos dentro de la red
de co-expresidn que contienen los motivos
asociados a defensa

¥

Anadlisis de los genes que contienen estos
motivos en plantas que expresan la CgCP

Figura4.3: Procedimiento empleado para el estudio por medio de herramientas
bioinformaticas de los genes involucrados en vias de defensa cuya expresién es
disminuida durante la expresién de la CgCP.
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4.3.1 Generacion de una red de coexpresion integrada por genes implicados en defensa

cuya expresion disminuye durante la acumulacion de la CgCP

Para la generacidn de la red de co-expresion, se procedié a seleccionar aquellos genes
que tienen un rol reportado en defensa y cuya expresidn se reduce luego de la induccidn
de la CgCP. Los genes seleccionados fueron: CBP60g, WRKY70, WRKY33, WRKY25, MPK3,
At1g72920, RDR1 y AOXla. Los primeros seis genes surgieron del analisis del
microarreglo, mientras que los genes RDR1 y AOX1a fueron seleccionados a partir del
estudio realizado en el capitulo tercero.

Seguidamente, se procedid a realizar el analisis de co-expresidon. Existen varios
programas que permiten realizar analisis de co-expresién (Usadel et al., 2009). El
programa ATTED-Il, en particular, permite visualizar en forma de redes los datos
obtenidos del analisis de co-expresion (Obayashi et al., 2009). Dichas redes estan
compuestas por nodos, que representan a los genes y por lineas que unen a dichos
nodos, que representan a los coeficientes o rangos de co-expresion. Esta ultima forma de
representar los datos permite identificar visualmente, dentro de la red, mdédulos de
genes altamente conectados asociados a un dado proceso biolégico. En base a estas
consideraciones, se procedid a realizar el analisis de co-expresién por medio del
programa ATTED-II.

Mediante este andlisis se encontrd que 7 de los 8 genes validados por medio de la técnica
de PCR en tiempo real integran una red de co-expresion formada por 94 genes (Ver
Figura 4.4 y apéndice: Lista de genes co-expresados). En la Figura 4.4 se muestra la red
de co-expresion y se indica en rojo a los genes CBP60g, WRKY70, WRKY33, WRKY25,
MPK3, At1g72920, y AOX1a.

El andlisis del rol de los genes que forman la red muestra que la misma esta integrada por
una gran cantidad de genes implicados en respuesta de defensa frente a patdgenos,
entre los cuales se encuentran genes que codifican para los factores de transcripcién
pertenecientes a la familia WRKY, factores de transcripcion con dominio AP2/ERF y varias
quinasas. Entre los genes que codifican para factores de transcripcion pertenecientes a
la familia WRKY, se encuentran los genes WRKY70, WRKY33, WRK25, WRKY40 y WRKY46.
Interesantemente, el factor de transcripcion WRKY46 ha sido caracterizado por tener un

rol en la induccién de la sintesis de la hormona SA (van Verk et al., 2011). Por otra parte,
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la red también estd integrada por los genes que codifican para factores de transcripciéon
con dominio AP2/ ERF: ERF6, ERF5, ERF105 y ERF104. En particular, el gen ERF104 ha sido
implicado en la modulacion de via de defensa frente al virus TMV-Cg (Chen et al.,,
2013).En este modulo también estan presentes genes que codifican para proteinas con
dominio TIR (Toll Interleukin Resistance). Recientemente se ha reportado que los
transcriptos codificados por los genes At1g72900 y AT1g72940, incrementan sus niveles
luego del tratamiento con la hormona SA (Nandety et al., 2013). En resumen, el andlisis
de co-expresion realizado por medio del programa ATTED-II posibilitd la identificacién de
genes implicados en vias de defensa cuya expresion tiene una alta probablidad de estar

alterada en las plantas que expresan la CgCP (Usadel et al., 2009) (Aoki et al., 2007).
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Figura 4.4: Red de co-expresion obtenida por medio del programa ATTED-II. En rojo se indican los
genes CBP60g, WRKY70, WRKY33, WRKY25, MPK3, At1g72920, y AOX1a a partir de los cuales se
contruyd la red.




4.3.2 Busqueda de motivos regulatorios sobre-representados en las regiones

promotoras de los genes involucrados en la red de co-expresion

Con el objetivo de caracterizar si la expresién de los genes co-expresados estd siendo
regulada de manera conjunta, se procedid a analizar la presencia de motivos regulatorios
sobre-representados en las regiones promotoras en los 94 genes que integran la red de
co-expresién con respecto de un grupo de secuencias control no relacionadas. A grandes
rasgos este analisis supone que la probabilidad de encontrar motivos regulatorios en un
conjunto de genes co-expresados es mayor que la de encontrar dichos motivos en genes
no relacionados (set de secuencias control). La metodologia seguida para la busqueda de
motivos se detalla en la seccidon de Materiales y métodos.

Por medio de este andlisis se encontraron 9 motivos no redundantes, de los cuales 8
poseen similitud con motivos previamente caracterizados (Tabla 4.5). Dos de estos
motivos, ATL1SAR y W-BOXATNPR1, han sido previamente hallados en zonas regulatorias
de genes que participan de vias de defensa. El motivo TLIATSAR estd presente en la
region promotora de genes regulados por NPR1, un factor clave en la via de sefalizacion
de la hormona SA (Wang et al., 2005). Mientras que el motivo W-BOXATNPR1 est3
presente en la regién promotora del gen NPR1 y es reconocido por factores de
transcripciéon pertenecientes a la familia WRKY (Yu et al, 2001). Entre los restantes
motivos que estan presentes en las secuencias promotoras de los genes co-expresados,
se encuentran un motivo de respuesta a sacarosa (SURE1STPAT21), un motivo de
respuesta a azucares (SBOXATRBCS), un motivo de respuesta a
auxinas(CCTCGTGTCTCGMGH3) y un motivo presente en el promotor del gen que codifica
para PHYA (PE3PASPHYA3) (Tabla 4.5). Tanto la via de sefializacion mediada por auxinas,
como la sefalizacién mediada por azlcares han sido asociadas a respuestas de defensa
(Kazan and Manners, 2009; Moghaddam and Van den Ende, 2013), aunque sus roles

sobre estas vias de defensa y estrés no estan ain completamente caracterizados.
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Numero de
veces que el
motivo esta
presente en el
set de
secuencias

Motivo encontrado
dentro del set de
secuencias

Secuencia consenso
en bases de datos

Denominacion
del motivo en
bases de datos

*
Descripcion

53

GACTTCTTCTT

TL1ATSAR

Motivo sobre -
representado en
13 genes
respondedores
de NPR1

40

ACATTTCA

EMHVCHORD

Motivo
encontrado en

el gen ¢ -hordein
de cebada

53

CAGCTCCCATGGCTC
TCCCATCCGCGCCGG T

PE3ASPHYA3

Motivo
encontrado en
el promotor de
PHYA

26

S

WabLogo 3.4

GTCAA

WBOXATNPR1

Motivo W -Box
encontrado en
la secuencia
promotora de
NPR1

36

AATAGAAAA

SURE1STPAT21

Elemento de
respuesta a
sacarosa

58

GAAWTTGTGA

5659BOXLELA
T5659

Motivo presente
e los genes
LATS6 y

LATS9 de
tomate

46

CCTCGTGTCTC

CCTCGTGTCTC
GMGH3

Motivo que
confiere
respuesta a
auxinas

14

CACCTCCA

SBOXATRBCS

Motivo de
respuesta a

azucaresya
ABA

53

Motivo desconocido

Motivo
desconocido

Motivo
desconocido

Tabla 4.5: Andlisis de motivos sobre-representados en el grupo de genes co-expresados.
La secuencia consenso corresponden a la secuencia consenso depositada en la base de
datos ProFITS (http://bioinfo.cau.edu.cn). La letra W indica que en esa posicidon puede
estar presente una T o una A. * La descripcién corresponde a la descripcidn hallada en

ProFITS.
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4.3.3 Identificacion de un mdédulo de co-expresion integrado por genes que poseen los

motivos TLIATSAR y W-BOX en su secuencia promotora

El hallazgo de los motivos TLIATSAR y W-BOXATNPR1 (dos motivos implicados en vias de
defensa) en las secuencias promotoras de un grupo amplio de los 94 genes analizados,
sugiere que una parte de los genes que integran la red de co-expresiéon podria estar
siendo regulada por el factor NPR1 y por factores de la familia de transcripcion WRKY, los
cuales han sido descriptos en la modulacién de vias de defensa.

Para determinar el grupo de genes posiblemente regulados por NPR1 y por factores de
transcripciéon pertenecientes a la familia W-BOX, se procedié a buscar genes que
presentaran en sus promotores los motivos TL1ATSAR y/o W-BOX NPR1 y que se
encontraran cercanamente conectados dentro de la red (lo que indica una mayor
probablidad de que su expresion esté regulada de manera conjunta). Por medio de este
analisis se encontré un modulo formado por 26 genes, 20 de los cuales tienen presentes
los motivos TL1ATSAR y/o el motivo W-BOXATNPR1 en sus regiones promotoras.
Ademas, se observd que los genes que integran el modulo se encuentran altamente
conectados lo que indica que su expresion estaria altamente coordinada (Figura 4.5).

En la Figura 4.5 se muestra el modulo integrado por los genes que poseen el motivo
TL1ATSAR (indicados en rojo), el motivo W-BOXATNPR1 (indicado en verde) o ambos
motivos (genes indicados en azul). Como puede observarse, la mayor parte de los genes
presentan el motivo TL1ATSAR (16 genes), mientras que el motivo W-BOXATNPR1 estd

presente en 8 genes.
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Figura 4.5: Modulo de co-expresion formado por genes que presentan en sus regiones
promotoras el motivo TLIATSAR o/y W-BOXNPR1. Los genes en rojo presentan el motivo
TL1ATSAR, los azules el motivo W-BOXNPR1 y los genes en verde ambos motivos.

En la Tabla 4.6 se describe el rol de los genes que integran el modulo de co-expresién. Los
colores de los genes indican la presencia de los motivos TLIATSAR y/o W-BOX. Ademas,
en esta tabla se incluyé la descripcion de los genes que participan del modulo de co-
expresion, pero que no presentan los motivos TLIATSAR y W-BOX en sus regiones
promotoras.

El analisis del rol de los genes que integran el modulo de co-expresién muestra que la
mayor parte de los genes estdn asociados a respuestas de defensa y estrés.
Interesantemente, los genes WRKY25 y MPK3, cuya expresion fue analizada por medio de
la técnica de RT-gPCR en plantas que expresan la CgCP (Ver Figura 4.1), presentan en
sus regiones promotoras al motivo ATL1ISAR. MPK3 también posee el motivo W-
BOXATNPR1 en secuencia promotora (Ver Tabla 4.6). El gen WRKY33 también estd
presente en el modulo de co-expresidon aunque en su secuencia promotora no contiene

los motivos TL1IATSAR, ni W-BOX.
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Gen

Descripcion

At1g05575 Proteina con funcién desconocida

At1g07000 Miembro de la familia EXO70. EXO702B estd involucrada en la via de
exocitosis y en respuesta de defensa frente a diversos patogenos.

At1g14370 APK2A. Proteina kinasa involucrada en respuestas de estrés.

At1g19020 Proteina con funcion desconocida

At1g19770 ATPUP14 involucrado en el transporte de purinas

At2g26190 Proteina de unién a calmodulina

At2g30250 WRKY25. Factor de transcripcidn involucrado en respuestas a estrés.

At3g09830 PCRK1. Kinasa citoplasmatica que contribuye a la inmunidad contra
Pseudomonas Syringae.

At3g52400 ATSYP122. Involucrada en la regulacidn negative de vias de defensa
At4g17490 ERF6. Factor de transcripcidn involucrado en regulacion de la division
celular y en respuestas de defensa.

At4g34390 XLG2. Proteina extra-large de union a GTP. Regulador negativo de
respuestas de defensa, involucrado en la sefializacion de ABA, AUX, JA,
ETILENO y SA.

At5g59450 Factor de transcripcion de la familia GRAS involucrado en la respuesta a
quitina.
Factor de transcripcién de la familia GRAS involucrado en la respuesta a
quitina.
Proteina con function desconocida
MAPK3
Proteina involucrada en el transporte de electrones

At1g22280 PAPP2C. Proteina asociada a fitocromos que interactua con la proteina de
resistencia RPW8.2

At1g28380 NSL1. Proteina involucrada en la regulacion negativa de la via de SA

At3g18690 MKS1. Involucrado en la respuesta a patégenos. Interactua con los factores
de transcripcién WRKY

At5g27420 CNI1. Carbono/Nitrégeno insensible 1, ubiquitin-ligasa que funciona en la
respuesta de [carbono/nitrégeno] para transiciones de fase de crecimiento

Atlgl6670 Elemento trasnponible

At1g18570 MYB51. Involurado en la regulacién de la sintesis de glucosinolato

At1g11050 Proteina kinasa involucrada en respuesta a etileno

At2g38470 WRKY33

At4g18880 ATHSFA4A sustrato de MPK3 y MPK6

At5g25930 Proteina kinasa involucrada en respuestas de defensa.

88




Tabla 4.6. Descripcion del rol de los genes que integran el modulo de co-expresién. Los
genes en rojo presentan el motivo TL1ATSAR, los azules el motivo W-BOXNPR1 vy los

genes en verde ambos motivos.

4.4 Estudio de la expresidn de genes que contienen en sus secuencias promotoras a los
motivos TLIATSAR y W-BOXNPR1 en la linea transgénica de Arabidopsis thaliana que
expresa CP de TMV-Cg bajo un promotor inducible

La informacion obtenida por medio del analisis bioinformatico fue empleada para
estudiar mas en detalle el rol de la CgCP sobre la modulacion de la expresion génica en el
hospedante A. thaliana. En particular, se procedié a estudiar el efecto de la CgCP sobre la
expresion de los genes que integran el modulo de co-expresién previamente
caracterizado. Para ello se cuantificd por medio de la técnica de RT-qPCR la expresidn de
los genes que se detallan en la tabla 4.7 en plantas de la linea CP#72 tratadas con el

inductor MOF y en plantas CP#72 tratadas con agua.

