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1. RESUMEN

Las malas practicas de gestion agricola y de los recursos hidricos, asi como el
uso excesivo de fertilizantes y pesticidas, han dado lugar a la erosion y la
desertificacion del suelo. Actualmente alrededor del 70% de los suelos tienen
problemas de degradacion en diferentes niveles, desde leves hasta extremos. El
desarrollo de nuevas estrategias para el control de las enfermedades vegetales y
para el mejoramiento de las plantas, reduciendo el empleo de fertilizantes
industriales, puede constituir una alternativa que ayude a disminuir la
contaminacion y al mismo tiempo, controlar la incidencia de los patdégenos
resistentes. Physcomitrella patens es un organismo modelo ampliamente utilizado
para el estudio de las respuestas de defensa en plantas. Colletotrichum
gloeosporioides es un hongo fitopatégeno responsable de grandes pérdidas en la

agricultura a nivel mundial.

En este estudio se analizd mediante microscopia Optica, fendmica vy
transcriptdmica comparativa la interaccion entre P. patens y C. gloeosporioides. A
partir de las 8 horas posteriores a la infeccion se observaron respuestas tanto
celulares como moleculares de P. patens ante el ataque del patdgeno, aun cuando
los sintomas no eran visibles a simple vista. También se calcul6 el rendimiento
cuantico de la fotosintesis como medida indirecta del estrés en la planta, y se
observd como este pardmetro disminuye drasticamente en las muestras
infectadas. Asimismo, se analizo el efecto de la aplicacion las fitohormonas acido
salicilico y acido jasmonico, en la respuesta de defensa de P. patens. Se observo
que, en presencia de acido salicilico y acido jasmonico, disminuye
significativamente el dafio celular en P. patens ante la infeccion con C.

gloeosporioides. Se obtuvo el transcriptoma de P. patens a las 8 y 24 horas de



infeccion con C. gloeosporioides. El andlisis bioinformatico revelé que, debido al
efecto de la infeccion 841 genes se regulan positivamente y 410 negativamente,
mientras que como consecuencia de la duracion de la infeccion 206 genes son

regulados positivamente y 160 negativamente.

Entre las principales rutas bioquimicas sobrerrepresentadas como consecuencia
de la infeccibn se encontrd0 la sintesis de fenilpropanoides, que esta
estrechamente relacionado con la respuesta de defensa en plantas. También se
encontraron sobrexpresadas las vias relacionadas con las especies reactivas del
oxigeno (H202) y de sintesis y remodelacién de componentes de la pared celular
como lignanos, celulosa y pectina. Genes especificos de respuesta de defensa,
como los que codifican para las proteinas tipo DIR1, ERG3 y SNC1 también
estaban sobrexpresados, al igual que varios factores de transcripcion tipicos de
las respuestas a estrés bibtico en plantas. Sin embargo, no se encontraron
diferencialmente expresados algunos genes tipicos de la respuesta de defensa en
plantas vasculares como el gen que codifica para la proteina reguladora NPR1 o

los factores de transcripcion WRKY.



2. ABSTRACT

Poor agricultural and water management practices, as well as excessive use of
fertilizers and pesticides, have led to soil erosion and desertification. Currently
around 70% of soils have degradation problems at different levels, from mild to
extreme. The development of new strategies to control plant diseases and to
improve plants, reducing the use of industrial fertilizers, can be an alternative that
helps to reduce contamination and, at the same time, control the incidence of
resistant pathogens. Physcomitrella patens is a model organism widely used for
the study of defense responses in plants. Colletotrichum gloeosporioides is a

phytopathogenic fungus responsible for large losses in agriculture worldwide.

In this study, the interaction between P. patens and C. gloeosporioides was
analyzed using comparative light microscopy, phenomic, and transcriptomic. Since
8 hours after infection, both, cellular and molecular responses of P. patens to the
attack of the pathogen were observed, even when the symptoms were not visible
to the naked eye. The quantum yield of photosynthesis was also calculated as an
indirect measure of stress in the plant. It was observed how this parameter
decreases dramatically in the infected samples. Likewise, the effect of the
application of the phytohormones salicylic acid and jasmonic acid on the defense
response of P. patens was analyzed. It was observed that, in the presence of
salicylic acid and jasmonic acid, cell damage in P. patens decreases significantly
when infected with C. gloeosporioides. The P. patens transcriptome was obtained
at 8 and 24 hours after infection with C. gloeosporioides. Bioinformatic analysis
revealed that, due to the effect of infection, 841 genes are upregulated and 410
downregulated, while 206 genes are upregulated and 160 downregulated as a

consequence of the duration of infection.



Synthesis of phenylpropanoids was one of the main biochemical over-represented
pathways as consequence of infection. This pathway is closely related to the
defense response in plants. The pathways related to reactive oxygen species
(H202) and synthesis and remodeling of cell wall components, such as lignans,
cellulose and pectin were also overexpressed. Specific defense response genes,
like those encoding DIR1, ERGS3, and SNC1 porteins, were also overexpressed,
as well as several transcription factors typical of responses to biotic stress in
plants. However, some genes also typical of the defense response in vascular
plants, such as genes encoding the regulatory protein NPR1 or transcription

factors WRKY were not differentially expressed.



3. INTRODUCCION

El aumento de la poblacion mundial ha generado una creciente demanda de
productos agricolas, lo cual ha llevado al uso extensivo de pesticidas y fertilizantes
quimicos que permiten incrementar la produccién de alimentos (Fukase and
Martin 2017; Carvalho 2017). Estas estrategias, aunque utiles, no han resultado
suficientes para resolver la demanda de alimentos, provocando ademas la
contaminacion de aguas y suelos (Rohr et al. 2019). Las malas practicas de
gestién agricola y de los recursos hidricos, el uso excesivo de fertilizantes y
pesticidas, y el vertimiento incontrolado de desechos nocivos, han dado lugar a la
erosion y la desertificacion del suelo (Rahman et al. 2017). Actualmente alrededor
del 70% de los suelos tienen problemas de degradacion en diferentes niveles,
desde leves hasta extremos (Reza Salgado et al. 2017). Asimismo, la aplicacion
de estos compuestos quimicos ha originado poblaciones de bacterias y hongos
fitopatdgenos resistentes a estos pesticidas, lo que reduce significativamente su
efectividad en el combate de las enfermedades. Existen numerosas evidencias de
que los pesticidas empleados para la proteccion de los cultivos de interés para el
hombre son dafiinos para el medio ambiente, pueden comprometer en cierta
medida la calidad de las cosechas e incluso afectar la salud de los trabajadores
de las granjas y los consumidores (Burketova et al. 2015; Ahmed et al. 2018;

Altman 2018).

Dado el grado de deterioro de los suelos, aguas subterraneas y superficiales, es
necesario encontrar nuevas estrategias para el control de las enfermedades
vegetales. El mejoramiento de las plantas constituye una alternativa que podria
contribuir a reducir el empleo de fertilizantes industriales, ayudar a disminuir la
contaminacion y al mismo tiempo, controlar la incidencia de los patégenos

resistentes.



A lo largo de su evolucidn las plantas han desarrollado mecanismos de resistencia
que les permiten adaptarse y sobrevivir a diversos tipos de estrés biotico y
abidtico. Estos mecanismos pueden ser inducidos en las plantas mediante
diferentes procesos con el fin de prepararlas ante la llegada del estrés, mecanismo
gue se conoce como resistencia inducida (Mauch-Mani et al. 2017). El estudio y
comprension de estos mecanismos es indispensable para el desarrollo de

estrategias de manejo de cultivos amigables con el ambiente.
3.1. Mecanismos de defensa en plantas

En la naturaleza, las plantas interactian con una amplia gama de patégenos
microbianos e insectos herbivoros. A lo largo de la evolucién de las plantas, las
respuestas inmunes primarias y secundarias se fueron transformando para
reconocer cada vez mas eficazmente las caracteristicas comunes o altamente
especializadas del atacante encontrado, lo que resulté en mecanismos complejos
de defensa inducida (Van der Ent et al. 2018). Estos sistemas defensivos pueden
ser activados por el ataque de un patégeno, produciéndose lo que se conoce como
resistencia sistémica adquirida (SAR, por sus siglas en inglés); o por la
colonizacion de las raices por microorganismos radiculares no patdégenos,
activandose una respuesta sistémica inducida (ISR, por sus siglas en inglés) (Jung

et al. 2012; Shah and Zeier 2013; Pieterse et al. 2014).