.. a TLITASAR |WBOX-NPR1
Gen Descripcion
WRKY33 RegL.JIa las vias de defensa cE)r.1tra Pseudomonas
syringae y hongos necrotroficos. Respuesta a _ _
(At2g38470) . . , .
estreses abidticos, especialmente a estrés salino.
L -659
WRKY25 Factor de transcripcion. Involucrado en respuesta a 2796
(At2g30250) estreses abidticos, principalmente estrés salino. -
Kinasa activada por mitégenos. Aumenta su
MAPK3 expresion en respuesta a dafio mecanico, frio, 731 -739
(At3g45640) estrés salino y quitina. Involucrada en inmunidad -897
innata.
Factor de transcripcidon con dominio AP2.
ERF6 Involucrado en la respuesta a etileno, ROS y estrés -888
(At4g17490) puest: »ROSY _
luminico.
Proteina extra-large de union a GTP. Regulador
XLG2 i .
(At4g34390) negativo de respuestas de defensa, involucrado en -460 -365
la sefializacidon de ABA, AUX, JA, ETILENO y SA.
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Carbono/Nitrégeno insensible 1, ubiquitin-ligasa

CNI1 gue funciona en la respuesta de -51
o - -339
(At5g27420) [carbono/nitrégeno] para transiciones de fase de -895
crecimiento.

At1g05575 Funcién desconocida -115 _

MKS1 Proteina kinasa involucrada en respuesta a 837
(At3g18690) patogenos. Interactia con factores WRKY -
At1g14370 Proteina kinasa 22 -926 _
(A:fF;F;ZZCSO) Proteina tipo fosfatasa asociada a fitocromos _ -253

g Interactta con PHYA y PHYB
At3g09830 Proteina perteneciente a una familia de proteinas 173 B

kinasas

TABLA 4.7 Genes que presentan en sus regiones promotoras a los motivos TLIATSAR y
W-BOXNPR1 y que fueron seleccionados para su analisis en la linea transgénica que
expresa la CgCP. En la tercer y cuarta columna se indica la ubicaciéon de los motivos
(TLLATSAR t W-BOX NPR1) dentro de la secuencia promotora relativa al sitio de inicio de

la transcripcion. El sitio de incio de la transcripcion corresponde a la posiciéon +1.

® Descripcién del rol de genes provista por TAIR.

El analisis por medio de la técnica RT-gPCR muestra que la expresiéon de una gran parte

de estos genes disminuye durante la expresion de la CgCP (Figura 4.6). Estos resultados

validan el analisis bio-informatico y sugieren que la CgCP actua regulando negativamente

la expresion de genes dependientes del factor NPR1 y de los factores de transcripciéon

pertenecientes a las familia W-BOX.
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Figura 4.6: La expresién de la CgCP regula negativamente la expression de un set de
genes que contienen el motivo TLIATSAR y/o W-BOX en sus secuencias promotoras.
Niveles relativos de mRNA determinados por la técnica de RT-gPCR de genes que
contienen el motivo TL1ATSAR (ERF6, CNI1, XLG2, APK2a, At3g09830, At1g05575) vy el
motivo W-BOX (ERF6, XLG2, CNI1 MKS1, ) en plantas CP#72 plants inducidas (tratadas
con MOF) comparadas con las no inducidas CP#72(-) ( tratadas con agua) luego de 48hs
del agregado del inductor. El nivel de expression en las plantas CP#72(-) fue
arbitrariamente fijado en uno (Log,(1)=0). Se muestra el promedio * ES de cinco replicas
biologicas. Los asteriscos indican las diferencias estadisticamente significativas (* = P
values < 0.05).

4.5 La infeccion con el virus TMV-Cg altera la expresion de un grupo de genes co-
expresados que tienen en sus secuencias promotoras los motivos TLIATSAR y W-

BOXNPR1

Los datos obtenidos empleando una linea trangénica que expresa la CgCP por medio de
un promotor inducible muestran que la CgCP modula negativamente la expresion de
genes de respuesta a SA (Capitulo 3) y que ademds presentan en sus secuencias
promotoras a los motivos TL1ATSAR y W-BOXNPR1 (Figura 4.6). Si bien el uso de plantas
transgénicas que expresan proteinas virales individuales ha demostrado ser una
herramienta Util para el estudio del rol de las proteinas virales, es importante
complementar esta informacién con el analisis de la expresién génica durante la
progresién de la infeccidn viral. Para ello, se procedié a analizar la expresidon de estos
genes a distintos tiempos del desarrollo de la infeccién con el virus TMV-Cg. Para la

realizacion de este experimento, se infectaron plantas salvajes pertenecientes al cultivar

91



Col-0 que se encontraban en un estadio 1.08. Se tomaron muestras a 3,5, 7y 10 dias
post infeccion del tejido sistémico infectado, excluyendo la hoja inoculada. La
cuantificacién, por medio de la técnica de RT-gPCR, mostrd que el conjunto de genes que
contienen los motivos TL1ATSAR y W-BOX en sus secuencias promotoras son
incrementados a 3, 5 y 7 dias luego de la infeccién con el virus TMV-Cg (Figura 4.7).
Mientras que a 10 dpi la expresién de la mayoria de estos genes disminuye

significativamente.
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Figura 4.7: Andlisis de la expresion de genes que contienen los motivos TLIATSAR y W-
BOXNPR1 en sus secuencias promotoras en plantas infectadas con el virus TMV-Cg a 3, 5,
7 y 10 dpi por medio de la técnicaRT-gPCR. Los niveles relativos de mARN de los genes
ERF6, CNI1, Atlg05575, AT1g11050, XLG2, At3g18690, Atlg14370, Atlg22280 y
At1g309830 fueron determinados por la técnica de RT-qPCR en plantas WT-Col-0
infectadas con el virus TMV-Cg en comparacidn con los niveles de expresién en plantas
WT Col-0 no infectadas. Los niveles de expresién en plantas no infectadas fue
arbitrariamente fijado en uno (Log,(1)=0). Se muestra el valor medio de cuatro replicas
biolégicas + SE. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (* = P

valor < 0.05).

Discusion
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4.1 La expresion de la proteina de capside del virus TMV-Cg modula la expresion de

genes involucrados en una amplia variedad de procesos

Las interacciones virales compatibles desencadenan grandes cambios en la expresion
génica del hospedante (Whitham et al., 2006). En el presente capitulo, se analizaron vy
validaron los datos de un microarreglo realizado a partir de muestras de una linea
transgénica que expresa la CgCP de manera inducible. Este andlisis mostré que los genes
incrementados por efecto de la CgCP estan involucrados en una amplia diversidad de vias
de sefializacién. En particular, varios de los genes incrementados tienen un rol reportado
frente a estreses abidticos, como por ejemplo el factor de transcripcién ATAF1. Este
factor es inducido por multiples estreses, entre ellos el estrés de salinidad y el estrés de
sequia (Wu et al., 2009). En el trabajo realizado por Wu y colaboradores, se observd que
plantas sobre-expresantes de ATAF1 poseen una mayor tolerancia frente al estrés de
sequia, pero muestran una mayor susceptibilidad frente al estrés de salinidad (Wu et al.
2009). Por otro lado, recientemente se ha reportado que este factor se une a la region
promotora de un gen que codifica para una proteina involucrada en la sintesis de ABA,
incrementando la abundancia de esta hormona (Jensen et al., 2013). El factor ANACO53,
otro factor de transcripcién perteneciente a la familia de factores de transcripcién NAC/
ATAF/CUC, también mostré niveles de expresion mayores en las plantas que expresan la
proteina de cépside. Este factor de transcripcion es inducido por estrés de sequia y de
calor (Lee et al., 2012) y estimula la produccion de ROS por medio del pegado a la regién
promotora de genes involucrados en la produccidon de estas moléculas de sefalizacidn.
De igual modo, también se observaron niveles incrementados del transcripto codificado
por el gen MYBC1 en las plantas que expresan la CgCP. Se ha reportado que la expresion
de este gen es inducida por respuesta a frio, luego del tratamiento con ABAy por estrés
de tipo salino. Ademas se ha observado que mutantes de MYBC1 son mas tolerantes al
frio, mientras que plantas que sobre-expresan este gen resultan menos tolerantes a este
estrés (Zhai et al., 2010).

Por otra parrte, se observd que las plantas que expresan la CgCP acumulaban mayores
niveles de un transcripto que codifica para un factor involucrado en el mecanismo de
splicing, el factor SR45a. Los niveles de expresidon de SR45a son regulados por diversos

estreses, como por ejemplo sequia, estrés de calor y alta incidencia de luz (Yoshimura et
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al., 2011). Ademas, el mecanismo de splicing alternativo interviene en regulacién de la
transcripcién de SR45a, dando lugar a distintas variantes de la proteina. Se ha observado
gue las plantas sometidas a estrés de calor y sequia, no sélo acumulan niveles mayores
de este transcrito, sino que, ademads, tienen incrementada la abundancia del transcripto
que codifica para una proteina de largo completo (Gulledge et al, 2012).

Estos resultados concuerdan con reportes previos en donde se describe que los genes
implicados en vias de estrés abidtico aumentan su expresion durante las infecciones
virales compatibles (Postnikova and Nemchinov, 2012). En particular, un trabajo
realizado en plantas de Arabidopsis thaliana infectadas con el virus TMV-Cg (Espinoza et
al., 2007) mostré que este virus incrementa la expresidon de genes de respuesta a ABA,
una hormona clave en la respuesta frente a estrés abidtico. En base a estas evidencias, y
a los resultados obtenidos en nuestro estudio, es posible suponer que la proteina de
capside del virus TMV-Cg podria estar contribuyendo a modular la expresién de genes
involucrados en estrés abidtico durante el desarrollo de las infecciones virales por medio
de la alteracion de factores enddgenos del hospedante involucrados en esta via de
sefializacion. Alternativamente, la CgCP podria impactar sobre otras vias regulatorias
que, indirectamente, produjeran un efecto sobre la la expresién de genes involucrados
en estrés abidtico.

Por otra parte, el analisis de los datos obtenidos por medio de la técnica de microarreglo
mostré que la expresion del transcripto que codifica para el factor de transcripciéon
GATA4 se incrementa durante la expresion de la proteina CgCP. Este factor de
transcripcion, junto con el factor GATA2, tienen un rol en la regulacidn transcripcional de
genes involucrados en la fotomorfogenesis, aunque el rol de GATA4 seria menos
prominente (Luo et al., 2010). En el trabajo realizado por Luo y colaboradores, se
demostré que la expresion de los factores GATA2 y GATA4 es controlada por el pegado
del factor BZR1 (BRASSINAZOLE-RESISTANT 1) al promotor de estos genes. BZR1 es un
factor de transcripcién activado por brasinosteroides que inhibe la expresion de
GATA2/4 (Luo et al.,, 2010). La disminucion de los niveles de brasinosteroides o la
alteracion de componentes involucrados en dicha sefalizacion, incrementan la expresion
de los genes codificantes para los factores de transcripcion GATA2/4. Estas evidencias
sugieren que el incremento de la expresién de GATA4, observada durante la expresidn de

la CgCP podria deberse a alteraciones en los niveles/ sefalizacion de la via de
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brasinosteroides. En esta misma linea, se observo que la expresion del gen que codifica
para uno de los receptores presentes en el complejo involucrado en la percepcién de
brassinosteroides, BRI1, esta disminuida en plantas que expresan la proteina CgCP.
Plantas mutantes para este gen muestran importantes alteraciones fenotipicas, entre
ellas enanismo y un color verde oscuro de las hojas (Clouse and Sasse, 1998). Ademas,
estas plantas mutantes para el gen BRI1 acumulan mayores niveles de transcriptos que
codifican para genes involucrados en la respuesta a estrés de frio y son mas tolerantes a
este estrés (Kim et al, 2010).

Otros dos genes cuya expresidon es incrementada por efecto de la CgCP, At5g50915 vy
UBC17, han sido asociados al incremento en los niveles de las proteinas DELLAs (Zentella
et al., 2007a). Las proteinas DELLAs son reguladores negativos de la via de sefializacion
mediada por giberelinas y ademas interfieren en la modulaciéon de distintas vias
hormonales, entre ellas las vias mediadas por los brasinosteroides, el acido jasmdnico y
el acido salicilico (Navarro et al, 2008; Gallego-Bartolomé et al, 2012). En particular, las
proteinas DELLAs interfieren con la via de brasinosteroides por medio del pegado al
factor de transcripcién BZR1, impidiendo la unién de dicho factor a los promotores de sus
genes blancos (Gallego-Bartolomé et al, 2012). Por otro lado, las proteinas DELLAs tienen
un rol negativo en la via de sefializacién mediada por la hormona SA (Navarro et al.,
2008). Tanto la alteracion de la via de genes de respuesta a brassinosteroides, como la
alteracion de la expresion de genes de la via de SA, sugieren que la CgCP podria estar
alterando la acumulacién de las proteinas DELLAs, impactando en la regulacion de

diversas vias hormonales.