La SAR comienza con la interaccidon entre receptores de reconocimiento de
patrones presentes en la planta y patrones moleculares asociados a patégenos
(Figura 1). Esta interaccion provoca la activacion de una cascada de transduccion
de sefales que involucra la despolarizacién de la membrana plasmatica debido al
flujo de iones, la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) y activacion
de proteinas quinasas activadas por mitdbgenos (MAPK). Estos mensajeros

activan factores de transcripcion, provocando la expresion masiva de genes



relacionados con la defensa, lo que lleva a la acumulacion de enzimas y
metabolitos estrés-especificos como las proteinas relacionadas con la
patogénesis (PR), compuestos con actividad antimicrobiana como las fitoalexinas,
asi como lignina y calosa para el reforzamiento de la pared celular (Boller and
Felix 2009; Boudsocq et al. 2010). La SAR es un mecanismo que depende de la
acumulacion y propagacion del acido salicilico (SA) (Gozzo and Faoro 2013) . Por
otra parte, la ISR se desencadena a partir de la interaccion entre microorganismos
promotores del crecimiento y la planta, a nivel de la raiz de esta (Figura 1), sin
embargo, la proteccién que inducen estos se distribuye por todo el organismo,
dependiendo en este caso de las fitohormonas etileno (ET) y acido jasmonico (JA)

(Conrath 2011).

ISR Figura 1. Esquema de diferentes tipos de
resistencia sistémica (Burketova et al.
2015). A la izquierda resistencia sistémica
adquirida (SAR) se activa con el ataque de
patbgenos o0 activadores quimicos.

microbes
MAMPs/DAMPs
chermnical inducers
Después del reconocimiento por un sensor,
la célula de la planta desencadena
respuestas complejas de sefializacién y
defensa, incluida la produccion de

mobile signals

PR proteins

proteinas relacionadas con la patogénesis
i (PR), fitoalexinas antimicrobianas o
fortificacién de la pared celular con callosa

defense priming

phytoalexins

callose/lignin

o lignina. Las defensas locales son
s seguidas por la produccién de sefiales

moéviles que se transportan a través de
xilema y partes primarias distales de la planta mediante la hormona SA para la acumulacion de
compuestos de defensa. A la derecha resistencia sistémica inducida (ISR) se puede desencadenar
por la colonizacion de la raiz con rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas (PGPR)
u hongos (PFPF). ISR es independiente de SA, depende principalmente del acido jasmanico (JA)
y el etileno (ET).

El estudio de los diversos mecanismos naturales que las plantas han desarrollado

para defenderse del ataque por patdégenos ha permitido generar las bases para el



desarrollo de estrategias de manejo y de mejora genética de cultivos. Estas
estrategias soOlo potencian los mecanismos naturales que ya presentan las
plantas, por lo que son amigables con el medio ambiente. Ademas, este tipo de
resistencia puede ser transferida a la progenie mediante modificaciones de la
estructura de la cromatina, lo que hace que su efecto sea mas duradero (Gao et

al. 2014).

La eficacia de estas estrategias aun no supera a la de estrategias mas
tradicionales. En los estudios realizados muchos de los inductores de resistencia
proporcionan un nivel de proteccibn menor que los pesticidas quimicos, ademas
las condiciones ambientales de los cultivos influyen notablemente en la eficacia
de la resistencia inducida como estrategia de control de plagas (Burketova et al.
2015). Por todo esto cobra tanta importancia el estudio a nivel molecular y celular
de los mecanismos naturales que las plantas han desarrollado para defenderse
del ataque por patdégenos. La profundizacién en estos conocimientos puede
conducir al perfeccionamiento de la resistencia inducida como estrategia de

manejo de enfermedades en las plantas.
3.2. Colletotrichum gloeosporioides

Colletotrichum es un género amplio de hongos ascomicetos, que contiene mas de
40 especies, de las cuales la mayoria provocan antracnosis en una amplia gama
de plantas ornamentales y cultivos importantes como cereales y pastos,
leguminosas, vegetales y cultivos perennes, incluidos arboles frutales desde las
regiones tropicales a las templadas (Sharma and Kulshrestha 2015). Por otra
parte, este género se ha utilizado durante muchos afios en estudios relacionados
con la diferenciacion de hongos y las interacciones entre hongos y plantas (Perfect
et al. 1999; Hong et al. 2016; Wang et al. 2017; Chakraborty et al. 2019). En base

a su repercusion en los ambitos cientifico y econdmico, el género Colletotrichum



fue nominado en el afio 2012 como el octavo grupo mas importante de hongos

fitopatdogenos en el mundo (Dean et al. 2012; Cheon et al. 2016).

C. gloeosporioides fue propuesto por primera vez como Vermicularia
gloeosporioides por Penzig (1882). Luego la especie fue reclasificada por Von Arx
en el complejo de especies C. gloeosporioides (Penz.) Penz. et Sacc. (von Arx
1970). Durante su estadio asexual (anamorfo) la especie se clasifica como C.
gloeosporioides, y se encuadra en la division Eumycota, subdivision
Deuteromycotina, clase Coelomycetes y orden Melanconiales (Ainsworth 1973);
mientras que durante la fase sexual (telomorfo) se clasifica como Glomerella
cingulata, que se inserta en el subreino Dikarya, phyllum Ascomycota, subphyllum
Pezizomycotina, clase Sordariomycetes y orden Phyllachorales (Hibbett et al.

2007).
3.2.1. La antracnosis

La antracnosis se caracteriza por provocar manchas en las flores, pudricién de los
frutos y sintomas de manchas foliares (Figura 2). C. gloeosporioides es capaz de
invadir inflorescencias, frutas, hojas y tallos de los hospederos previo a la cosecha.
Las hojas jovenes infectadas desarrollan manchas negras, se marchitan y se
caen. El hongo es capaz de persistir en los frutos y llegar a los almacenes,
causando pérdidas considerables durante el almacenamiento, el transporte y la
comercializacién (Rabari et al. 2018). C. gloeosporioides provoca la antracnosis
en diversos cultivos con elevada relevancia econdmica como citricos, manzana,

aceituna, mango, platano y fresas, entre otros (Reboledo et al. 2015).



_ 1G) ()™
Figura 2. Sintomas tipicos de antracnosis en (A) papaya, (B) mango y (C) pitaya. Insercién en
(C) muestra una lesion hundida y acuosa (Siddiqui and Ali 2014).

La principal fuente de inéculo de la antracnosis en los campos tras el invierno
pueden ser los frutos momificados y hojas infectadas que quedan en la copa de
los arboles, o capullos de flores latentes (Wharton and Diéguez-Uribeondo 2004).
El hongo esporula en los tejidos infectados durante los periodos de humedad
prolongada en la primavera, y los conidios se dispersan por las salpicaduras de
lluvia (Figura 3). Esta dispersion natural es de corto alcance, la dispersién de
indculo a larga distancia se debe a la distribucion de plantones infectados o
contaminados (Cacciola et al. 2012) y a la posible dispersion por insectos o la
maquinaria de recoleccion . La infeccion de las flores durante la primavera puede
ocasionar grandes pérdidas también, debido a que estas se pudren y no producen

frutos (Sharma and Kulshrestha 2015).

Durante el verano, puede que las elevadas temperaturas impidan la proliferacién
del hongo, ademas mientras los frutos estan verdes la infeccion se mantiene
quiescente (Lima et al. 2011). Cuando los frutos comienzan a madurar y las
condiciones ambientales son favorables, se completa la infeccion de los frutos
apareciendo los sintomas de la antracnosis. C. gloeosporioides puede crecer a
temperaturas entre 17 y 30 °C, siendo 6ptimo su crecimiento entre 25y 28 °C, con
una humedad relativa superior al 95% (Ponte 1996). Cuando estan dadas las
condiciones requeridas el hongo puede esporular sobre los frutos infectados y los

conidios se dispersan con la lluvia, infectando otros frutos. Este ciclo secundario
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se repite hasta que la temperatura media baja por debajo de los 15 °C (Moral and
Trapero 2012), entonces el hongo vuelve a quedar latente en los tejidos infectados

de las plantas durante el invierno (Figura 3).
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Figura 3: Ciclo de patogénesis de la Antracnosis causada por Colletotrichum spp (Moral et al.
2014). Durante el invierno Colletotrichum permanece latente en hojas, tallos y frutos desecados.
Durante las lluvias de primavera el hongo esporula y los conidios se dispersan por salpicaduras
de lluvia. En el verano el hongo permanece latente en los tejidos infectados y desarrolla la infeccion
durante el otofio cuando vuelve a aumentar la humedad. Durante esta estacién ocurre un ciclo
secundario pues el hongo esporula en los frutos infectados y los conidios se dispersan con la lluvia
infectando nuevos frutos, hasta que la temperatura media desciende con el invierno y vuelve a
entrar en latencia.

3.2.2. Ciclo de infeccién de Colletotrichum gloeosporioides

C. gloeosporioides es un ascomiceto hemibiotrofo, durante la infeccion tiene una
fase inicial biotréfica, durante la cual no se produce dafio aparente en el

hospedero, luego presenta una segunda fase necrotréfica, donde va destruyendo
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los tejidos del hospedero (Gan et al. 2013). El proceso de infeccion se puede

separar en las etapas siguientes:

1. La adhesion de conidios sobre las superficies de las plantas.
2. La germinacion de los conidios.

3. La produccion de apresorios.

4. La penetracion de la epidermis de la planta.

5. El crecimiento y la colonizacion de los tejidos de la planta.

6. La produccién de acervulos y esporulacion.

Las especies del género Colletotrichum utilizan dos estrategias principales de
infeccion: la colonizacion intramural subcuticular o la colonizacion intracelular que
es el caso de C. gloeosporioides (Figura 4). En ambos casos las cuatro primeras
etapas ocurren de manera muy similar. Primeramente, los conidios se adhieren a
las superficies de las plantas mediante interacciones hidrofobicas y germinan.
Luego producen tubos de germinacion y forman apresorios, estructuras
especializadas que permiten que el hongo penetre en la cuticula del hospedero y
la PC epidérmica directamente por medio de una estrecha pua de penetracion que
emerge de su base y presion de turgencia (Rodriguez-Lopez et al. 2013). Los
apresorios de C. gloeosporioides estan impregnados con melanina, lo que le
permite al hongo ejercer una presion osmaética mayor para penetrar la cuticula y

la pared celular de las células epidérmicas del hospedero (Reboledo et al. 2015).

En el caso de las infecciones intramurales subcuticulares, luego de que la pua de
penetracion atraviesa la cuticula se desarrolla una hifa de infeccion que se
desarrolla debajo de la cuticula formando una red intramural de hifas, antes de
propagarse rapidamente por todo el tejido con hifas inter e intracelulares (Perfect
et al. 1999). El desarrollo intramural se asocia con una hinchazoén y disolucién de

las paredes celulares del hospedero, mientras que la propagacion extensa por los
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tejidos de la planta, penetrando las células de esta, provoca la aparicion de zonas

de necrosis (Wharton and Diéguez-Uribeondo 2004).

En el caso de la infeccion intracelular, después de que el patdégeno atraviesa la
cuticula, este penetra en las células epidérmicas y se forma una hifa de infeccion
primaria muy gruesa (Figura 4, A) que crece hacia el lumen celular sin penetrar el
protoplasto (Perfect et al. 1999). Esta es la fase biotrofica, y tiene duracién variada,
a veces es inexistente en dependencia del hospedero. Mientras dura esta fase no
se aprecia muerte celular en los tejidos infectados. Después de colonizar una o
mas células huésped, estas hifas primarias dan lugar a hifas necrotroficas
secundarias (Figura 4, B). Estas son estrechas y se ramifican a través de todos
los tejidos del hospedero y, en ultima instancia, conducen al desarrollo de lesiones
visibles en el sitio de infeccion. Finalmente, las esporas se forman en la superficie
del tejido infectado y luego son dispersadas por insectos, corrientes de aire y
salpicaduras de agua para iniciar otro ciclo de infeccion (Sharma and Kulshrestha

2015).

A B
Conidio  Apresorio Conidio  Apresorio

CL\/ ._T Cuticula &) .;

( T " ) —Tubo de penetracién r aF S—Tubo de penetracion
L | —Hifa primaria JL S Hifa primaria
—(Célula epidérmica | ; —Célula epidérmica
“ -
| [~ Célula mesofila j% j [ = Célula mesofila
\ ) e ¢ o L , Hifa secundaria
Figura 4. Estrategias de infeccion adoptadas por especies de Colletotrichum (adaptada de

Wharton y Diéguez-Uribeondo, 2004). (A) El conidio germina y forma el apresorio, el cual produce
un poro y un tubo de penetracion que atraviesa la cuticula del hospedero. El tubo de penetracion

Cuticula

penetra en la célula epidérmica y se inflama para producir una vesicula de infeccién e hifas
amplias, llamadas hifas primarias, que pueden colonizar células epidérmicas y mesdfilas
adyacentes. Durante las primeras etapas de este tipo de colonizacion, la interaccién entre el
huésped y el patégeno es biotrdfica (célula viva representada en verde). (B) La subsiguiente
interaccién necrotréfica (representada en marrén) se caracteriza por la formacion de hifas
secundarias delgadas. Estas hifas secundarias crecen intracelular e intercelularmente mientras
secretan enzimas degradadoras de la PC y matan a las células hospedero.
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Por otra parte, en el caso de C. gloeosporioides puede ocurrir una infeccién
quiescente, en la cual los conidios se adhieren, germinan, forman el apresorio
sobre frutos inmaduros e invaden el hospedero hasta formar las hifas primarias,
luego permanecen en latencia hasta que el fruto alcanza el climaterio, es
cosechado y madura (Alkan et al. 2015). En este momento crecen las hifas
secundarias, se desarrolla la fase necrotréfica de la infeccion y comienza la
aparicion de sintomas. Por lo general, los sintomas de la enfermedad en las frutas
se caracterizan por lesiones pequenas, deprimidas y himedas que son circulares
0 angulares con margenes translicidos de color marrén claro. A medida que la
infeccibn avanza en estas lesiones circulares hundidas, se desarrollan masas
conidiales de color naranja a rosa y frecuentemente se presentan en anillos
concéntricos. El tejido interno es firme con una decoloracién blanca grisacea, que

luego se vuelve marron (Pujari et al. 2013).
3.2.3. Incidencia de Colletotrichum gloeosporioides y la antracnosis.

La anctracnosis estd ampliamente distribuida en las regiones tropicales,
subtropicales y, en menor medida, en zonas templadas. La enfermedad es
consecuencia de la infeccion con diferentes especies de Colletotrichum, las cuales
afectan alrededor de 3000 especies de plantas silvestres y cultivables (Farr and
Rossman 2013). De ellas, C. gloeosporioides es capaz de infectar al menos con

470 especies diferentes, muchas de estas con elevado valor econémico.

La antracnosis es la enfermedad mas importante de la aceituna, por ejemplo,
(Cacciola et al. 2012) vy, sin duda alguna, la enfermedad que causa un mayor
deterioro de la calidad del aceite (Carvalho et al. 2004). En Portugal, se han
descrito varias epidemias severas asociadas al cultivar de olivo dominante del
pais "Galega vulgar’. En estudios realizados entre 2004 y 2006, Talhinhas et al.

(2009) describen una prevalencia de la enfermedad entre el 65 y 100% y una
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incidencia del 22% en los afios mas secos (2004 y 2005), y del 85% en el afio mas
lluvioso (2006), en los olivares de la region del Algarve. En Espafia, la antracnosis
ocupa el 5° lugar en importancia entre las plagas y enfermedades del olivo,
produciendo unas pérdidas medias anuales del 2.6% de la cosecha y se ha
estimado que las pérdidas ascienden a 75.2 millones de euros anuales (Moral et

al. 2014).

En Ecuador, el banano (Musa spp.) es el cultivo mas importante debido a su
importancia como fruta ampliamente comercializable. Riera et al. (2018)
reportaron la incidencia de C. gloeosporioides en bananas recolectadas de cuatro
plantaciones organicas en la provincia de Los Rios, Ecuador. Por su parte, la India
es un gran productor de mango y comparte alrededor del 56% de la produccién
global (Kumar et al. 2011). C. gloeosporioides es uno de los principales patégenos
del mango, provocando pérdidas que alcanzan el 39% de las cosechas (Rabari et

al. 2018).

Existen reportes sobre la incidencia de C. gloeosporioides en México, afectando
varios cultivos importantes. El aguacate es un cultivo de gran importancia
econOmica en México. En la actualidad, la produccién total mundial de aguacate
es superior a 3.5 millones de toneladas y México es el mayor productor (Bost et
al. 2013). La antracnosis afecta gravemente a los frutos de aguacate en todos los
paises productores (Dann et al. 2013), incluyendo, por supuesto, a México (Dann
et al. 2013; Rodriguez-L6pez et al. 2013). En 2018 Nieto-Lépez y colaboradores
reportaron la presencia de C. gloeosporioides provocando antracnosis en,
aproximadamente, el 60% de un cultivo de tejocote (Crataegus gracilior) en
Oaxaca (Nieto-Lépez et al. 2018). También se ha reportado la incidencia de la
antracnosis en guanabana (Annona muricata), en Nayarit, la regibn mayor

productora de guanabana en México (Ramos-Guerrero et al. 2018).
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3.1. Physcomitrella patens

Los musgos son plantas no vasculares pertenecientes al filo Bryophyta, el
segundo grupo mas grande del reino Plantae (Glime 2013). Las briofitas
conquistaron los ambientes terrestres en el periodo Ordovicico, hace al menos
450 millones de afios (Figura 5), descendientes de un ancestro evolutivamente
cercano a las algas verdes, el cual comparten con las plantas vasculares (Carels
2015). Estas plantas presentan tejidos poco diferenciados y no poseen vasos de
conduccion, no cuentan con raices, tallos ni hojas verdaderas, sino que se
componen de un cuerpo vegetativo con estructuras relativamente simples
denominadas rizoides, cauloide vy filidios, analogas de las raices, tallos y hojas
respectivamente en las plantas vasculares, pero estas estructuras no constituyen

organos verdaderos (Prigge and Bezanilla 2010).