4.2 La expresion de la CgCP modula negativamente la expresion de genes involucrados

en vias de defensa que presentan en sus promotores los motivos W-BOX y TLIATSAR

Recientemente, el analisis de redes génicas ha permitido un nuevo enfoque para el
estudio de la informacién obtenida por medio de ensayos de microarreglos y de otras
tecnologias. El objetivo de estos andlisis es describir las relaciones funcionales entre los
genes que participan de la red. En muchos casos, la expresiéon coordinada de un grupo
de genes en distintas condiciones experimentales indica que estos genes tienen una

relacion funcional (Aoki et al., 2007). Por ejemplo, se ha demostrado que los genes
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asociados a vias metabdlicas comunes tienden a mostrar patrones de co-expresion
(Ihmels et al., 2004) (Kharchenko et al., 2005). Sin embargo la co-expresién no implica en
todos los casos que exista una relacion funcional entre los genes que integran la red (Aoki
et al., 2007). La busqueda de elementos regulatorios compartidos entre los genes que
integran redes de co-expresién permite caracterizar las relaciones funcionales entre los
genes que participan de dicha red. En los ultimos afios se han desarrollado diversas
herramientas bioinformaticas que permiten realizar estos analisis (Usadel et al., 2009)
(Bailey, 2008). Por medio de estas herramientas bioinformaticas, se procedié a analizar
el subset de genes involucrados en vias de defensa cuya expresién es diminuida por la
proteina CgCP. Para el analisis de co-expresién se empled el programa ATTED-II
(Obayashi et al., 2009). Este programa permite realizar analisis de co-expresidon de
manera “condicidon independiente”, es decir que emplea una base de datos de
microarreglos realizados en diversas condiciones. Tras dicho andlisis, se encontré que un
set de genes cuya expresion es alterada por la CgCP integra una red de co-expresion. En
una siguiente instancia, se realizé una busqueda bioinformdtica de los elementos
regulatorios presentes en las secuencias promotoras de dichos genes (Bailey, 2008). Tras
este andlisis se encontraron 9 motivos no redundantes, de los cuales 8 poseen similitud
con motivos previamente caracterizados (Tabla 4.5). Entre los motivos hallados se
encuentran, TL1ATSAR el cual ha sido previamente encontrado en la regién promotora
de genes regulados por NPR1, un factor clave en la via de senalizacion de la hormona SA
(Wang et al., 2005). W-BOXATNPR1 es otro de los motivos presente en las secuencias
regulatorias de los genes que participan de la red (Yu et al.,, 2001). Este motivo estd
presente en la regién promotora del gen NPR1. Por medio de un ensayo de retraso en la
corrida electroforética (EMSA por su sigla en inglés), se determind que factores de
transcripcion de la familia WRKY reconocen este motivo (Yu et al., 2001). En este mismo
trabajo, se reportd que la presencia de este motivo es clave para el incremento de la
expresion del gen NPR1 luego del tratamiento con SA.

A continuaciéon, se procedid a validar los datos obtenidos por medio del andlisis
bioinformatico empleando la técnica de RT-gPCR. Este analisis mostré que la CgCP regula
negativamente la expresién de un conjunto de genes que tienen a los motivos TL1ATSAR
y W-BOX NPR1 en sus secuencias promotoras (Figura 4.6). Estos resultados apoyan las

conclusiones presentadas en el capitulo Ill sobre el rol de la CgCP en la regulacién
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negativa de genes que pertenecen a la via de sefializacion de SA. Ademas, estos
resultados indican que la CgCP alteraria la expresion de genes de la via de SA cuya
expresion es dependiente del factor NPR1. Este factor juega un rol clave en la regulacidn
de la via de defensa mediada por SA controlando la respuesta de resistencia sistémica
adquirida (SAR). Por otra parte, este factor se une a la hormona SA con una afinidad
similar a la reportada para otras interacciones hormona-receptor, lo que llevé a proponer
que NPR1 seria el receptor de la via de SA (Wu et al, 2012). En conjunto, estos resultados
muestran que los andlisis de co-expresidn en conjunto con la caracterizacion de motivos
regulatorios sobre-representados son herramientas Utiles para la caracterizacién de los

componentes implicados en vias de sefializacion.

4.3 La proteina CgCP altera la expresion de genes que estan involucrados en vias de

defensa frente a patogenos bacterianos y fungicos

En el capitulo Il de Resultados se caracterizo el rol de la CgCP sobre la alteracién de la
expresion de genes involucrados en vias de denfensa antiviral (AOX1a, RDR1, WRKY70).
Por otra parte, en el presente capitulo se observd que la CgCP, no sélo disminuye la
expresion de genes de vias de defensa antiviral, sino que también impacta sobre la
expresion de genes previamente reportados en vias de defensa frente a patdgenos
fungicos y bacterianos. Estos resultados concuerdan con un trabajo realizado por
Postnikova y Nemchinov (2012), en donde se observé que existe una gran similitud entre
los genes alterados por virus y los alterados por bacterias y por hongos.

Entre los genes cuya expresion es alterada por la CgCP se encuentran varias proteinas
quinasas: MAPK3, At3g18690 (MKS1), At1gl14370 (proteina kinasa 2A) y At3g309830
(Figura 4.6). Las proteinas quinasas tienen rol altamente conservado en la activacién de
cascadas de sefializacidn que regulan las respuestas del sistema inmune frente a
patégenos. En el genoma de Arabidopsis existen 20 genes que codifican para MPKSs,
siendo las MPK3, MPK4 y MPK6 las mads caracterizadas. Estas MPKs son activadas por
estrés abiotico, patdgenos y estrés oxidativo (Pitzschke et al, 2009). MPK3 y MPK6 actdan
como reguladores positivos de la via de respuestas de defensa (Pitzschke et al, 2009),

mientras que MPK4 actla como un regulador negativo de la via de SA y positivo de la via
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de JA/ET (Petersen et al, 2010). Por otra parte, MKS1 es un sustrato de MPK4 e interactua
con el factor de trasncripcién WRKY33 (Qiu et al, 2008).

PAPP2C es otro de los genes cuya expresion es disminuida por efecto de la CgCP. Este gen
codifica para una proteina con actividad fosfatasa que es capaz de interactuar con la
proteina de resistencia RPW8.2 que confiere resistencia frente al hongo Golovinomyces
spp (Wang et al., 2012). Por otra parte, la expresidon de los genes ERF6 y XLG2 también es
alterada durante la expresion de la CgCP. Al igual que PAPP2C, estos genes codifican para
proteinas que poseen un rol reportado en la modulacién de vias de defensa. Por ejemplo,
ERF6 ha sido involucrado en la respuesta frente al hongo B. cinera (Moffat et al., 2012.).
Por otra parte, el gen XLG2 codifica para una proteina de unién a GTP, dependiente de
Ca2+, cuya expresidon se incrementa luego de la infeccion con P syringae y modula la
susceptibilidad frente a infeccidén con este patégeno (Zhu et al, 2009).

Finalmente, la CgCP también altera las expresion de un grupo de factores de
transcripcion de la familia WRKY (WRKY33, WRKY25 y WRKY70) los cuales también han
sido involucrados en las respuestas de defensa frente a patégenos bacterianos (Lippok et
al., 2007) (Zheng et al., 2007).

En conjunto, estos resultados indican que la CgCP impacta negativamente tanto sobre la
expresion de genes de defensa antiviral, como también sobre la expresion de genes

involucrados en respuesta a patégenos fungicos y bacterianos.

4.4 La infeccidon con el virus TMV-Cg altera la expresion de un grupo de genes co-

expresados que tienen en sus secuencias promotoras los motivos TLLATSAR y W-BOX

Para completar el estudio del rol de la CgCP sobre la modulacién de la expresidn génica
del hospedante A. thaliana, se procedid a analizar la expresidon de genes que participan
de vias de defensa y que contienen los motivos TLIATSAR y W-BOX en sus secuencias
promotoras durante la infeccién viral con el virus TMV-Cg. La cuantificaciéon de la
expresion de este conjunto de genes mostré un incremento de la expresidon a tiempos
tempranos de la infecciéon viral (Figura 4.7). Estos resultados concuerdan con lo
reportado previamente por Huang y colaboradores en un trabajo en donde se caracterizé

la expresion de genes de defensa a tiempos tempranos del desarrollo de la infeccién del
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virus ORMV (un virus altamente relacionado al TMV-Cg) en el hospedante A. thaliana
(Huang et al, 2005).

Por otra parte, se observé que la expresién de estos genes disminuia coordinadamente a
los 10 dpi (Figura 4.7). Teniendo en cuenta que estos genes son regulados negativamente
por efecto de la CgCP (Figura 4.6) y que a medida que la infeccion progresa los niveles de
acumulacién de CgCP son mayores, es posible suponer que la CgCP sea la responsable de
la reduccién de la expresién de estos genes a tiempos avanzados de infeccion viral. La
diminucién de la expresion de genes implicados en vias de defensa durante el desarrollo
de la infeccién del virus TMV (relacionado al virus TMV-Cg) ha sido previamente
reportada por Wang y col (2009). En el trabajo de Wang y col, la disminucién de la
expresion de genes de defensa, en particular de respuesta a SA, fue atribuida a la
interaccion entre la replicasa del virus TMV vy el factor de transcripcion ATAF2 y posterior
degradacion del factor ATAF2 el cual regula positivamente la expresién de genes de la via
de SA, entre ellos PR1 y PR2.

En resumen, los resultados presentados en esta tesis, en conjunto con evidencias
presentadas por otros autores, muestran que durante el desarrollo de las infecciones con
Tobamovirus se produce una alteracion de la expresion de genes involucrados en vias de
defensa. El hallazgo de los motivos TLIATSAR y W-BOX en las secuencias promotoras de
genes que son alterados durante la infeccién con el virus TMV-Cg, sugiere que los
factores NPR1 y W-BOX modularian la expresiéon génica durante el desarrollo de la

infeccion con el virus TMV-Cg.

Conclusiones

Los resultados obtenidos en el presente capitulo permiten concluir que:

- La CgCP modula la expresidén de genes involucrados en una amplia variedad de
procesos. En particular, genes involcrados en vias de estrés abidtico estan sobre-
representados dentro del conjunto de genes cuya expresion es incrementada
durante la acumulacién de la CgCP.

- Un conjunto de genes cuya expresion es disminuida por la CgCP esta involucrado

en vias de defensa innata e integra una red de co-expresiéon. Un subgrupo de
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dichos genes comparten dos elementos regulatorios en sus promotores: W-BOX y
TL1ATSAR. Ambos motivos estan asociados a la regulacion de vias de defensa.

- El virus TMV-Cg incrementa la expresion de este subgrupo de genes a tiempos
cortos de infeccion, mientras que disminuye la expresién de estos genes a

tiempos tardios de la infeccion con el virus TMV-Cg.

En resumen, en este capitulo se observé que los genes cuya expresion es alterada por la
CgCP integran de una red de co-expresion compuesta, en gran parte, por genes de
defensa innata, varios de los cuales comparten motivos regulatorios en sus secuencias
promotoras. Ademas, dichos motivos regulatorios han sido previamente encontrados en

genes que participan en la sefializacion de vias de defensa innata
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CAPITULO 5: LA CGCP ESTABILIZA A LAS PROTEINAS DELLAS,
OCASIONANDO LA MODULACION NEGATIVA DE LA EXPRESION
DE GENES DE DEFENSA

Introduccion

Trabajos realizados por distintos grupos de investigacion muestran que los patégenos
virales que afectan a las plantas pueden interferir en la sintesis de las hormonas
vegetales y como resultado alterar el desarrollo (Pallas and Garcia, 2011). Uno de los
sintomas mas frecuentes producidos por los virus es el retardo del crecimiento
(Doumayrou et al.,, 2013). Experimentos realizados a mediados del siglo pasado,
muestran que los sintomas producidos por virus pueden ser revertidos por la aplicaciéon
de acido giberélico (GA) (Maramorosch, 1957), lo que sugeriria que esta hormona podria
estar involucrada en la produccién de los sintomas observados durante las infecciones
virales. Trabajos mas recientes en donde se estudié el impacto de las infecciones virales
sobre la expresion génica del hospedante, han mostrado que los virus y viroides alteran
componentes de la via de sintesis/ degradacién de la hormona GA (Vidal et al., 2003)
(Hammond and Zhao, 2009);(Satoh et al., 2011).

Las proteinas DELLAs son reguladores negativos del crecimiento y en presencia de GA son
degradadas a través del sistema de degradacion de proteasoma (Spartz and Gray, 2008).
Estas proteinas también juegan un rol como integradores de las distintas vias hormonales
(Grant and Jones, 2009). Ademas, estas proteinas promueven la susceptibilidad frente a
patdgenos bacterianos biotréficos por medio de la modulacién negativa de la respuesta
de defensa de SA en Arabidopsis thaliana (Navarro et al., 2008). Recientemente, varios
reportes han mostrado que los virus alteran la biosintesis y la sefializacién de diversas
hormonas (Pallas and Garcia, 2011). Sin embargo, el rol de las proteinas DELLAs en la
modulacion de la sefializacidon durante las infecciones virales no habia sido caracterizada
hasta el desarrollo de la presente tesis.

Los resultados presentados en este capitulo muestran que la CgCP altera la expresién de

un grupo de genes cuya expresion es dependiente de las proteinas DELLAs (blancos de
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DELLA). Asimismo, el analisis del fenotipo de plantas que expresan la CP del virus TMV-Cg
muestra que esta proteina atrasa el crecimiento y el tiempo de transcision floral lo que
sugiere que la via de sefializacién mediada por GA estaria alterada. En base a estas
evidencias, en el presente capitulo se procedié a evaluar el rol de las proteinas DELLAs
en la modulacién de la respuesta de sefializacion desencadenada durante la expresién
de la proteina de capside del virus TMV-Cg. Por otra parte, en este capitulo se analizé el

rol de las proteinas DELLAs durante la infeccién con el virus TMV-Cg.