r— Angiosperms (flowering plants)

l— Gymnosperms (conifers, ginkgo, cycads, Gnetales)
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Figura 5. Relaciones filogenéticas entre plantas verdes (Modificado de Prigge and Bezanilla 2010). El
dendrograma muestra las relaciones probables entre los principales linajes de las plantas verdes. La
linea de tiempo en la parte inferior indica el tiempo aproximado (millones de afios antes del presente)
en el que los linajes se separaron. Los tiempos aproximados en los que aparecieron importantes
innovaciones morfologicas estan a la izquierda de los nodos.
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Aun asi, los musgos comparten procesos genéticos y fisiolégicos fundamentales
con las plantas vasculares, aunque los dos linajes divergieron tempranamente en
la evolucion vegetal (Cove 2005). Las familias de genes que codifican para
proteinas involucradas en el desarrollo bésico identificado en las plantas con
flores, se conservan en el genoma de los musgos, asi como vias de sefalizacion
que incluyen fitohormonas como el &cido abscisico (ABA), auxinas, citoquinas,
ademas de los pigmentos fotomorfogénicos fitocromo y criptocromo. Aunque
carecen de otros como es el caso del JA, presente en las respuestas frente a
estrés bidtico en las plantas vasculares, pero ausente en P. patens (Ponce de
Leon et al. 2012). Un estudio comparativo entre los representantes modernos de
musgos Yy plantas con flores puede dar una mirada dentro de la evolucion de
diversos mecanismos hacia la complejidad de la flora moderna, asi como nos
permitiria inferir las propiedades biolégicas de dicho ancestro comuan, permitiendo
comprender mejor la diversidad de la vida vegetal. Esto podria tener un valor
practico en la medida en que la comprension de diversos sistemas de plantas
pueda aportar soluciones novedosas a problemas en el mejoramiento de cultivos,
por ejemplo. Es en este contexto que P. patens se emplea como organismo

modelo (Rensing et al. 2008; Cove et al. 2009).
3.3.1. Ciclo de vida de Physcomitrella patens

Como todas las plantas terrestres, el ciclo de vida del musgo consiste en una
generacion de gametofitos haploides multicelulares que alterna con una
generacion de esporofitos diploides morfolégicamente distintos. Sin embargo, a
diferencia de las plantas vasculares, en el caso de los musgos el gametofito es la
parte dominante del ciclo de vida. Las esporas haploides germinan para producir
el protonema filamentoso, el cual esta compuesto por dos tipos de filamentos: el
cloronema, que se caracteriza por tener células con abundantes cloroplastos bien

desarrollados. Las células cloronémicas se extienden por division en serie de la
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célula apical, mientras que las células subapicales se ramifican para formar
nuevos apices. Algunas células cloronémicas apicales se convierten en un
segundo tipo de célula, las cuales dan lugar al caulonema (Figura 6). Las células
de los filamentos caulonemales contienen menor cantidad de cloroplastos, y estos
estdn menos desarrollados, pero se extienden mas rapidamente que el
cloronema. Los tiempos de division de las células apicales del caulonema vy el

cloronema son aproximadamente 6 y 24 horas, respectivamente (Cove 2005).

f‘“.. '.’

Figura 6. Filamentos protonemales de un cultivo de P. patens de 22 dias (Cove et al. 2006). Los
ejes principales son filamentos cloronemales, que se extienden por la division de sus células
apicales. La mayoria de las células subapicales se han dividido para producir mayoria de las cuales
se han desarrollado una o dos ramas laterales, la en filamentos caulonemales, pero algunas de
ellas se estan convirtiendo en gametoforos. Barra de escala: 1 mm.

Las células subapicales de los filamentos caulonemales se pueden ramificar para
formar mas filamentos y tallos frondosos, llamados gametoéforos, sobre los cuales
se producen los gametos. Los gametos masculinos se producen en el anteridio y
son moviles pues tienen flagelos, mientras que los gametos femeninos se
producen en el arqguegonio. El anteridio y el arquegonio surgen en el mismo
gametoforo, por lo que la autofecundacion es habitual, aunque la fertilizacion

cruzada puede ocurrir cuando dos cepas crecen adyacentes entre si, las
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condiciones de humedad propicias son indispensables para la fertilizacién. Los
huevos fertilizados se convierten en esporofitos, estructuras diploides que
permanecen unidos al gametoforo. Dentro del esporofito, las células madre de la
espora dan lugar a las esporas mediante meiosis (Figura 7) (Cove et al. 2009;

Prigge and Bezanilla 2010).

Figura 7. Ciclo de vida de Physcomitrella patens (Prigge y Bezanilla, 2010). (A) Una espora
haploide germina para dar lugar al (B) cloronema, filamento caracterizado por la presencia de
abundantes de cloroplastos, este crece y se diferencia en el (C) el caulonema, un filamento con
menos abundancia de cloroplastos y estos a su vez estan menos desarrollados. (D) El gametdforo
emerge del caulonema y se fija al sustrato a través de los rizoides que crecen por la division de
las células apicales a partir de la base del gametéforo. (E) En el apice del gametoforo, este
desarrolla estructuras sexuales, el arquegonio (flechas) y el anteridio (puntas de flechas). (F)
Cuando el gameto masculino fertiliza el huevo se forma un esporofito diploide, donde
posteriormente, se originan esporas haploides reiniciando el ciclo.

19



3.1.1. Physcomitrella patens como modelo experimental

Son varias las caracteristicas de este organismo que lo hacen idoneo para realizar
diversos estudios tanto evolutivos como de procesos fisioldgicos en las plantas.
Una de las caracteristicas mas atractivas de P. patens es su patron de desarrollo
relativamente sencillo pero que se asemeja a la organizacion basica de las plantas
con flores, siendo los rizoides, cauloide y filidios, analogos a las raices, tallo y
hojas de las plantas vasculares, aunque no constituyen érganos verdaderos
(Prigge and Bezanilla 2010). Este musgo se puede cultivar facilmente in vitro, es
viable en un rango de temperaturas entre 15y 26 °C y se puede cultivar tanto en
medio solido como liquido. P. patens tiene una alta capacidad de regeneracion,
pequefios fragmentos de tejido, ya sea del gametofito o el esporofito, se regeneran
rapidamente para producir tejido protonémico, que se comporta de manera similar
al desarrollo de las esporas en germinacion. Asimismo, el tejido del protonema
puede romperse mecanicamente con un homogeneizador de tejido, por ejemplo,
y los fragmentos de tejido resultantes pueden usarse como un inéculo para

cultivos subsecuentes (Cove 2005; Cove et al. 2009).

La presencia de una fase gametofitica haploide dominante durante el ciclo de vida
de este musgo, permite la deteccion de fenotipos mutantes en transformantes
primarios, eliminando la necesidad de retrocruzamientos. Una ventaja adicional
es que las hojas, los rizoides y los filamentos protonemales consisten en una sola
capa de células, por lo que la evaluacion de la enfermedad y la respuesta del
huésped se pueden hacer facilmente mediante analisis microscopico (Ponce de
Ledn 2011). Por otra parte, P. patens presenta una elevada tasa de recombinacién
homologa, comparable con la de las levaduras (Alvarez et al. 2016), lo que
convierte a este musgo en una herramienta poderosa y sensible para realizar
analisis funcionales de los genes de plantas con posibles roles en defensa. Otra

gran ventaja de P. patens es que se cuenta con su genoma secuenciado
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disponible en bases de datos (http://www.cosmoss.org/ y

http://www.phytozome.net/) (Rensing et al. 2008; Zimmer et al. 2013). Asimismo,

estdn disponibles los EST y los cDNA de longitud completa
[http://moss.nibb.ac.jp/], y los datos de expresion basados en microarrays de P.

patens se pueden encontrar en Genevestigator (https://www.genevestigator.com)

(Zimmermann et al. 2008). Ademas, este musgo presenta una mayor tolerancia a
cambios ambientales bruscos en comparacion con plantas vasculares, incluyendo
una mayor tolerancia al estrés hidrico, salinidad y temperaturas extremas (Frank

et al. 2005; Rensing et al. 2008).

El musgo P. patens (Hedw.) Bruch & Schimp se establecio por primera vez como
un sistema experimental de laboratorio en la década de 1920 por Fritz von
Wettstein en 1924, quien estudi6é los efectos de la variacion de la ploidia y los
patrones de herencia en cruces interespecificos e intergenéricos dentro de la
familia de musgos Funariaceae. La era moderna de la investigacion con
Physcomitrella se remonta al trabajo de Paulinus Engel (1968), quien generd los

primeros mutantes bioquimicos y morfoldgicos en la especie (Cove et al. 2009).

Bezanilla et al. (2005) desarrollaron un método de ARN de interferencia (ARNi)
para P. patens, a partir de ahi numerosos estudios se han llevado a cabo para
investigar las funciones de diversas proteinas, empleando a P. patens como
modelo. Empleando dicho modelo, Harries et al. (2005) investigaron el papel de
la proteina ARPC1. Mas tarde, en 2007, Vidali et al. analizaron el rol de la profilina,
mientras Khandelwal y colaboradores estudiaron el rol de la proteina presenilina

en la enfermedad de Alzheimer (Vidali et al. 2007; Khandelwal et al. 2007)

En 2006 Perroud y Quatrano aprovecharon las facilidades que ofrece la biologia
celular de P. patens para estudiar la implicacion de las proteinas ARPC4 y BRICK1

en los apices de los filamentos protonemales, mediante delecion y remplazo de
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genes diana (Perroud and Quatrano 2006). También se han realizado disimiles
estudios metabdlicos (Thelander et al. 2004; Kaewsuwan et al. 2006; Schulte et
al. 2006), asi como andlisis detallados de microRNAs (Axtell et al. 2006; Axtell et
al. 2007), utilizando P. patens como modelo. Por otra parte, los estudios de
genodmica comparativa han esclarecido el papel de diferentes moléculas
involucradas en procesos celulares como los reguladores transcripcionales
LEAFY (Maizel et al. 2005) y ABI3 (Marella et al. 2006) y los factores de

transcripcion involucrados en la funcion de enraizamiento (Menand et al. 2007).

En el marco del proyecto Gene Atlas, el Joint Genome Institute seleccion6 a P.
patens como genoma insignia (Perroud et al. 2018). En la actualidad P. patens
esta notablemente integrado en estudios centrados en la transicion de las plantas
acudaticas a las terrestres (Ortiz-Ramirez et al. 2016; Renault et al. 2017), asi como
el surgimiento de estructuras tridimensionales en las plantas (Harrison 2017).
Ambos campos de estudio integran la investigacion detallada de la biologia celular

funcional con comparacién de genes y genomas a lo largo de todo el reino Plantae.
3.2. Transcriptémica

El dogma central que define el paradigma de la biologia molecular dicta que los
genes se perpetlan como secuencias de acidos nucleicos, y las proteinas
derivadas del proceso de traduccion desempefian las funciones bioldgicas vy, por
tanto, tienen un impacto claramente esencial en la expresion de los fenotipos. La
replicacion es responsable de la herencia de la informacion genética, mientras la
transcripcion y la traduccion son responsables de la sintesis de ARN y proteinas,
respectivamente. La transcripcion es el proceso mediante el cual se sintetiza una
cadena de ARN a partir de una cadena molde de ADN. Como resultado de la
transcripcion se obtienen los diferentes tipos de ARNs con diferentes

caracteristicas estructurales y funcionales. Al conjunto de todos los ARNs de una
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célula o tejido y su cantidad, en una etapa especifica de desarrollo o condicion

fisiolégica se le denomina transcriptoma.

La transcriptomica estudia y compara las poblaciones de RNA, lo cual es esencial
para el entendimiento de la expresion de los genes, su funcién, interaccion y
regulacion. El estudio global del transcriptoma permite también establecer
patrones de regulacion génica coordinada, lo que contribuye, no solo a dilucidar
la funcion y agrupamiento de varios genes bajo un estimulo o condicion especifica,
sino también a identificar elementos promotores comunes a varios genes (Maher

et al. 2009).

Comprender el transcriptoma es esencial para interpretar los elementos
funcionales del genoma y revelar los constituyentes moleculares de las células y
los tejidos, asi como para comprender el desarrollo celular y el curso de las
enfermedades. La transcriptomica ha sido de gran importancia para catalogar
todas las especies de transcritos, como son los ARNm, los ARN no codificantes y
los ARN pequefios; para determinar la estructura transcripcional de los genes, en
términos de sus sitios de inicio, extremos 5" y 3' y predecir otras modificaciones
postranscripcionales; 'y también para caracterizar las variaciones
espaciotemporales (perfiles de expresion) de los transcritos, tanto con respecto al
desarrollo como a las perturbaciones ambientales (Wang et al. 2009). También se
esté utilizando el conocimiento detallado del transcriptoma de un organismo dado
para mejorar los ensamblajes del genoma (Song et al. 2016), asi como para
comprender y describir mejor el patron de empalme del ARN (Gaidatzis et al.

2015).

Un punto decisivo en el desarrollo de la transcriptomica fue el surgimiento de la
técnica del RNA-seq, que actualmente domina el campo de la deteccién y

cuantificacion de RNA a nivel de transcriptoma, reemplazando la tecnologia de
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microarrays basada en sondas de acidos nucleicos. Desde que la tecnologia de
RNA-seq se encuentra disponible se han desarrollado un grupo relativamente
amplio de investigaciones dirigidas a caracterizar y a cuantificar transcriptomas,
asi como a comprender los mecanismos de la variacion de la expresién génica.
Se ha empleado el RNA-seq en especies eucariotas tales como Saccharomyces
cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Arabidopsis thaliana, Drosophila
melanogaster, Mus musculus y Homo sapiens (Nagalakshmi et al. 2008; Mortazavi
et al. 2008; Maher et al. 2009; Pickrell et al. 2010; Gan et al. 2010; Daines et al.
2011; Peng et al. 2012; Soltis et al. 2020), lo que demuestra la alta aplicabilidad

gue el RNA-seq ha tenido en estudios de especies modelo.

El avance de la tecnologia RNA-seq ahora ofrece a los cientificos un mayor poder,
menores costos y nuevas herramientas para comprender mejor un amplio
espectro de fendmenos bioldgicos (Spies and Ciaudo 2015). El estudio de las
respuestas de las plantas a diferentes tipos de estrés se ha enriguecido con la
vasta informacién que se ha recuperado empleando estas tecnologias. Los
estudios transcriptdmicos han sido invaluables en la adquisicion de conocimiento
sobre las estrategias de resistencia de las plantas frente a condiciones como
sequia, salinidad de los suelos, altas o bajas temperaturas (Fox et al. 2018; Jithesh
et al. 2019; Sharma et al. 2018; Bashir et al. 2019; Yan et al. 2016). La resistencia
de algunas plantas a ciertos patdogenos también es de gran interés, y se han
reportado numerosos estudios al respecto, tanto en plantas modelos como en
otras de interés econdmico (Hong et al. 2016; Lu et al. 2012). En un trabajo
reportado por Wang et al. (2017) se analizaron los transcriptomas de dos
variedades de fresa (una susceptible y otra resistente) en interaccion con C.
gloeosporioides, y observaron que la variedad resistente expreso el doble de
genes especificos de respuesta al patdgeno que la variedad susceptible. El

analisis del transcriptoma de A. thaliana en diferentes tiempos de la interaccion
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con el patdgeno Plasmodiophora brassicae mostroé que la infeccion potencia las
vias de sintesis de lignina, la acumulacién de glucosinolatos, terpenoides y
proantocianidinas, asi como la expresion de muchos genes relacionados con las
hormonas y receptores quinasas (Zhao et al. 2017). Los conocimientos adquiridos
de este tipo de analisis ayudan a comprender mejor las interacciones entre las
plantas hospederas y los microorganismos fitopatégenos, y contribuyen al

desarrollo de medidas futuras para la prevencion de enfermedades fitosanitarias.
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4. ANTECEDENTES

4.1. Respuestas de Physcomitrella patens al ataque de patdogenos

Aunque las briodfitas son plantas no vasculares y se consideran basales en la
evolucion, se ha demostrado que los musgos responden de manera similar a las
plantas vasculares, a una variedad de estimulos ambientales y a varios factores
comunes de crecimiento de las plantas (Ponce de Ledn and Montesano 2013).
Debido a su ubicacién en la escala evolutiva, que une las algas verdes
unicelulares con las plantas vasculares, P. patens es un organismo interesante
para explorar los mecanismos de adaptacion desarrollados durante la evolucion

de las estrategias de defensa de las plantas ante los agentes patdgenos.

P. patens percibe los patrones moleculares asociados a patbgenos mediante los
receptores de membrana plasmatica y transduce la sefial con el Ca?* como
segundo mensajero y una cascada de MAPK, lo que conduce a la produccion de
ROS, la activacion de las defensas asociadas a la pared celular y la expresion de
genes que codifican proteinas con diferentes funciones en la resistencia de las
plantas (Bressendorff et al. 2016). En la Figura 8 se pueden apreciar algunas de

las respuestas de P. patens en respuesta al ataque de patdgenos.

Una de las principales respuestas de P. patens ante el atague de patégenos es la
fortificacion de la pared celular. Las briofitas tienen paredes celulares delgadas
ricas en celulosa, manano, pectinas, xiloglucano e hidroxiprolina, como las plantas
con flores (Sarkar et al. 2009). Sin embargo, estas no poseen lignina, sino que
tienen otros compuestos polifendlicos tales como lignanos o polimeros similares
a la lignina (Espifieira et al. 2011). En respuesta al ataque de hongos patégenos,
los musgos responden con la acumulacion de compuestos fendlicos y calosa en
la pared celular, ademas de la induccién de la expresién de genes que codifican

para proteinas ricas en prolina. Tras la infeccién con Botrytis cinerea se observo
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el aumento de la expresion de genes que codifican para proteinas tipo DIR (Ponce
de Leon et al. 2012). Se considera que las proteinas DIR estan involucradas en el
acoplamiento de radicales de monolignol para producir lignanos y lignina (Davin
and Lewis 2000). Por tanto, la expresion de estos genes tipo DIR deben estar
involucrados en el reforzamiento de la pared celular como respuesta a la infeccion

con B. cinerea.