Resultados

5.1 Analisis por medio del programa Genevestigator de los genes alterados por la

proteina CgCP

Con el objetivo de caracterizar los factores endégenos del hospdente involucrados en la
modulacion de la expresidn de los genes de defensa en las plantas de la linea CP#72
inducida reportada en los capitulos previos, se procedié a emplear la base de datos
Genevestigator (Zimmermann et al., 2004). Esta base de datos reune la informacién de
una gran cantidad de experimentos de microarreglos. Entre estos, se encuentran los
ensayos realizados en el laboratorio del Dr. J. Jones en plantas de Arabidopsis thaliana
mutantes para una de las cinco proteinas DELLAs, denominada GAI la cual es insensible a
los niveles de GA. En este ensayo se emplearon plantas de cinco semanas de edad a las
cuales se las traté con el péptido flg22. Por medio del programa Genevestigator, se
encontrd que un conjunto de genes, cuya expresion es alterada por la CgCP, muestra un
patron de expresidon similar en las plantas que expresan la CgCP que el observado en
plantas que tienen alterados los niveles de una de las proteinas DELLAs (plantas
mutantes gai-1 tratadas con el péptidos flg22, comparadas con plantas no mutantes

tratadas con este mismo péptido, GEO accession: GSE17464) (Figura 5.1 A).

102



A B

MAPK3

CBP60g
WRKY33
WRKY25

UBC17
GASA4
LOX1
MYBC1
SR45a

ATAF1

| 2.4
1.8
1.2
0.6
0.0
-0.6
1.9

| ~1.8
-2.4

WT+flg22 gai-1+flg22  CP#72(-) CP#72(MOF)

Figura 5.1: Empleo del programa Genevestigator para analizar la expresion de un
conjunto de genes cuya expresion se altera durante la CgCP. A) Niveles de expresion de
un conjunto de genes en plantas mutantes gai-1 tratadas con flg22 (gai-1 +fgl22)
relativos a los niveles de expresion en plantas WT tratadas con flg22 (gai-1 +fgl22). El
nivel de expresion en plantas WT tratadas con flg22 (WT + fgl22) fue fijado en uno. La
escala de color representa (en escala logaritmica) el grado en que la expresion de los
genes en las plantas gai-1 tratadas con flg22 cambia respecto de las plantas salvajes
tratadas con flg22. B) Niveles de expresidon de un conjunto de genes en plantas CP#72
tratadas con el inductor (MOF) relativos a los niveles de expresién en plantas CP#72 no
inducidas (-). El nivel de expresién en plantas CP#72(-) fue fijado en uno. La escala de
color representa (en escala logaritmica) el grado en que la expresion de los genes en las
plantas CP#72(MOF) cambia respecto de las plantas CP#72.

En particular, se observd que los genes UBC17, GASA4, LOX1, MYBC1, SR45a, ATAF1 cuya
expresion es incrementada por la CgCP (Figura 5.1 B), también presentan mayores
niveles de expresion en plantas mutantes gai-1 tratadas con el péptido fgl22 respecto de
plantas salvajes (WT) tratadas con este mismo péptido (Figura 5.1 A). Por otra parte,
los genes MAPK3, CBP60g, WRKY33 y WRKY25 involucrados en respuestas de defensa

cuya expresion es disminuida por efecto de la proteina de capside (Figura 5.1 B),

103



muestran un patron de expresion similar al observado en plantas mutantes gai-1
tratadas con flg22 versus plantas WT tratadas con este mismo péptido (Figura 5.1 A). La
correlacién de la expresion génica observada en plantas que expresan la CgCP y plantas
que tienen alterados los niveles de una de las proteinas DELLAs, sugiere que las proteinas
DELLAs podrian estar involucradas en la modulacién de la expresién génica durante la

acumulacién de la CgCP.

5.2 La proteina CgCP incrementa la expresion de los genes blancos de las proteinas

DELLAs

Para profundizar la caracterizacién de las proteinas DELLAs en la modulacién de la
expresion de genes alterados por la CgCP, se procedid a determinar por medio de la
técnica de RT-gPCR la expresidon de un set de genes regulados por DELLA. Los genes
UBIQUITIN- CONJUGATIN ENZYME 17 (UBC17), IQ-DOMAIN 22 (IQD22), GA INSENSITIVE
DWARF1B (ATGID1b) y BASIC HELIX —LOOP HELIX 137 (bHLH137) codifican para
transcriptos cuya expresion es disminuida por GA e incrementada por la estabilizacion de
DELLA en plantulas (Zentella et al., 2007b). En primera instancia se procedio a estudiar si
estos genes son regulados por DELLA en plantas adultas, para lo cual se determind su
expresion en plantas cuadruple mutantes para DELLA (plantas que carecen de los genes
RGA, GAIl, RGL1, RGL2) (Sun and Gubler, 2004) y también en plantas mutantes gai-1
(plantas insensibles a giberelinas debido a la estabilizacidn constitutiva de la proteina
codificada por GAl) (Peng et al., 1997). Para este experimento, se tomaron muestras de
hojas provenientes de plantas que presentaban 8 hojas verdaderas. Por medio de la
técnica de RT-gPCR se observd que una mayor acumulacién de los transcriptos
codificados por UBC17 como bHLH137 en plantas mutantes gai-1 comparadas con
plantas no mutantes Ler (Figura 5.6). Por el contrario, los niveles de los transcriptos
codificados por UBC17, 1QD22, ATGID1b fueron incrementados de manera
estadisticamente significativa en plantas cuadruple DELLA comparadas con plantas no
mutantes Ler (Figura 5.2). Estos resultados confirman que la expresidon de los genes
UBC17, 1QD22, ATG1b y bHLH137 correlaciona con los niveles de DELLA en el estadio de

plantas adultas.
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Figura 5.2: Expresién de genes blancos de las proteinas DELLAs en plantas cuddruple
mutantes de DELLA y en plantas gai-1 mutantes. Los niveles de expresidn relativa de
mARN en las plantas DELLA cuddruple mutantes y en las plantas gai-1 mutantes fueron
calculados en comparacion con los niveles de expresién en plantas no mutantes del
cultivar Ler. Los niveles de expresidon en plantas Ler no mutantes fueron fijados
arbitrariamente en uno (Log,(1)=0). Se muestra el valor medio de cuatro replicas
biolégicas + ES. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (* = P
valor < 0.05)

A continuacién, se procedid a la cuantificacion estos transcriptos en las plantas que
expresan la CgCP. Ademads, se evaluaron los niveles de expresion de los transcriptos
CSD1 y CSD2 que codifican para dos enzimas superoxido dismutasas (Cu/ Zn SOD) que
son moduladas positivamente por las proteinas DELLAs (Achard et al., 2008). Como se
muestra en la Figura 5.3, todos los genes analizados mostraron niveles de expresién
incrementados en las plantas que expresan la CgCP respecto de los niveles de expresion
detectados en plantas de la linea CP#72 no inducida; lo que sugiere que las proteinas
DELLA estan modulando los niveles de dichos transcripcién durante la expresién de la

CgCP.

105



~N
& 85 *
=
g 37
Z *
g 2,51 *
S
%) 21
o
=
B 1,59 * *
o *
L
)
2 05
2
. A
0
M > VP ¢ > Y
N P & P
X Q‘?‘\ O o C C

Figura 5.3. La expresion de la CgCP incrementa la expresién de genes blancos de DELLA
Los niveles relativos de ARNm de los genes blancos de DELLA UBC17, bHLH137, 1QD22,
ATGID1b, CSD1y CSD2 fueron determinados por la técnica de RT-gPCR en plantas CP#72
inducidas (72 h luego del tratamiento con MOF) en comparacion con los niveles de
plantas CP#72 no inducidas CP#72(-). Los niveles de expresién en plantas CP#72(-) fue
arbitrariamente fijado en uno (Log,(1)=0). Se muestra el valor medio de cuatro replicas
bioldgicas + SE. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (* = P
valor < 0.05).

5.2 Las proteinas DELLAs modulan la expresion de genes involucrados en vias de

defensa alterados por la proteina de capside

En los capitulos tercero y cuarto se describié el rol de la CgCP sobre la modulacién
negativa de la expresidon de un amplio grupo de genes cuya expresidn es regulada por la
hormona SA. Por otra parte, trabajos previos han demostrado que las proteinas DELLAs
estdn involucradas en la modulacién negativa de la respuesta de defensa mediada por el
SA en Arabidopsis thaliana (Navarro et al., 2008). Con el objetivo estudiar si las proteinas
DELLAs modulan negativamente la expresion de los genes de defensa estudiados en los
capitulos previos, se procedié a cuantificar por medio de la técnica de RT-qPCR la
expresion de este grupo de genes. Para ello, se cuantificaron los niveles de expresion de
estos genes en plantas cuddruples mutantes de DELLA y en plantas gai-1 mutantes
respecto de los niveles de expresién en plantas no mutantes (Figura 5.4). Se observé un
incremento en la expresidon de este grupo de genes en las plantas cuadruple mutantes

de DELLA comparado con plantas no mutantes. Contrariamente, plantas mutantes gai-1
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mostraron una menor acumulacién de estos genes que las plantas no mutantes. Estos

resultados confirman que las proteinas DELLA regulan negativamente el set de genes

estudiado.
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Figura 5.4: Las proteinas DELLAs modulan la expresion de genes involucrados en vias de
defensa alterados por la proteina de capside.

A) Los niveles relativos de los transcriptos de genes de respuesta a SA (WRKY70, AOX1A y
RDR1), y B) Los nieveles de transcriptos regulados por DELLA (MPK3, WRKY33, WRKY25
y CBP60g ) fueron medidos por medio de RT-gPCR en plantas gai-1 y cuadruple DELLA
mutantes. Estos niveles fueron comparados con los niveles de acumulaciéon en plantas
WT-Ler. Los niveles de expresion en plantas WT fueron arbitrariamente fijados en uno
(Log»(1)=0). A), B) y C) Se muestran el valor medio * ES de cuatro replicas biolégicas. Los
asteriscos indican diferencias significativas (* = P valor < 0.05).

5.4 La expresion de la CgCP atrasa el crecimiento y el tiempo de transcision floral

Las proteinas DELLAs juegan un rol central en la regulacion del desarrollo (Grant and
Jones, 2009); por lo tanto si los niveles de estas proteinas son alterados durante la
expresion de la CgCP, la expresion de la CgCP deberia tener un impacto en el fenotipo.
Con el objetivo de caracterizar si la CgCP altera el desarrollo se procedié a analizar el

fenotipo de las plantas de las lineas CP#72 y CP#71 en detalle. Para el analsiis del
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desarrolllo, se cuantificaron la altura de las plantas a las seis semanas de edad vy la
transicion floral (nUmero de dias en que aparece la primera flor). La eleccién de estos
pardametros se realizé en base al trabajo realizado por Achard et al. (2008), en donde
estos mismos parametros fueron empleados para analizar el rol de las proteinas DELLAs
en la regulacidén del crecimiento durante situaciones de estrés.

Para la realizacion de este experimento, se procedid a regar con el inductor (MOF)
plantas de la linea CP#72 que estaban en un estadio de desarrollo 1.08 (Boyes et al.,
2001). Las plantas de la linea CP#72 regadas con el inductor mostraron una menor
altura a las seis semanas de edad y retraso en la transcisién floral, al ser comparadas con
plantas transgénicas no inducidas (Figura 5.5). Estos pardametros también fueron
cuantificados en plantas no transgénicas tratadas con MOF (Figura 5.5). En este caso no
se observaron diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los dos
pardmetros cuantificados en las plantas CP#72 no inducidas y las plantas no transgénicas
tratadas con MOF. Por lo tanto los cambios observados en el fenotipo fueron atribuidos a
la expresién de la CP. Este mismo experimento fue realizado en plantas de la linea CP#71.
De un modo similar a lo observado en las plantas de la linea CP#72 tratadas con el
inductor, las plantas de la linea CP#71 mostraron un retraso en la altura de las plantas a
las seis semanas de edad y en la transicion floral, al ser comparadas con plantas no

transgénicas (Figura 5.6).
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Figura 5.5: Andlisis del efecto de la expresién de la CgCP en plantas de la linea CP#72.

Las mediciones se realizaron en plantas salvajes (WT) tratadas con MOF y en plantas de la
linea CP#72 tratadas con MOF. La linea CP#72 tratada con agua fue usada como control.
A) Grafico de barras mostrando la altura de las plantas a las seis semanas B) Transicién
floral (nUmero de dias en que aparece la primera flor). Cada columna representa la media
de 25 plantas + ES. C) Fotografia representativa de plantas WT y CP#72 tomada a las 6
semanas de edad, de plantas crecidas en presencia de MOF (MOF) o agua (-). Letras
distintas sobre las barras indican que existen diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos, p-valor <0.05.
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Figura 5.6: Andlisis del efecto de la expresién de la CgCP en plantas de la linea CP#71.

Las mediciones se realizaron en plantas de la linea CP# 71 y plantas salvajes (WT) A)
Gréfico de barras mostrando la altura de las plantas a las seis semanas B) Transicién floral
(numero de dias en que aparece la primera flor). Cada columna representa la media de
25 plantas * ES. C) Fotografia representativa de plantas WT y CP#71 tomada a las 6
semanas de edad.

El andlisis del fenotipo también se realizé en el estadio de plantula en plantas de la linea
CP#72. En este ensayo, se observd una importante reduccién del crecimiento de las
partes aéreas en las plantas inducidas respecto del fenotipo observado en las plantas no
inducidas (Figuras 5.7). Plantas no transgénicas también fueron usadas como control
(plantas salvajes, WT). No se observaron diferencias de crecimiento entre plantas no
transgénicas tratadas con el inductor y no tratadas. Por lo tanto, CgCP también altera el
crecimiento de Arabidopsis cuando es expresada desde un estadio temprano de

desarrollo (Figura 5.7).
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Figura 5.7 Analisis del fenotipo de plantas de la linea CP#72 en el estadio de plantula.

Las mediciones se realizaron en plantas salvajes (WT) tratadas con MOF y en plantas de la
linea CP#72 tratada con MOF. La linea CP#72 tratada con agua fue usada como control.
A) Grafico de barras que muestra el valor promedio de el peso fresco de plantulas de 10
dias de edad WT Col-0 y plantulas de la linea CP#72 crecidas en presencia de agua(-) o
MOF. Cada columna representa el valor medio de 18 plantas + ES. B) Fotografia
representativa de plantulas de 10 dias de edad crecidas en presencia de MOF (MOF) o
agua (-) durante 7 dias. Resultados similares fueron obtenidos en dos experimentos
independientes. Letras distintas sobre las barras indican que hay diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos, p-valor < 0.05.

5.5 La proteina CgCp estabiliza a las proteinas DELLAs en plantas trangénicas que

expresan la CgCP bajo un promotor inducible
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El atraso en el crecimiento observado en las plantas que expresan la CgCP y la similtud
de los patrones de expresion génica de las plantas que acumulan la CgCP y de las plantas
gue tienen alterados los niveles de las proteinas DELLAs, llevé a estudiar los niveles de
acumulacién de estas proteinas durante la expresidon de CgCP por medio de la técnica de
microscopia confocal. Con este propdsito, se cruzaron plantas transgénicas de la linea
CP#72 con plantas transgénicas que expresan a la proteina DELLA RGA fusionada a la
proteina verde fluorescente (pRGA::GFP-RGA)(CP#72/pRGA::GFP-RGA). Estas lineas
fueron llevadas a homocigosis y mediante la técnica de PCR se analizd la presencia de
ambos transgenes.

Usando la linea homocigota que porta ambos trangenes, se evaluaron los niveles de
RGA-GFP en plantulas tratadas con el inductor (MOF) o plédntulas tratadas con agua en
presencia de GA3 (GA3) (10 uM). La deteccidn de RGA-GFP fue realizada en el estadio de
plantulas debido a que es en este estadio en el cual la acumulacién de RGA en los nucleos
puede ser facilmente detectada por medio del uso de microscopia confocal (Navarro et
al., 2008). Por medio de este ensayo se observé la degradacion de la proteina RGA-GFP
luego del tratamiento con GA en plantas CP#72/pRGA::GFP-RGA no inducidas (Figura
5.8 A). Mientras que las plantas que expresaban la CgCP mostraron un atraso en la
degradacion de la proteina RGA-GFP mediada por GA (Figura 5.8 A).

Con el objetivo de cuantificar la cantidad de proteina GFP-RGA que se acumulaba en los
nucleos de las células de Arabidopsis, se procedié a analizar la intensidad de
fluorescencia de veinte nucleos tomados al azar de cinco plantas diferentes. Este analisis
fue realizado por medio del programa Image J. La metodologia empleada para la
cuantificacién se detallada en MyM. Este analisis mostré que no hay diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de acumulacidon de GFP-RGA entre plantas
CP#72/RGA::GFP-RGA tratadas con MOF y plantas CP#72/RGA::GFP-RGA tratadas con
agua, previo al agregado de GA3 Luego del agregado GA;, la fluorescencia de GFP-RGA
disminuyd significativamente en los ndcleos de las plantas transgénicas CP#72/RGA::GFP-
RGA tratadas con agua (Figura 5.8 B). En contraste, en las plantas CP#72/RGA::GFP-RGA
tratadas con MOF, la fluorescencia de GFP-RGA no se redujo luego del agregado de
GA3.(10 uM ) (Figura 5.8 B). En conclusién, estos experimentos demuestran que la
proteina CgCP estabiliza a las proteinas DELLA y en consecuencia altera la expresion de

genes blancos de DELLA.
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Figura 5.8. A) La expresion de la CgCP estabiliza a las proteinas DELLAs Fluoresencia de
GFP observada en raices de plantulas de la linea CP#72/RGAp::GFP-RGA tratadas con
MOF (MOF) y tratadas con agua (-). Luego de tres dias del tratamiento con el inductor, las
plantulas fueron tratadas con 10 uUMGA; (+GA) o con agua (-GA) por 1 h. El experimento
fue repetido dos veces con resultados similares. B) El grafico de barras muestras los
niveles de acumulacién de GFP presentes en los nucleos de A. thaliana. La metodologia
empleada para la cuantificacidn se descibe en MyM.
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5.6 La infeccion con TMV-Cg estabiliza a las proteinas DELLA en el hospedante N.

benthamiana

Basados en los resultados obtenidos en las plantas transgénicas que expresan la proteina
de CgCP bajo un promotor inducible, se procedidé a estudiar el efecto del virus TMV-Cg
sobre la estabilizacion de las proteinas DELLA. Para este experimento, plantas de
Nicotiana benthamiana fueron inoculadas con el virus TMV-Cg o con buffer (mock-
inoculadas). Luego de 6 dias post infeccion, las hojas superiores fueron agroinfiltradas
con una construccién que expresa la proteina DELLA GAI fusionada a YFP (cedida por el
Dr. Gallego-Bartolomé; Gallego-Bartolomé et al., 2011). La especie N. benthamiana fue
empleada para este ensayo debido a que plantas de esta especie muestran una buena
expresion de la proteina YFP-GAI y una fdacil deteccidn usando un microscopio de
fluorescencia (Lozano-Duran et al., 2011). Tres dias luego de la agroinfiltracion, la
acumulacién de YFP-GAI fue detectada tanto en plantas de N. benthamiana infectadas
con el virus TMV-Cg como en plantas mock-inoculadas. Ambos set de plantas fueron
tratadas con una solucion de GA; (100 uM) y una hora mas tarde fueron observadas bajo
el microscopio de fluorescencia. En ambos casos, los niveles de fluorescencia decrecieron
luego del tratamiento con GA;3, pero la reduccion fue mayor en plantas mock inoculadas
que en plantas infectadas con TMV-Cg (Figura 5.9 A).

Para cuantificar la cantidad de proteina YFP-GAI que se acumulaba en los nucleos de
células de N. benthamiana, se analizd la intensidad de la fluorescencia de YFP-GAI en
veinte nucleos tomados al azar en cinco plantas diferentes para cada tratamiento usando
el programa Imagel Software (para mas detalles ver la seccién de Materiales y Métodos).
La intensidad de la fluorescencia acumulada en los nucleos de células infectadas con el
virus TMV-Cg no presentd diferencias estadisticamente significativas respecto de la
intensidad de la fluorescencia detectada en los nucleos de células inoculadas con buffer
(Figura 5.9 B). Como era esperable, el tratamiento con GAs; produjo una reduccién en los
niveles de intensidad de fluorescencia en los nlcleos de células provenientes de plantas
inoculadas con buffer, respecto de los niveles de acumulacién de fluorescencia
detectados en los nucleos provenientes de plantas inoculadas con buffer, previo al
tratamiento con GAj (Figura 5.9 B). Por el contrario, el tratamiento con GA3 no alterd

significativamente los niveles de intensidad de fluorescencia de YFP-GAI detectados en
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nucleos provenientes de plantas infectadas con el virus TMV-Cg, respecto de los niveles
de la intensidad detectados en los nucleos de plantas infectadas previo al tratamiento
con GA;z (Figura 5.9B) . En resumen, estos resultados muestran claramente que la
infeccidn con el virus TMV-Cg atrasa la degradacion de las proteinas DELLAs mediada por

GA en el hospedante N. benthamiana.
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Figura 5.9. Las proteinas DELLAs son estabilizadas durante la infeccién con el virus TMV-
Cg. A) Acumulacion de YFP-GAI observada en el nucleo de células de N. benthamiana por
medio del microscopio de fluorescencia. Plantas de N. benthamiana infectadas con el
virus TMV-Cg y plantas mock-inoculadas fueron agroinfiltradas con una solucién de
Agrobacterium portando un plasmido que codifica para la proteina YFP-GAI. Luego de 72
hs post-agroinfiltracidn, las hojas fueron tratadas con una soluciéon de 100uMGA; (GA+)
o con agua (GA-) y seguidamente fueron observadas al microscopio una hora mas tarde.
Este experimento fue repetido tres veces con resultados similares. B) El grafico de barras

muestra los niveles de acumulacién de YFP presentes en los nucleos de células de N
benthamiana. La metodologia empleada para el andlisis cuantitativo se describe en
MyM.

En paralelo, se analizaron los sintomas producidos por el virus TMV-Cg durante la
infeccion de plantas de Arabidopsis thaliana. Para ello, se cuantificaron la altura (medida
a las seis semanas de edad) y el tiempo de transicion floral. Las plantas infectadas con el
virus TMV-Cg presentaron menor altura y un atraso en la transcision floral (Figura 5.10).
Este fenotipo concuerda con la estabilizacién de las proteinas DELLA observada en N

benthamiana.
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Figura 5.10 La infeccion con el virus TMV-Cg reduce el crecimiento y atrasa el tiempo de
transicion floral. La tercera hoja de plantas Col-0 no transgénicas (en el estadio 1.08) fue
inoculada con el virus TMV-cg. Las mediciones fueron realizadas en plantas infectadas
con el virus TMV-Cg y en plantas inoculadas con buffer. La determinacion de la altura de
las plantas fue realizada a las seis semanas de edad C) Fotografia representativa de
plantas infectadas con el virus TMV-Cg y plantas mock-inoculadas de seis semanas de
edad.

5.7 Las proteinas DELLAs modulan la expresion de genes durante la infecciéon con el

virus TMV-Cg
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La estabilizacion de las proteinas DELLAs durante la infeccién del virus TMV-Cg llevo a
indagar si estas proteinas modulaban la expresién de genes durante las infecciones
virales. Para ello, plantas no mutantes de Arabidopsis thaliana fueron infectadas con el
virus TMV-Cg, luego se tomaron muestras a los 5, 7 y 9 dpi y se cuantificaron los niveles
de acumulacidn de un set de transcriptos cuya expresion es dependiente de los niveles
de DELLA (transcriptos blancos de DELLA) por medio de la técnica de RT-gPCR. Como se
muestra en la figura 5.11 A, los niveles de los transcriptos codificados por los genes
WRKY25, WRKY33, MPK3 se incrementaron en plantas infectadas con el virus TMV-Cg a
los de 5 dias post infeccién respecto a los niveles de plantas no infectadas (Figura 5.11A).
Sin embargo, a 7 dpi no se observaron diferencias en los niveles de expresién de los
transcriptos analizados en plantas infectadas versus plantas inoculadas con buffer. A9
dpi, los niveles de estos transcriptos mostraron una reduccién en las plantas infectadas
respecto de los niveles acumulados en las plantas inoculadas con buffer. (Figura 5.11 A).
Por otra parte, el nivel del transcripto codificado por RDR1 no presentd diferencias
significativas, a 5y 7 dpi, en las plantas infectadas con el virus TMV-Cg, respecto de los
niveles detectados en las plantas inoculadas con buffer. Mientras que a 9 dpi, el
transcripto codificado por RDR1 mostré una fuerte reduccion en los niveles de expresion
en las plantas infectadas con el virus TMV-Cg respecto de los niveles acumulados en las
plantas inoculadas con buffer.

En paralelo, se procedid a analizar la expresidon de otros dos genes blancos de DELLA,
CSD1y CSD2, durante el progreso de la infeccidn viral. El transcripto codificado por CSD1
no mostré un incremento de su expresion a 5 dpi, pero su abundancia fue incrementada
a 7 y 9 dpi. Por otro lado, el transcrito codificado por CSD2 mostré un pequefio
incremento a 5 dpi y un mayor incremento a 7 y 9 dpi (Figura 5.11 A). Ambos
transcriptos, CSD1 y (CSD2, son regulados por DELLA como lo muestran publicaciones
previas (Achard et al., 2008). Estos resultados sugieren que las proteinas DELLA modulan
los perfiles transcripcionales a medida que la infeccién con el virus TMV-Cg progresa. Por
otra parte, cuando las plantas cuadruple mutantes de DELLA fueron inoculadas con el
virus TMV-Cg los niveles de expresiéon de WRKY25, WRKY33 y MPK3 RDR1 no fueron
alterados comparados con los niveles detectados en las plantas cuddruple mutantes
inoculadas con buffer a 7 y 9 dpi (Figura 5.11 B). Ademas, los niveles de los transcriptos

CSD1 y CSD2 permanecieron inalterados en las plantas cuadruple mutantes infectadas
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con el virus TMV-Cg respecto de los niveles detectados en plantas cuadruple mutantes
inoculadas con buffer (Figura 5.11 B). En resumen, la reduccién de la expresién de
WRKY25, WRKY33, MPK3 and RDR1 vy el incremento de la expresion de los transcriptos
codificados por CSD1 y CSD2, observada a tiempos tardios de la infeccién viral en las
plantas salvajes, sugiere que a medida que progresa la infeccién viral las proteinas DELLA
modulan los perfiles transcripcionales. Por otra parte, el ensayo realizado empleando
plantas cuadruple mutantes de DELLA confirma que la modulacién la expresion génica

observada a tiempos tardios de la infeccidon viral es dependiente de las proteinas DELLAs.
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Figura 5.11. Las proteinas DELLAs modulan el perfil de expresion génica durante la
infeccidn con el virus TMV-Cg. A) Los niveles relativos de mARN de WRKY25, WRKY33,
MPK3, RDR1, CSD1, y CSD2 fueron determinados por medio de la técnica de RT-qPCR en
plantas TMV-Cg infectadas WT Ler y comparadas con los niveles en plantas WT Ler
mock-inoculadas a 5, 7 y 9 dpi. Los niveles de expresidn en plantas mock inoculadas fue
fijado arbitrariamente en uno (Log,(1)=0). B) Los niveles de expresion de WRKY25,
WRKY33, MPK3, RDR1, CSD1 y CSD2, fueron determinados en plantas cuadruple DELLA
mutantes infectadas con el virus TMV-Cg y comparados con los niveles en plantas
cuadruple DELLA mutantes mock-inoculadas a 5, 7 y 9 dpi. Los niveles de expresidn en
plantas cuadruple DELLA mutantes mock inoculadas fue fijado arbitrariamente en uno
(Log>(1)=0). A)y B) Se muestra el valor medio + ES de cinco réplicas bioldgicas. Este
experimento fue repetido dos veces con resultados similares.