Otra respuesta de gran importancia en el mecanismo de defensa de P. patens es
la acumulacién de ROS. Esta es una de las primeras respuestas que se observa
en una planta atacada por un patdégeno, y es un mecanismo complejo que,
ademas de ser una respuesta efectiva, ya que estas moléculas son toxicas para
los patdgenos, constituyen una sefal intracelular para activar otras respuestas. La
liberacion de ROS esté involucrada en el fortalecimiento de la pared celular para
restringir la propagacion de hongos y oomicetos, la induccién de la HR y la muerte

celular programada (Ponce de Ledn 2011).

La activacion de la respuesta de hipersensibilidad (HR) es una de las reacciones
de resistencia mas eficientes contra los patdgenos bidtrofos. Se caracteriza por la
muerte programada de las células en la region infectada, asi previene la
propagacion de la infeccion (Kumari et al. 2017). Varios estudios han demostrado
qgue la muerte celular de las plantas durante la HR es un tipo de muerte celular
programada en plantas (PCD) (Greenberg and Yao 2004; Morel and Dangl 1997).
Han sido definidas dos clases principales de PCD en plantas, que incluyen la
muerte celular vacuolar y la muerte celular necrética, aunque la HR cae en una
modalidad separada, ya que las caracteristicas de ambos tipos de muerte celular
estan presentes (Van Doorn et al. 2011). Como parte de la HR que se desarrolla
en P. patens tras la infeccién con B. cinerea o elicitores de P. carotovorum, se
puede observar la plasmolisis del citoplasma, la acumulacién de compuestos

autofluorescentes, asi como el reordenamiento y cambio de coloracion de los
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cloroplastos, los cuales se acumulan en direccion al sitio de infeccidn y se tornan

marrén, probablemente debido a la acumulacion de ROS (Ponce de Leodn et al.

2007).
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Figura 8. Invasion de patégenos vy
respuestas de defensa de P. patens
(Ponce de Lebén y Montesano, 2017). Las
hojas y los rizoides estan colonizados por
diferentes patdégenos, que se visualizan
facilmente mediante diferentes técnicas de
tincion (hoja; azul tripano y solofenil flavina,
rizoide: solofenil flavina). Se muestran
imagenes de tejidos infectados con el
oomiceto Pythium irregulare y el hongo B.
cinerea respectivamente. Se muestran las
defensas que se activan en P. patens
después de la infeccion por patégenos:
respuesta similar a la HR; el fortalecimiento
de la pared celular (acumulacién de
compuestos fendlicos, evidenciada por
paredes celulares tefiidas); la reorientacion
de los cloroplastos (flecha roja); deposicién
de calosa en células protonemales (flecha
blanca); la acumulacién de ROS en hojas
infectadas por B. cinerea; la expresion
diferencial del gen de defensa Ppalpha-
DOXy la variacion de los niveles de auxina
a diferentes horas después de la infeccion.

La respuesta tipo HR se visualizd mediante compuestos autofluorescentes, fortificacién de la

pared celular por tincion con safranina-0O, la deposicion de callosa por tincion con azul de metilo
y las ROS intracelulares con diacetato de 2', 7'-diclorodihidrofluoresceina.

Como parte de las respuestas de defensa en P. patens se produce también el

aumento de la produccion de hormonas y oxilipinas. Las oxilipinas son acidos

grasos oxigenados que participan en el desarrollo y la defensa de las plantas

contra la infeccion por patdgenos, insectos y heridas (Deboever et al. 2018). La

principal oxilipina que se acumula en los tejidos de P. patens ante el ataque de

patogenos es el acido (+)-cis-12-oxophytodienoico (OPDA, por sus siglas en
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inglés). EI OPDA tiene actividad antimicrobiana y es, ademas, un mensajero
intracelular que activa la expresion de diversos genes implicados en la respuesta
de defensa. El OPDA es también el precursor del JA, una hormona importante en
la defensa de las plantas con flores ante el ataque de patdgenos necrotrofos
(Ponce de Leodn et al. 2015). Sin embargo, el JA no se produce en P. patens, a
pesar de que este organismo cuenta con todos los genes que codifican para las
enzimas involucradas en la ruta de biosintesis de esta molécula (Ponce de Leon
et al. 2012). Aun asi, P. patens es capaz de responder a la presencia de JA,
reduciendo el tamafio de las colonias y de los rizoides, puesto que cuenta con
receptores para esta molécula. Otras oxilipinas que se pueden producir en el
musgo son las derivadas del acido 12-hydroperoxy eicosatetraenoico (HPTE),
como los compuestos volatiles octenol y nonenal, con actividad antimicrobiana

también (Ponce de Leon et al. 2015).

Por otra parte, las hormonas tienen también actividad antimicrobiana y reguladora
de la expresion génica (Verma et al. 2016). Dependiendo del patégeno, se activan
diferentes vias hormonales que conducen a la resistencia a patdgenos
particulares (Glazebrook 2005). La infeccion de B. cinerea provoca en P. patens
el aumento de las concentraciones de SA y acido abscisico, mientras que las
concentraciones de la auxina acido indolacético (IAA) disminuyen (Ponce de Leon
et al. 2012). Esto puede deberse a que el SA inhibe la via de sefalizacién de la
auxina como parte del mecanismo de defensa de la planta (Wang et al. 2007). Sin
embargo, se ha demostrado la activacién de la via de sefializacion de las auxinas
en P. patens ante la infeccibn con C. gloeosporioides y Pectobacterium

carotovorum subsp carotovorum (Reboledo et al. 2015; Alvarez et al. 2016).

Como resultado del reconocimiento de un patdgeno, se activan diferentes vias de
sefalizacion que culminan en la activacion de la expresion de genes involucrados

en las respuestas de defensa. La infeccién de P. patens con patégenos fungicos
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induce la expresion de genes asociados con la induccion de la PCD, como los que
codifican proteasas, nucleasas y el inhibidor de Bax-I, implicados en la regulacion
de la PCD (Lawton and Saidasan 2009). Alvarez y colaboradores encontraron que,
como respuesta a la exposicion a elicitores de P. carotovorum, se induce la
expresion de genes relacionados con las respuestas de defensa. Entre ellos,
genes que codifican para una quitinasa, una proteina relacionada con la
patogénesis (PR-1), varias proteinas dirigentes (DIR), una betaina-aldehido
deshidrogenasa, una lipoxigenasa, una a-dioxigenasa y varios factores de
transcripcion. Ademas, aumenta también la expresion de corismato sintasa,
corismato mutasa, fenilalanina amonio liasa (PAL), acido cindmico 4-hidroxilasa,
4-coumarato-CoA ligasa, chalcona sintasa (CHS), chalcona isomerasa, flavanona
3-hidroxilasa, y cinamil-alcohol dehidrogenasa (Alvarez et al. 2016). Estas
enzimas son componentes clave requeridos para producir diferentes clases de
metabolitos secundarios fendlicos como acidos fendlicos, flavonoides,
isoflavonoides, cumarinas y lignanos, los cuales desempefian diferentes funciones
de defensa. La PAL est4 involucrada en la sintesis de fenilpropanoides y SA,
mientras que la CHS es la enzima que inicia la sintesis de flavonoides. La
activacion de algunos de estos genes también ha sido demostrada en P. patens
en respuesta al ataque de otros patdgenos como B. cinerea, C. gloeosporoides y

Pythium spp. (Oliver et al. 2009; Ponce de Leon et al. 2012; Reboledo et al. 2015).
4.2. Transcriptomica de Physcomitrella patens

Varios conjuntos de datos de RNA-seq de P. patens han sido publicados en
multiples contextos experimentales. El perfil del transcriptoma de P. patens se ha
estudiado con respecto a las diferentes etapas de su desarrollo (Xiao et al. 2011,
Perroud et al. 2018); en presencia de tratamientos de estrés como la bleomicina
(Kamisugi et al. 2016); ante el estrés por calor y su impacto en el splicing

alternativo (Chang et al. 2014); bajo tratamientos de hormonas vegetales con
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acido abscisico (Stevenson et al. 2016) y auxina (Lavy et al. 2016); se ha
analizado la especializacion de reguladores de la transcripcion involucrados en la
adaptacion a las bajas temperaturas (Beike et al. 2015). Ademas, se han aplicado
enfoques transcriptobmicos comparativos para el andlisis de mutantes (Chen et al.
2012; Demko et al. 2014) y para analizar y catalogar los RNA pequefios en P.
patens (Coruh et al. 2015; Lang et al. 2018). Sin embargo, no se han encontrado
reportes de andlisis transcriptdmicos de P. patens durante la interaccion con

patégenos o algun otro microorganismo.
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5. PROBLEMA

Existen pocos estudios globales de los mecanismos moleculares que se activan
en P. patens ante la interaccion con microorganismos. La respuesta del musgo
frente a algunos patdgenos ha sido abordada principalmente mediante
caracterizaciones morfoldgicas y bioquimicas, y analizando la respuesta de genes
puntuales involucrados en estos mecanismos. Sin embargo, con los resultados
obtenidos en estos estudios, no es posible comprender los procesos que tienen

lugar en el musgo cuando este se enfrenta al estrés bittico.