5.8 La estabilizacion de las proteinas DELLAs atenua la respuesta de defensa frente al

virus TMV-Cg

Para determinar si las proteinas DELLAs tienen un rol en la modulacién de los niveles del
virus TMV-Cg, se procedié a analizar los niveles de acumulaciéon viral en plantas
cuadruple mutantes de DELLAs y en las plantas gai-1 mutantes y compararlos con los
niveles de acumulacién viral en plantas no mutantes del cultivar Ler. Este analisis fue
realizado empleando la técnica de RT-qPCR a 5y 7 dpi. Por medio de dicho anilisis, se
observé una reduccién de la acumulacidn viral en las plantas cuadruple mutantesa 5y 7
dpi con respecto a las plantas no mutantes (mas de 100 veces de reduccidn) (Figura
5.12). Sin embargo, no se observaron diferencias en los niveles de acumulacion viral
entre las plantas gai-1y plantas no mutantes (Figura 5.12). Estos resultados sugieren que
la modulacién de vias de defensa por parte de las proteinas DELLA seria responsable de
la reduccidn de la acumulacién viral en las plantas cuadruple mutantes versus las plantas

no mutantes.
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Figura 5.12. Las proteinas DELLAs reducen la acumulacion del virus TMV-Cg Niveles
relativos de CgCP determinados por la técnica de RT-gPCR en gai-1 y cuadruple-DELLA
mutantes a 5 y 7 dpi comparados con los niveles de acumulacién del virus TMV-Cg en
plantas salvajes. Se muestra el valor medio + ES de 7 réplicas bioldgicas para cada
tratamiento. Los asteriscos indican las diferencias estadisticamente significativas (* = P
valor < 0.05).

Discusion

5.1 La expresion de la proteina CgCP altera el desarrollo de A. thaliana

En los Ultimos afios se han caracterizado, por medio del empleo de plantas transgénicas,
el efecto de las proteinas virales individuales en la produccién de sintomas (Conti et al.,
2012)(Pallas and Garcia, 2011). Por ejemplo, se ha observado que la proteina P2 del virus
del enanismo del arroz (Rice dwarf virus, RDV) interactia con una enzima implicada en la
biosintesis de giberelinas, lo que ocasiona una menor acumulacién de los niveles de GA;
y produce el sintoma de enanismo en las plantas de arroz. En este capitulo se estudio el
efecto de la expresiéon de la CgCP sobre el desarrollo de A. thaliana. Por medio del
empleo de las lineas transgénicas CP#72 y CP#71 se encontré que la CgCP atrasa el
crecimiento y el tiempo de la transcision floral. Estos cambios en el desarrollo no habian
sido previamente reportados en un trabajo previo realizado con esta linea transgénica
(Koo et al., 2004), probablemente debido a diferencias en las condiciones

experimentales. En el estudio realizado por Koo, el tratamiento con el inductor fue
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realizado en un tiempo de desarrollo mas tardio (a las 5/6 semanas de edad), a posteriori
de la transcision vegetativo/reproductivo donde la emergencia de las inflorescencias ya
ha ocurrido (Boyes et al., 2001). En cambio, en los ensayos presentados en este capitulo
la aplicacion del inductor se realizé en el estadio de plantulas y en plantas del estadio
1.08, previo a la aparicién del tallo caulinar.

El rol de la hormona GA y de las proteinas DELLAs sobre el desarrollo estda ampliamente
reportado (Bolle, 2004) (Claeys et al., 2012). Frente a cambios ambientales, tanto los
niveles de GA y los niveles de las proteinas DELLAs se encuentran altamente regulados
(Dubois et al., 2013) (Achard et al., 2008). En particular, se ha observado que la infeccion
de plantas del género Citrus con el viroide de la exocortis de los citricos, produce la
reduccion de una enzima implicada en la sintesis de GA, reduciendo los niveles de GA;,
una de las giberelinas bioactivas (Vidal et al., 2003). Por otra parte, la informacién por
medio del ensayo de microarreglos presentada en el capitulo cuarto muestra que la CgCP
altera la expresidon de un conjunto de genes que también son regulados por las proteinas
DELLAs (Figura 5.1). Ademds, se ha reportado que las proteinas DELLAs modulan
negativemente la expresién de genes de respuesta a SA (Navarro et al., 2008), lo que
podria explicar el efecto de la CgCP sobre la modulacién negativa de la via de SA. En
conjunto, estas evidencias llevaron a caracterizar el rol de las proteinas DELLAs durante

la expresién de la CgCP.

5.2 La proteina CgCp estabiliza a las proteinas DELLAs

En este capitulo se demostré que la CgCP retrasa la degradacion de la proteina GFP-RGA
mediada por GA (Figura 5.8 A y 5.8 B). Ademads, se observd un incremento de la
expresion de genes blancos de DELLA en plantas que expresan la CgCP (Figura 5.3).
Recientemente, se ha sugerido que los virus podrian inactivar a las enzimas E3 ligasas
para proteger a la proteinas que son inestables (Alcaide-Loridan and Jupin, 2012). Por
otra parte, se ha demostrado que la proteina C2/L2 de un geminivirus interactia con un
componente del signalosoma (complejo CSN), el componente COP9, comprometiendo la
actividad del complejo CSN sobre un subgrupo de E3 ubiquitin ligasas, denominadas SCF-
ubiquitin ligasas o ligasas que portan la subunidad CUL-1(Lozano-Duran et al., 2011). En

consecuencia, este subgrupo de ligasas se encuentra alterado en las plantas que
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expresan la proteina viral C2/L2. Dado que estas ligasas estan implicadas en la regulacion
de varios factores regulatorios de vias hormonales, las plantas que expresan la proteina
C2 tienen alteradas varias vias de sefializacion hormonal, entre ellas la via de respuesta a
la hormona GA.

Basados en las evidencias previas, es posible suponer que la proteina de CgCP estabiliza a
las proteinas DELLAs por medio de la alteracion de un componente de la maquinaria del
proteasoma. Alternativamente, el efecto de la proteina CgCP sobre la estabilizaciéon de
DELLA podria ser explicada por medio de la alteracién de un componente especifico de la
via de sefializacion de GA. Por ejemplo, en ensayos realizados con plantas de arroz
infectadas con el virus RDV se observo que la proteina P2 del virus RDV interactia con
una enzima tipo ent-kaurene oxidasa que esta implicada en la biosintesis de las
giberellinas. Como cosecuencia, las plantas infectadas muestran una reducciéon de los
niveles de GA; respecto de los niveles detectado en plantas no inoculadas (Zhu et al.,
2005). Ademas, los niveles de GA reducidos en las plantas de arroz infectadas con RDV
ocasionan una reduccién en la altura de las plantas respecto de la altura de plantas no
infectadas (Zhu et al., 2005). Estas evidencias muestran que los cambios en los niveles de
la hormona GA, o bien la alteracién de un componente implicado en la sefializacién de
GA, son responsables de algunos de los sintomas observados durante las infecciones
virales. En esta misma linea, en el presente capitulo se demostré que la CgCP reduce el
crecimiento de las plantas tanto en el estadio de plantula, como en plantas adultas
(Figuras 5.5, 5.6 y 5.7). En conjunto, la proteina CgCP estabiliza a las proteinas DELLAs,
altera la expresién de genes dependientes de DELLA y como resultado, reduce el

crecimiento de Arabidopsis thaliana.

5.3 El rol de las proteinas DELLAs en la modulacién de la defensa antiviral

El rol de las proteinas DELLAs en la modulacién de la respuesta de defensa frente a
patégenos bacterianos ha sido previamente caracterizada por Navarro et al (Navarro et
al., 2008). Sin embargo, el rol de estas proteinas sobre la modulacion de vias de
sefializacion antiviral no habia sido caracterizado previo al desarrollo de este trabajo. El
estudio del rol de las proteinas DELLAs sobre las vias de defensa antivirales es de

importancia ya que los virus poseen componentes especificos involucrados en la via de
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defensa mediada por la hormona SA. Uno de estos componentes, el gen RDR1, codifica
para una proteina implicada en el mecanismo de silenciamiento de RNA. RDR1 es
requerido para el mantenimiento de la resistencia basal contra varios virus de RNA,
incluyendo el virus TMV (Xie et al., 2001). Ademas, al infectar plantas rdrl mutantes con
el virus TMV-Cg se observa una mayor acumulacion viral tanto en las hojas inoculadas
como en las hojas sistémicas (Yu et al., 2003c). Aparte del rol directo de la proteina
RDR1 en la resistencia viral, esta proteina también jugaria un rol indirecto en la
regulacion de la expresion de otros genes de defensa en N. tabacum (Rakhshandehroo et
al., 2009) Particularmente, se ha observado que los niveles de expresién del gen AOX1A
son incrementados en plantas salvajes luego de la infeccidn con el virus PVY, mientras
gue los niveles de expresion de AOX1A no se incrementan en plantas rdrl mutantes
luego de la infeccidn con el virus PVY. La regulacidn de la expresion de AOX1A por parte
de la proteina RDR1 es muy relevante ya que se ha propuesto que AOX1A estd
involucrado en la resistencia antiviral mediada por SA en plantas de tabaco susceptibles
(Chivasa et al., 1997).

En el presente capitulo se estudid la expresién de los genes RDR1 y AOX1A en plantas
cuadruple mutantes de DELLA y en plantas gai-1 mutantes. Se observaron niveles
reducidos de expresion de AOX1A y de RDR1 genes en plantas gai-1 mutantes
comparadas con plantas non-mutantes del cultivar Ler (Figura 5.4). En contraste, las
plantas cuadruple mutantes mostraron niveles superiores de expresion de AOX1Ay RDR1
gue las plantas no mutantes (Figura 5.4).Varios reportes han mostrado que las especies
reactivas de oxigeno (ROS) estan involucradas en eventos de seiializacién de vias de
defensa y que ademas potencian la sefializacién mediada por SA (Noshi et al., 2012)
(Manacorda et al., 2013). Particularmente, se ha mostrado que niveles altos de ROS
incrementan la induccion de RDR1 mediada por SA (Liao et al., 2013) . Ademas, tanto SA
como el peréxido de hidrogeno estan involucrados en la induccion de AOX1A (Wagner,
1995) (Maxwell et al., 2002). Las proteinas DELLA incrementan la expresiéon de genes de
detoxificacién de ROS y en consecuencia los niveles de ROS son reducidos (Achard et al.,
2008). Basados en estos resultados, es posible sugerir que las proteinas DELLA podrian
estar atenuando la expresién de RDR1 y AOX1A por medio de la alteracidén de los niveles
de ROS. Por otro lado, el rol de las proteinas DELLA en la regulacidon negativa de la

expresion de genes involucrados en defensa antiviral sugiere que la estabilizacién de las
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proteinas DELLAs durante la infeccion con el virus TMV-Cg contribuiria a incrementar la

susceptibilidad frente a este virus.

5.4 El rol de las proteinas DELLAs durante la infeccion con el virus TMV-Cg

Las proteinas DELLA son estabilizadas durante varios estreses, bidticos y abidticos
(Navarro et al., 2008; Dubois et al., 2013), y durante la expresidon de proteinas virales
(Lozano-Duran et al., 2011). Sin embargo, el rol de las proteinas DELLAs durante las
infecciones virales no habia sido descripto antes de la realizacion de esta tesis. En este
capitulo se observé que el virus TMV-Cg atrasa la degradacion de las proteinas DELLA
mediada por GA en plantas de N. benthamiana (Figura 5.9A y 5.9 B). Ademds, se observd
que el virus TMV-Cg produce un atraso de la transicion floral y una reduccién en la altura
de las plantas a en Arabidopsis thaliana (Figura 5.10). Estos resultados estan de acuerdo
con un impacto en la actividad de las proteinas DELLAs durante las respuestas de estrés.

La estabilizacion de las proteinas DELLA durante las infecciones con virus TMV-Cg,
sugiere que la alteracion de los niveles de esta proteinas DELLA alteraria la expresion de
genes durante la infeccidn con el este virus. El andlisis de la expresién de genes regulados
por DELLA en plantas salvajes mostré que a medida que la infeccién con el virus TMV-Cg
progresaba se producia una reduccion en los niveles de expresion de genes de respuesta
a SA (Figura 5.11 A), mientras que en las plantas cuadruple mutantes de DELLA infectadas
con el virus TMV-Cg no se producia la reduccién de la expresion de los genes de
respuesta a SA (Figura 5.11 B). En paralelo, se observé que a medida que la infeccidn con
el virus TMV-Cg progresaba, se incrementaban los niveles de dos genes blancos de las
proteinas DELLAs, CSD1 y CSD2 (Figura 5.11 A). Contrariamente, los niveles de expresion
de estos genes no se alteraron en plantas DELLA cuddruple mutantes infectadas con el
virus TMV-Cg en comparacion de los niveles observados en plantas cuadruple mutantes
no infectadas (Figura 5.11 B). Basados en estos resultados, se propuso un modelo para
explicar el rol de las proteinas DELLAs en la modulacion de la respuesta de genes de SA
durante la infeccion con el virus TMV- Cg (Figura 5.13). Este modelo propone que a
medida que la infeccidn viral progresa, la proteina CgCP estabiliza a las proteinas DELLA.
A su vez, las proteinas DELLA incrementan los niveles de expresién de los genes de

detoxificacion de ROS, reduciendo los niveles de estas moleculas sefializadoras. En
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consecuencia, niveles reducidos de ROS atenuan la respuesta de genes de respuesta a

SA.

= mA

3 é’ Genes involucrados en la
-% ‘gc’o detoxificacién de ROS
o

g 9

g % Genes de respuesta a SA

=

Progreso de la infeccidn con el virus TMV-Cg /
acumulacién de CgCP

Figura 5.13: Modelo propuesto para explicar el rol de las proteinas DELLAs sobre la
modulacién de la expression de genes de respuesta a SA durante la infeccidn con el
virus TMV-Cg. A medida que la infeccidon viral progresa, la acumulaciéon de la CgCP
estabiliza a las proteinas DELLAs incrementando genes de detoxificacion de ROS. En
paralelo, la estabilizacidn de las porteinas DELLAs regula negativamente la expresion de
genes de respuesta a SA.

En base a los resultados obtenidos se puede sugerir que la CgCP produce un incremento
de la susceptibilidad del hospedante por medio de la atenuacidn de la expresién de los
genes de respuesta a SA regulados por DELLA. De acuerdo con esta hipdtesis, se observd
que las plantas cuadruple-DELLA mutantes (en las cuales los genes de defensa estdn
sobre-representados) acumulaban aproximadamente 100 veces menos de la proteina de
capside que las plantas no mutantes infectadas. Sin embargo, los niveles de acumulacidn
de la capside no mostraron diferencias significativas en las plantas gai-1 mutantes en
comparacion con los niveles detectados en plantas no mutantes infectadas (Figura 5.12).
De igual modo, expermientos realizados por otros grupos han mostrado que plantas
transgénicas deficientes en la acumulacion de la hormona SA e inoculadas con el virus
ORMV (un virus muy similar al virus TMV-Cg) son igualmente susceptibles que las plantas
salvajes (Huang et al., 2005). En el trabajo de Huang et al., se sugiere que los virus
podrian estar contrarrestando las defensas mediadas por SA durante las infecciones
compatibles y en consecuencia, el grado de susceptibilidad frente a la infeccidn viral de
plantas salvajes seria similar al grado de susceptibilidad de plantas deficientes en Ila

acumulacién de SA (Huang et al., 2005). La modulacidon negativa de las vias de defensa
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mediadas por SA observada en plantas salvajes infectadas con el virus TMV-Cg avala esta
hipétesis.

En resumen, los resultados presentados en este capitulo muestran que las proteinas
DELLAs modulan negativamente la expresidon de genes involucrados en vias de defensa
antiviral y, por consiguiente, la ausencia de estas proteinas produce una reduccion del

grado de suscptibilidad del hospedante frente al virus TMV-Cg.

Conclusiones

Los resultados obtenidos en el presente capitulo permiten concluir que:

- La expresidon de las proteina CgCP estabiliza a las proteinas DELLAs y atrasa el
crecimiento de Arabidopsis thaliana

- Las proteinas DELLAs actuan modulando negativamente las defensas antivirales.

- Elvirus TMV-Cg estabiliza a las proteinas DELLAs que a su vez, atenua la induccidn
de vias de sefalizacidn de defensa a medida que progresa la infeccidn viral.

- La atenuacion de vias de defensa promueve la susceptibilidad del hospedante

frente al virus TMV-Cg.

127



CAPITULO 6: DISCUSION GENERAL

El estudio de la alteracién de la expresion génica durante las infecciones virales es de
gran importancia para entender los mecanismos involucrados en la defensa frente a
esta clase de patdgenos y, de este modo, poder contribuir a desarrollar estrategias, o
bien mejorar las estrategias existentes, con el objetivo de disminuir las pérdidas
econdmicas ocasionadas por los virus.

En la presente tesis se estudid el rol de una de las proteinas virales del virus TMV-Cg, la
proteina CgCP, sobre la modulacién de la expresidon génica del hospedante A. thaliana.
Los resultados obtenidos en el tercer capitulo de este trabajo de investigaciéon permiten
concluir que la proteina CP del virus TMV-Cg disminuye la expresién de genes de la via de
sefializacion de la hormona SA, entre ellos el gen RDR1. En un trabajo previo realizado
por Conti et al (2012), ya se habia reportado el rol de la proteina de capside de otro
Tobamovirus, el virus TMV, en la modulaciéon negativa de la expresién de genes de
respuesta a SA. De modo que los resultados presentados en esta tesis confirman y
amplian las evidencias previas sobre el rol de la CP en la modulacion negativa de la via de
sefializacion mediada por la hormona SA.

El andlisis del rol de la CgCP sobre la expresiéon génica de A. thaliana fue completado
empleando un perfil de expresién realizado en plantas que expresan la CgCP bajo un
promotor inducible (capitulo cuarto). El analisis de este ensayo permitid determinar un
grupo de genes cuya expresidon es alterada por la CgCP. Por medio de un andlisis de
bioinformatico, se clasificaron a estos genes en categorias GO y se determinaron las
categorias GO sobre-representadas. Interesantemente, al analizar las categorias GO
sobre-representadas dentro del grupo de genes de cuya expresién disminuye durante la
expresion de la CP, se encontrd un grupo de genes involucrados en vias de defensa. Con
el objetivo de estudiar si estos genes integran una via de seializacién comun, se
procedid en primera instancia a realizar un analisis de co-expresion. Este analisis mostrd
gue estos genes integran una red de co-expresidn lo que sugiere que podrian estar
involucrados en una misma via de sefalizacion. Este andlisis fue completado con la
busqueda de elementos regulatorios en las regiones promotoras de los genes-
coexpresados. Dicho andlisis permitié encontrar un mdédulo, presente dentro de la red de

co-expresion, integrado por genes que comparten los motivos regulatorios TL1ATSAR vy
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W-NPR1BOX los cuales estan presentes en genes regulados por NPR1 y en el promotor
de NPR1 respectivamente (Wang et al, 2005; Yu et al, 2001). Por medio de la técnica de
RT-qPCR, se estudid la expresion de un subgrupo de estos genes en plantas que expresan
la CgCP, observandose menores niveles de expresién de estos genes respecto de los
niveles de expresién en plantas que no expresan la CgCP. En conjunto, estos resultados
apoyan las evidencias previas sobre el rol de la CP en la modulacidn negativa de la via de
sefializacion mediada por la hormona SA y sugieren que la CgCp alteraria la expresion de
genes dependientes de los factores W-BOXy NPR1.

Por otra parte, en el capitulo cuarto se procedié a analizar la expresién de los genes que
presentan los motivos TLIATSAR y W-NPR1BOX en sus regiones promotoras en plantas
infectadas con el virus TMV-Cg. Por medio de este ensayo se observd que este conjunto
de genes incrementa su expresion a tiempos tempranos de la infeccién con el virus TMV-
Cg, mientras que a tiempos tardios la expresion de estos genes disminuye. Considerando
gue a medida que progresa la infeccidn viral los niveles de acumulacion de CgCP son
mayores y la que CgCP disminuye la expresién de genes que presentan los motivos
TL1ATSAR y W-NPR1BOX, es posible suponer la CgCP estaria involucrada en la regulacién
negativa de la expresién de estos genes a tiempos tardios de la infeccidn viral.

En el quinto capitulo se analizé el efecto de la CgCP sobre la estabilidad de las proteinas
DELLAs. Como se mencioné previamente, las estabilizacion de las proteinas DELLAs
modula negativamente de la via de SA (Navarro et al., 2008), generando una mayor
suscptibilidad frente a los patégenos biotrofos. En el caso de los patdgenos virales el rol
de las proteinas DELLAs durante las infecciones virales no habia sido analizado hasta el
desarrollo de la presente tesis. Por medio de ensayos de microscopia de fluorescencia, se
demostré que la CgCP retrasa la degradacién de la proteina GFP-RGA mediada por GA.
Ademas, se observé que el virus TMV-Cg retrasa, a su vez, la degradacién de la proteina
GFP-RGA. Los resultados obtenidos en el capitulo quinto llevaron a proponer un modelo
gue explica el impacto de estabilizacién de las proteinas DELLAs durante el desarrollo de
infeccion viral. Este modelo plantea que a medida que progresa la infeccidn viral se
acumulan mayores niveles de la proteina de capside lo que produce la estabilizacion de
las proteinas DELLAs y, en consecuencia, disminuyen los niveles de expresién de genes de
respuesta a SA (Figura 5.13). La estabilizacién de las proteinas DELLAs también tiene un

impacto en los niveles de acumulacion del virus TMV-Cg. Las plantas cuadruple mutantes
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de DELLA acumulan menores niveles del virus TMV-Cg que las plantas salvajes, lo que
implica que la ausencia de las proteinas DELLAs produce un incremento de la tolerancia
frente al virus TMV-Cg.

En conjunto, los resultados presentado en esta tesis muestran que la CgCP modula la
expresion génica del hospedante A. thaliana, disminuyendo la expresion de genes
implicados de la via del SA. Entre los genes de la via de SA cuya expresidn es disminuida
por la CgCP, se encuentra un subgrupo de genes que poseen los motivos TLIATSAR y W-
NPR1BOX en sus regiones promotoras. Para finalizar, se propone que la estabilizacion de
las proteinas DELLAs durante la expresion de la CgCP contribuiria a modular

negativamente la via de sefializacion mediada por SA.
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APENDICE A: Seleccion de genes de referencia para los andlisis de

expresion génica mediante RT-qPCR

Con el objetivo de obtener datos de expresién relativa confiables y de alta repetibilidad
es de vital importancia seleccionar genes de referencia enddgenos, cuya expresion
permanezca estable en las condiciones experimentales empleadas para ser usados como
controles internos en la normalizacion de los datos.

En este trabajo se seleccionaron tres genes de referencia para realizar el analisis de
estabilidad: el factor de elongacién 1 alfa, ubiquitina y gliceraldehido fosfato
deshidrogenasa. Se obtuvieron oligonucledtidos para cada uno de los genes candidatos y
se llevaron a cabo tres reacciones de RT-gPCR diferentes (una para cada gen candidato) a
partir de cinco réplicas biolégicas de todas las lineas transgénicas y de las plantas
salvajes. Los datos de fluorescencia fueron procesados mediante el software LinRegPCR y
los valores de CT fueron utilizados para analizar la estabilidad de expresién mediante dos
métodos diferentes.

El Normfinder (Andersen et al. 2004) analiza la estabilidad de expresién mediante un
modelo matematico que considera las variaciones intra e intergrupos de los datos. Este
analisis considerd al gen UBIQ5 como el transcripto mas estable (valor de estabilidad=
0,13) seguido de EF-1 alfa (Valor de estabilidad=0,65). GAPDH fue el menos estable de los
tres con un valor de estabilidad de= 14,24).

La aplicacién del Bestkeeper (Pfaffl et al, 2004) analiza la variabilidad de expresiéon
mediante la estimacion del desvio estandar (SD) y el coeficiente de variacion (CV) de cada
gen y luego realiza comparaciones de a pares considerando un gen de referencia ideal
gue denomina beestkeeper. Esta aplicacion mostrd valores de estabilidad muy similares
para el EF1 alfa (SD=0,46) y el gen UBIQ5 (SD= 0,50), siendo el EF-1 alfa un poco mas
estable. Por otra parte, consideré que el transcripto menos estable es GAPDH.

En resumen, los genes mas estables resultaron ser UBQ5 y EF-1-alfa. Se procedid a
seleccionar el gen UBQ5 dado que presentd una mayor estabilidad que el EF-1-alfa por
medio del programa Normfinder y una estabilidad muy similar al EF-1-alfa por medio del

programa Bestkeeper.
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APENDICE B: Puesta a punto y estandarizacién del protocolo de RT-qPCR:
Informacién minima requerida para la publicacion de experimentos de RT-

qPCR (MIQE)

El empleo de las reglas MIQE (Bustin et al., 2010) tiene objetivo asegurar que los
protocolos de RT-qPCR sean presentados de manera detallada en la literatura para que
puedan ser reproducidos por otros investigadores. Uno de los puntos mds importantes a
detallarse en estos protocolos es la informacidn sobre las muestras bioldgicas. Se debe
brindar informacidn sobre el material de partida, en particular el tejido empleado y las
condiciones de almacenamiento. También se debe analizar la calidad de extraccion del
ARNm por medio de alguna técnica que permita corroborar la integridad del mismo. En
nuestro laboratorio dicha integridad es analizada por medio de la técnica de
electroforesis, analizando las bandas correspondientes a los ARN ribosomales. Ademas,
se debe detallar los nimeros de acceso de los genes analizados y las secuencias de los
oligos empleados.

La informacidn previa fue resumida en la Tabla 1 siguiendo los requerimientos MIQE
(Bustin et al., 2010).

Tabla 1. Condiciones experimentales utilizadas para el analisis de expresion de genes

mediante RT-gPCR de acuerdo a los requerimientos MIQE

Diseiio experimental

Controles CP#72 plantas tratadas con agua/ plantas
inoculadas con buffer

CP#72 tratadas con MOF /Plantas infectadas con
el virus TMV-Cg

Tratamientos

Muestras

Tipo de muestra
Procesamiento

Condiciones de congelamiento
Extraccion de RNA
Procedimiento

Reactivos

Detalles del tratamiento con DNAsa
Determinacién de contaminaciones
Cuantificacion de acidos nucleicos

Instrumento

Hojas de Arabidopsis
Homogenizacién con nitrogeno liquido
-802C

Extraccién fenol-acido
TRIzol (Invitrogen®)

DNAse | Amp Grade (Invitrogen), 15 min a
temperatura ambiente

<3%
Absorbancia a 260 nm

NanoDrop ND-1000; NanoDrop® Technologies
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Pureza ( A260/ A 280)
Integridad del RNA

Transcripcion reversa
Condiciones
Cantidad de RNA y volumen de reaccion

Oligonucleotidos utilizados

Transcriptasa reversa
Temperatura y tiempo

Protocolo para RT-qPCR

Condiciones para la reaccion

Volumen de reaccidn y cantidad de cDNA
Primers, Mg déy concentracion de dNTPs
Polymerasa

Buffer

Fabricante del equipo de gPCR
Validacion de Qpcr

Especificidad

Método para determinacion de eficiencia de las
PCRs

Analisis de datos

Programa para andlisis de gPCR

Método para determinacion de Ct

Identificacion de datos espureos
Criterios de seleccidn de genes de referencia

Descripcién de método de normalizacidn

>1.8
Analisis mediante electroforesis en geles de
agarosa

De acuerdo a las instrucciones del fabricante
Invitrogen
1ug de ARN total en 20 pl de reaccion

oligo d(T)20 de (Invitrogen®) y oligonucleétidos al
azar.