6. HIPOTESIS

El andlisis del transcriptoma de P. patens durante la interaccion con C.
gloeosporioides permitira identificar patrones moleculares especificos de la
respuesta de defensa de P. patens que revelen diferencias con aquellos

propuestos en plantas vasculares.

7. OBETIVOS

7.1. Objetivo general

Analizar la respuesta de Physcomitrella patens ante la infeccion con

Colletotrichum gloeosporioides.
7.2. Objetivos especificos

1. Caracterizar mediante microscopia Optica los dafios histologicos y
micromorfolégicos en el musgo durante la interaccion con C.

gloeosporioides.

2. Evaluar mediante analisis fendmico el efecto en P. patens de la infeccidon

con C. gloeosporioides.
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Evaluar la influencia de la presencia de hormonas exdgenas en la

respuesta de defensa de P. patens ante C. gloeosporioides.

Analizar los transcriptomas y perfiles de expresion diferencial de genes de

P. patens en respuesta a la infeccion con C. gloeosporioides.
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8. METODOLOGIAS

8.1.Cultivo de P. patens y C. gloeosporioides e inoculaciéon del patdgeno

La cepa Physcomitrella patens Gransden se cultivdo en medio Hoagland’s,
consistente en 1 mM de MgSO4, 1.8 mM de KH2PO4 pH 6.5, 10 mM de KNOs, 45
UM de FeSO4, 1 mM de CaClz, 4.5 mM de tartrato de amonio y 10 g/L de agar. En
el caso de los medios suplementados con hormonas, estas se afadieron a las
concentraciones de 0.1 y 0.5 mM de acido salicilico y 50 uM de acido jasmonico.
Las colonias de musgo crecieron a 22 °C bajo un fotoperiodo de 16 h de luz segun
lo descrito anteriormente por Oliver et al. (2009). Para todos los experimentos se
emplearon colonias incubadas durante tres semanas previamente, y en el caso
de los experimentos en presencia de hormonas, las colonias de P. patens de tres
semanas fueron transferidas a placas con el medio suplementado con hormonas

y se incubaron durante 24 horas para la posterior infeccion.

C. gloeosporioides se cultivd en medio Papa-Dextrosa-Agar (PDA) 29 g/L a 22 °C.
Los conidios se recuperaron a partir de mucilagos de color naranja sobre las
colonias fungicas cultivadas en PDA. La inoculacion de C. gloeosporioides se
realiz6 atomizando una suspensién de aproxiamdamente 5 x 10° conidios/mL en

agua (Reboledo et al. 2015).

8.2.Caracterizacion morfoldgica de la interaccion entre P. patens y C.

gloeosporioides

La caracterizacion morfologica de la interaccién se realiz6 mediante la medicién
indirecta del dafio celular con la tincion de Azul Evans y mediante microscopia
Optica empleando colorantes como la Safranina-O y Solofenil flavina. Para la
medicion del dafio celular se siguio el protocolo descrito por Alvarez et al. (2016).
Las colonias del musgo se incubaron durante 2 horas en azul de Evans al 0,1% y

luego se lavaron cuatro veces con agua miliQ para eliminar el excedente de tinte.
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El tinte unido a las células dafiadas se recuperd con una solucion de metanol al
50% y SDS al 1% durante 30 minutos a 65 °C y se midié la absorbancia a 600 nm.
Cada muestra consistio en cuatro colonias incubadas en 6 ml de la mezcla
metanol-SDS. Se analizaron ocho muestras, correspondientes a 32 colonias, por
cada condicion experimental y los datos se expresaron como DO/mg de peso
seco. El peso seco se midioé después de secar las colonias del musgo sobre papel

aluminio durante 18 horas a 65 °C.

Se emplearon tinciones de Safranina-O 0,01% y Solofenil flavina 0,1% para
observar la acumulacion de compuestos fendlicos en la pared celular y las
estructuras del hongo respectivamente. Se separaron los gametoforos de las
colonias del musgo y se embebieron en la solucién de la tinciéon durante 15
minutos en oscuridad, seguido de dos enjuagues con agua miliQ para retirar el

exceso de colorante. Luego se separaron los filidios para ser observados.

8.3.Analisis fenomico de la interaccion entre P. patens y C.
gloeosporioides

8.3.1. Determinacion de la eficiencia cuantica del Fotosistema |l

Se obtuvieron imagenes de fluorescencia de la clorofila a a partir de colonias de
P. patens previamente adaptadas a la oscuridad durante 15 minutos. El método
de Damm et al. (2010) se utilizo para cuantificar la fluorescencia de la clorofila a,
en el cual las colonias previamente adaptadas a la oscuridad recibieron una alta
densidad de flujo de fotones fotosintéticos para obtener un valor estable de la
fluorescencia de la clorofila a. EI PSI Open FluorCam FC 800-O (PSI, Brno,
Republica Checa) se utilizé para obtener imagenes de fluorescencia de la clorofila
a y para estimar el rendimiento cuantico maximo del Fotosistema Il (PSll), que se
expres6 como (Fv/Fm) = (Fm - Fo)/F. Las imagenes se obtuvieron utilizando el

meétodo de Rousseau et al. (2013) con un sistema que incluia cuatro paneles LED
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divididos en dos pares de sensores del sistema (luz actinica con una longitud de
onda de 618 nm e intensidad de luz de fotones de 200—-400 pmol m=2 s™1). Se us6
una camara CCD con una resolucion de pixeles de 512 x 512 y una dinamica de
12 bits para obtener imagenes en una escala de colores, que determind los valores
de Fv/Fm (0.1-0.8). Un par de LED proporcioné luz naranja en ymol m=2 s™*. Este
par proporcioné un pulso de 2 s que permitio la medicion del estado fluorescente
inicial (Fo). El otro par de LED proporciond un pulso saturado durante 1 s en la
longitud de onda azul, tipicamente 455 nm, con una intensidad de hasta 3 000
umol m=2 s, El pulso saturado permitié la recoleccion de los valores maximos de

fluorescencia (Fm) y Fv/Fm.
8.3.2. Analisis de segmentacién de color.

Se tomaron imagenes de la vista superior de las placas con colonias de P. patens
sanas e inoculadas a diferentes tiempos con C. gloeosporioides. Estas imagenes
se analizaron con el software LemmaGrid. Primeramente se separd el primer
plano del fondo de la imagen, como resultado se obtiene una imagen binaria.
Posteriormente, los objetos se separan segun la clasificacion del color: verde muy

iluminado y marrén necrético (Figura 9).

A Figura 9. Procesamiento de
ey LN imagen de una caja de P. patens
o0 ® o9 ®
s a® «o® inoculada con C. gloeosporioides
lmD (48 h), procesada con el software
se e LemnaGrid. Primero se separan
@
:: ® el primer plano y el fondo (A-C),
1am resultando en imagenes binarias.

Posteriormente, los objetos se separan segun la clasificacion del color (verde iluminado y marrén

necrético) (D-F).
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8.3.3. Analisis de variacion de temperatura

El analisis de variacion de la temperatura se realiz6 mediante el procesamiento
de termografias. Para la captura de imagenes de infrarrojos se utilizé una cdmara
FLIR T440 (FLIR Systems Inc., North Billerica, MA, USA) con el microbolémetro
no refrigerado como arreglo de plano focal, 320 x 240 pixeles y un rango espectral
de 7.5-13 pym. La configuracién de la camara para la emisividad fue de 0,95. Las
imagenes se procesaron con el programa FLIR Tools® para obtener los datos de

temperatura de las colonias.

8.4.Extraccion, purificacion y secuenciacion del ARN total de P. patens

sin inocular e inoculado con C. gloeosporioides.

Las muestras de tejido control (P. patens inoculado con agua miliQ estéril) e
infectado con C. gloeosporioides se tomaron a las 8 y 24 horas posteriores a la
infeccion (hpi). Cada muestra corresponde al tejido recuperado de dos placas de
cultivo, cada una con 16 colonias de P. patens, y se tomaron tres muestras de
cada tratamiento. Estas muestras se recolectaron y se congelaron
inmediatamente con nitrégeno liquido y luego se conservaron a -80°C para su

posterior maceracion.

La extraccion del ARN se realizé con el RNeasy Plant Mini Kit de Qiagen, segun
las recomendaciones en el manual del fabricante. Todas las muestras fueron
tratadas con DNasa | (Qiagen) durante el proceso de purificacion para eliminar
posibles trazas de ADN. Luego se comprobd la calidad del ARNmediante
electroforesis en gel de agarosa al 1%. Ademas, como indice de calidad, se evalu6
la integridad y pureza del ARN en cada muestra mediante cromatografia de
liquidos en columna capilar para determinar el nimero de integridad de ARN (RIN,

por sus siglas en inglés, RNA Integrity Number).