MMLVI (Invitrogen®).

50 min a 372C,luego 15 min a 702C

5 min a 95 2C, 40 ciclos de 30 seg a 952Cy 1 min
60 °C

20ul reaccion, 20-200 ng de ARN

3 mM Mg2+, 200 nM oligos, 0,2 mM de dNTPs
Taq Platinum (Invitrogen @)

20 mM Tris-HCL (pH 8,4) y 50 mM KCl

ABI 7500, Applied Biosystems

Analisis mediante geles de agarosa y curvas de
disociacién en cada corrida de gPCR

Eficiencia media por amplicon calculada mediante
el programa LingRegPCR (Ramakers et al, 2003).

LinRegPCR

LinRegPCR

LinRegPCR

Se evaluaron 3 genes de referencia (EFla,
UBQ5,GAPC1) para ensayos de estabilidad
mediante tres algoritmos (ver item 2.3.2). Se
seleccioné UBQ5 como control interno.

Pfaffl, 2001)

(control Ctmean—sample Ctmean )y

“target

(control Ctmean—sample Ctmean) e
reference

Implementado mediante la interface multivariada
fgStatistics
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Numero de réplicas técnicas
Método de analisis estadistico

Programa

Repetibilidad (variacién intra-ensayo), error
estandar de Ct, error standart

2
Prueba de permutaciones de a pares (5000)

Fg Satistics

0.8
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APENDICE C: Lista de oligonucleétidos utilizados

Primers usados en el Capitulo 3

ONuUmero de accesiéon Gen Secuencia

At3g22370 AOX1A CCGACGATTGGAGGTATGAGATT
CCGGTGGATTCGTTCTCTGTTT

At3g56400 WRKY70 CACCAACGCAGAAACTCCCA
TTCTCCGTGGACGAACCATG

At1g14790 RDR1 TGGAATTGGGATGAGGAAACTG
TCGTCCTTGCGGAGAATGC

NM-116090 UBQ5 CGGACCAGCAGCGATTGATT
ACGGAGGACGAGATGAAGCG

D38444 TMV-Cg CP TGTCGCAATCGTATCAAAC
CTGTATCTGGAAACCGCTG

Primers usados en el Capitulo 4

At2g40970 | MYBC1 CTTAGATGGGAAGAAGAGCT
CCGAGATGATGATTAGGACT
At3g10500 | ANACO53 GGTCGTGGCTCAGTAACATC
CGGTAACAGAGATAGCATCG
At5g46910 | JumonijiF CTACAGACCAACAAAGGAGGA
TCTCTTTCATCAACACAGCG
At1g01250 | AP2 GAAGCTATCATCACCACCAGT
TTTCCCCATCGGCGTTTGCG
At4g23690 | DRP TTTTACTCTTCTCCGATAC
GAGGTTGCGTTTGCTACATTCG
At4g36410 | UBC17 GGCAAACCAATCCTCCTTCT
TTGGCGTAAAGAGTTCCTGG
At1g19640 | IMT TGGAGGTAATGCGAGTTCT
CGTCCATTACTCTTCTGCC
At5g23820 GCCTATGCTACTCCTCCTCG
GGTTCCGTAATCGTTTCCAT
At1g07350 | SR45a AGAAGGCACAGGTCGGTATCG
TCCGAGACTTGCTTCTGCTCTC
At3g60530 | GATA4 GAGCACCAGCACCTTCCGTA
CCGTAACCGATTCAGCGTTG
At5g15230 | GASA4 GTACCCAATGCCCATCGGA
GCACACAGAGACACTTCCTGCA
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At1g55020 | LOX1 ACCTTGAAGCCGTTGGTGATAG
GCCAACTGCCATAGCGAGTC
At1g01720 | ATAF1 GTTCAGAGCGAGCCCAAGTG
ATCCACGGTGGCATCAATGT
At3g45140 | LOX2 TGAAGTGCGGAACATAGGCC
GCTGCATGGTGACCTGAGGT
At5g59320 | LTP3 ATGGCTTTCGCTTTGAGGTTCT
ATGGAGCCAAGCTACCTGCC
At5g57050 | ABI2 TGTTCCATTCAGACCATTCA
CGTCGCCAGAACAAGAACT
AT1G02205 | CER1 AAGGATGGGAAATGCATGAG
TGATGTGGAAGGAGGAGAGG
At3g45640 | MPK3 TACACGGATTTTCCGGCGGTGGA
TCGGAGGACGATACTTAGA
At5g26920 | CBP60g CGCACCAAGCCGTTGAAACGATG
CTGGCTCTTGGAGATCCCA
At2g30250 | WRKY25 ATGTCTTCCACTTCTTTCACC
GTACCCACCAAAACTCGAC
At3g56400 | WRKY70 CACCAACGCAGAAACTCCCA
TTCTCCGTGGACGAACCATG
At1g72920 ATGTCTTCTGCTACTGCGA
TIR-NBS CCTTCCAACAAGTTCTTTGT
At4g35770 GAATTGGAAACTGGTCATCG
SEN1 TTGTTGTCGTTGCTTTCCTC
AT5G20250 GGAGCAGCACAGAGAGAAAAA
DARKINDIOF | GCACAGTCTCCATTCCAGGT
At5g06600 CTATGATGACTCCGCCTCCCGTT
UBP12 TCGCAGCAGTCTCGGGTTGG
At1g80920 AATCAGATGGAAGGGACGGAGGA
ATI8 CCATCCATCCATTCTTCCCA
At4g39400 GCGTCCCTTGCTGGTAGTGTG
BRI GCCTCTTTCTTTCTCCGTCTCTTC
NM- CGGACCAGCAGCGATTGATT
116090 UBQ5S ACGGAGGACGAGATGAAGCG
D38444 TGTCGCAATCGTATCAAAC
TMV-CgCP | CTGTATCTGGAAACCGCTG

Primers usados en el Capitulo 5

Numero de accession Gen Secuencia

At3g22370 AOX1A CCGACGATTGGAGGTATGAGATT
CCGGTGGATTCGTTCTCTGTTT

At3g45640 MPK3 TACACGGATTTTCCGGCGGTGGA
TCGGAGGACGATACTTAGA

At5g26920 CBP60g CGCACCAAGCCGTTGAAACGATG
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CTGGCTCTTGGAGATCCCA

At2g38470 WRKY33 GTTTCAGTCCCTCTCTTTTT
GTTCTTGTCTCCTTCATTTA
At2g30250 WRKY25 ATGTCTTCCACTTCTTTCACC
GTACCCACCAAAACTCGAC
At3g56400 WRKY70 CACCAACGCAGAAACTCCCA
TTCTCCGTGGACGAACCATG
At1g14790 RDR1 TGGAATTGGGATGAGGAAACTG
TCGTCCTTGCGGAGAATGC
At1g08830 CsD1 CCAAAGAGAGACGAAGCA
GCCTTTCTGATCTCAGGA
At2g28190 csD2 GCTCCAGAAGATGAGTGCCGTCA
CCACCCTTTCCGAGGTCATCCTT
NM-116090 CGGACCAGCAGCGATTGATT
UBQ5 ACGGAGGACGAGATGAAGCG
At3g63010 CAGCTTCACTCATTCCTCCGCCA
GID1b GCGTTCCATCCATCGTCGTAAGC
At4g36410 GGCAAACCAATCCTCCTTCT
UBC17 TTGGCGTAAAGAGTTCCTGG
At5g50915 TCGAGCTAGAAGAGGCCAAGC
bHLH137 TCACAGCCCGGAACAAGGT
At4g23060 TTCCTCATACCCATCGCTACCG
lQb22 TCCTCATCCTCCACATCG
D38444 GAAGTTCACTTAGAAGAGTTGC
Replicase TMV-Cg AACGGCCTCATCTAACTG
D38444 TGTCGCAATCGTATCAAAC
TMV-Cg CP CTGTATCTGGAAACCGCTG
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APENDICE D: Lista de genes co-expresados obtenida por medio del

programa ATTED-II

Gen Descripcién

At2g26190 | Proteina de unién a calmodulina

At5g25440 |Proteina perteneciente a famila de quinasas
At4927490 | Factor de seguimiento de manganaso mitocondrial
At1g11330 | Proteina quinasa de union a lectinas

At1g42990 | Proteina con un motivo de cierre de leucinas
At3g50950 |Proteina de resistencia HOPZ1

At5g47230 | Factor de respuesta a etileno 5

At2g40270 | Proteina perteneciente a familia de quinasas
At1g69730 |Proteina quinasa asociada a pared

At2g27730 | proteina de tolerancia a salinidad con motivo dedos de zinc
At2g25735

At4921380 | Proteina quinasa 3

At3g56710 | Proteina de unidn a factor sigma

At5g45340 | Polipetido 3 pertenciente a la familia 707, subfamilia A de citocromo p450
At3g51890 | Proteina perteneciente a la cadena livina de clatrinas
At5g60900 | Proteina tipo receptor con motivo de proteina quinasas 1
At5g54490 |Proteina de unién a PINOID

At3g55980 | Proteina inducible por sal con motivo dedos de zinc
At2g23680 | Proteina de aclimatacion a frio WCOR413
At2g20142 | Proteina de resistencia con motivo TIR ( Toll-interleukin resistance)
At2g46400 | Factor de transcripcion WRKY46

At5g52760 | Proteina de transporte de cobre

At4g23180 |Proteina rica en cisteinas tipo proteina quinasa
At4g27280 | Proteina de union a calcio con motivo EF-hand
At2g22880 | Proteina que contiene un motivo VQ

At3g09870 |Proteina SAUR de respuesta a auxinas

At2g26440 |Invertasa / inhibidor de pectin-metylestaresas
At3g50930 |Proteina de sintesis de citocromo BC1

At5g43450

At2g41730

At3g05650 | Proteina tipo receptor 32

At5g51190 | Proteina tipo integrasa con motivo de unién a ADN
At4g26090 |Proteina de resistencia con un motivo NB-ARC
At5g19240 | Precursor de glico-proteina de unclaje a menbrana
At2g31880 | Proteina quinasa con motivo de repetcién de leucinas
At1g05575 | Proteina desconocida

At5g18490 |Proteina de funcion desconocida (DUF946)
At1g29240 |Proteina de funcion desconocida (DUF688)
At4g23130 | Porteina tipo recpetora con motivo quinasa
At4g14365 | XB3

At5g02290 | Proteina pertenciente a la familia de quinasas
At1g66880 | Proteina pertenciente a la familia de quinasas
At1g11050 | Proteina pertenciente a la familia de quinasas
At5g61210 | Factor ATSNAP33

At4g36550 | Proteina con repeticion ARM

At2g40140 |Proteina con motivo de union a zinc
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At2g41090

Proteina de union a calcio con motivo EF-hand

At3952430

Proteina hydrolasa

At5g52750

Proteina de transporte de metales pesados

At1g72940

Proteina con motivo TIR ( Toll-interleukin resistance)

At1910170

Proteina tipo NF-X 1

At3916720

Proteina Toxicos en levaduras?2

At4g37370

Polipeptido 8, perteneciente a la subfamilia D de citocromo p450

At1g80840

Factor de transcripcion WRKY40

At4g18880

Proteina de shcok termico A4A

At2903760

Sulfotransferasa 12

At4g26070

Proteina tipo MAPK quinasa

At1976700

Proteina de shock termico que contiene un motivo DNA|

At1g16670

Proteina perteneciente a la familia quinasa

At3g27560

Proteina perteneciente a la familia quinasa

At5927420

Proteina relacionada a la insensibilidad a la relacién carbono/ nitrogeno 1

At1974440

Proteina de funcién desconocida (DUF962)

At4g05020

NAD(P)H desidrogenasa B2

At1g32870

Proteina con motivo NAC 13

At2g26530

Proteina de funcién desconocida (DUF1645)

At1921270

Proteina quinasa asociada a pared celular 2

At3g46600

Factor de transcripcion tipo GRAS

At4g17490

Factor de transcripcion EFR6

At5g39670

Proteina de union a calcio con motivo EF-hand

At4g33050

Proteina de union a calmodulina

At3g50910

Proteina desconocida

At1922280

Proteina fosfatasa tipo 2C asociada a fitocromo

At4g28400

Proteina fosfatasa 2C

At1g59590

ZCF37

At1910340

Proteina con repeticiones ankyrin

At1g07000

Subunidad del exocisto Exo70

At3g950060

Proteina con motivo myb 77

A1tg72900

Proteina con motivo TIR (Toll-interleukin resistance)

At3g44260

Ribonucleasa tipo H

At3g13430

Proteina RING/U-box

At4g29780

At1921250

Proteina asociada a pared celular

At2g23200

Proteina quinasa

At5g61600

Factor de respuesta a etileno 104

At4g24570

Transportador dicarboxilico 2

At5g48380

Proteina tipo quinasa que interactua con BAK1
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