37



La construccion de bibliotecas, asi como la secuenciacion del ARNm mediante la
técnica RNA-seq se realizaron en las instalaciones de Macrogen, Republica de
Corea. La secuenciacion se realizdé por ambos extremos, con fragmentos de 150
pb, y una profundidad de mas de 40 millones de lecturas, mediante la tecnologia
lllumina. Estas caracteristicas previenen la pérdida de informacion, incluso de
aquellos genes muy poco expresados. Para la construccion de las librerias de

cDNA se empleé el TruSeq Stranded Total RNA LT Sample Prep Kit (Plant).
8.5.Procesamiento de las secuencias del transcriptoma

Primeramente, se realiz6 un analisis de la calidad de las secuencias obtenidas
con el software FastQC (version 0.10.1) (Andrews 2010). Luego se procesaron las
secuencias con el script RemoveOverrepresentedSequence.py para descartar las
secuencias sobrerrepresentadas reportadas en el resultado del primer andlisis de
calidad. Luego se eliminaron los adaptadores y las secuencias de baja calidad con
el software Trimmomatic 0.39 (Bolger et al. 2014); seguido de otro andlisis de
calidad con el software FastQC. Las secuencias obtenidas del Trimmomatic se
alinearon con el genoma de referencia de P. patens (Lang et al., 2018;

https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html), al cual se le afiadieron los genomas

de cloroplastos (NC_005087.1), mitocondrias (NC_007945.1) y secuencias de
ARN ribosomal (HM751653.1, X80986.1 y X98013.1). Para el alineamiento y
conteo de secuencias se ocup6 el paquete RSubread de R (versién 3.6) (Liao et
al. 2019) y luego se realiz6 el conteo de las secuencias con el software

featureCounts.
8.6.Analisis de expresion diferencial

Para realizar el analisis de expresion diferencial, primeramente se filtraron los
genes con bajo numero de lecturas. Para ello se probaron diferentes valores de

corte para determinar el umbral de filtrado que mejor se ajustaba a los datos

38



(Figura 10). Los genes expresados a bajos niveles se filtraron eliminando aquellos
genes con menos de 0,5 recuentos por millon de lecturas en al menos 9 de las
seceuncias. Posteriormente se realizo la normalizacion de los datos mediante el

método de Upper-Quartile (Bullard et al. 2010).
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Para el andlisis de expresion diferencial empleamos el paquete DESeq2 (Love et
al. 2014), de R puesto que este paquete nos permite hacer un analisis multivariado
de los datos, ademas, emplea una regresion local de las dispersiones en los datos
que le proporciona mayor flexibilidad ante varianzas inestables y utiliza
estimadores mas potentes (Carrasco Carrasco 2015). Para este andlisis se
emplearon dos modelos: uno donde se compararon las muestras de la infeccion
con su control correspondiente y la infeccion a las 24 hpi respecto a la infeccion a
8 hpi; el otro modelo se bas6 en un disefio multivariado donde se analizaron los
efectos del tratamiento (muestras infectadas contra controles) y del tiempo (24 hpi
contra 8 hpi) sobre las muestras, asi como la interaccion entre estas dos variables
(~ tratamiento + tiempo + tratamiento:tiempo). Luego del analisis de expresion
diferencial, los resultados obtenidos se filtraron segun el FDR (de inglés False
Discovery Rate) < 0,05 y el |logFC| > 2 para obtener los genes sobre y

subexpresados.
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8.7. Enriquecimiento de términos GO y vias metabdlicas

El analisis de enriquecimiento de términos GO se realizé en la interfaz
de The Arabidopsis Information Resource (TAIR), que provee para el
analisis de enriquecimiento de términos de GO en plantas,

(https://www.arabidopsis.org/tools/qgo_term_enrichment.jsp), con el

sistema de clasificacion de Panther (Mi et al. 2019). Para la
determinacién del enriquecimiento se emple6 el método de Prueba
Exacta de Fischer (FDR < 0,05). El analisis de enriquecimiento de vias
metabdlicas se realiz6 con la herramienta BlastKOALA de la base de

datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes).
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9. RESULTADOS y DISCUSION

9.1. Colletotrichum gloeosporioides infecta a Physcomitrella patens

y provoca sintomas de enfermedad.

Las colonias de P. patens fueron inoculadas con una suspension de esporas y se
realizaron analisis microscopicos a diferentes tiempos de incubacion.
Primeramente, a simple vista, se puede ver como, a medida que avanza el tiempo,
las colonias de P. patens muestran sintomas de la infeccion (Figura 11, A-D). La
germinacioén de los conidios se puede observar desde las 8 hpi (Figura 11, Ny T),
y a 24 hpi ya se distingue la formacién del apresorio (Figura 11, Q). C.
gloeosporioides se caracteriza por la formacion de apresorios durante la primera
etapa de la infeccion. Este apresorio consta de una pared celular melanizada y la
acumulacion concomitante de glicerol, lo que genera un sistema que proporciona
una presion turgente altamente localizada, enfocada para perforar las barreras
celulares. Este mismo comportamiento se ha visto en C. gloeosporioides cuando
infecta plantas vasculares como el tomate (Solanum lycopersicum) (Alkan et al.

2015).

La Safranina-O reconoce y se unen a compuestos fendlicos. P. patens no presenta
lignina en sus paredes celulares, sin embargo, ante la presencia de un patégeno,
el musgo refuerza sus paredes celulares con otros compuestos fendlicos como
lignanos (Roberts et al. 2012), provocando asi la tincidn de estas estructuras

con el colorante (Figura 11, J-L).

41



Infection time

Control 24 h
' - ~ B NG

Figura 11: Desarrollo de sintomas en P. patens inoculado con C. gloeosporioides. (A-D) imagenes
de colonias de P. patens a diferentes tiempos de infeccién: control inoculado con agua miliQ estéril,
8 hpi, 24 hpi y 48 hpi con C. gloeosporioides respectivamente. Las barras de escala representan
1 cm (E-H) imagenes de filidios de P. patens sin tefiir a diferentes tiempos de infeccién: control, 8
hpi, 24 hpi y 48 hpi respectivamente. Las barras de escala representan 200 pm. (I-L) imagenes de
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filidios de P. patens tefiidos con Safranina-O a diferentes tiempos de infeccién: control, 8 hpi, 24
hpi y 48 hpi respectivamente. Las barras de escala representan 200 um. (M-P) imagenes de filidios
de P. patens tefiidos con Solofenil flavina a diferentes tiempos de infeccion: control, 8 hpi, 24 hpi
y 48 hpi respectivamente. Las barras de escala representan 200 um. (Q) filidio inoculado con C.
gloeosporioides 24 hpi donde se puede apreciar la formacion de apresorios (cabeza de flecha
blanca). La barra de escala representa 20 um. (R) filidio inoculado con C. gloeosporioides 24 hpi
donde se puede apreciar la migracion de los cloroplastos hacia el sitio de infeccion (cabezas de
flecha rojas). La barra de escala representa 50 um. (S) filidio inoculado con C. gloeosporioides 48
hpi tefiido con Safranina-O, donde se puede apreciar la plasmdlisis del citoplasma (cabezas de
flecha azules) y la tincion de las paredes, lo que refleja el reforzamiento de la pared con
compuestos fendlicos. La barra de escala representa 50 um. (T) filidio inoculado con C.
gloeosporioides 48 hpi tefiido con Solofenil flavina, donde se puede ver el crecimiento de las hifas
del hongo. La barra de escala representa 50 um.

El reforzamiento de la pared celular es una estrategia de defensa que ya ha sido
reportada en P. patens frente a otros patdogenos (Ponce de Leon et al. 2012) y
también esta bien descrita en plantas vasculares como una de las principales

respuestas de defensa ante el estrés bidtico (Vandana et al. 2019).

Otros de los sintomas presentes en las células infectadas son el cambio de color
de los cloroplastos (Figura 11, H) y, en las células circundantes a las infectadas,
la migracién de los cloroplastos hacia el sitio de infeccidn, asi como la plasmolisis
del citoplasma (Figura 11, R y S). Estas respuestas concuerdan con las que ya
habian sido reportadas en P. patens ante C. gloeosporioides y otros patdgenos
(Ponce de Leon et al. 2012; Reboledo et al. 2015). También han sido reportadas
respuestas similares en A. thaliana frente a otras especies del género
Colletotrichum (O'Connell et al. 2004), lo que sugiere que estas respuestas se han

mantenido a lo largo del proceso evolutivo.

9.2.La infeccion con C. gloeosporioides provoca la disminucién del

rendimiento cuantico del Fotosistema Il de P. patens

La fotosintesis es el proceso por el cual las plantas, algas, cianobacterias y

bacterias fotosintéticas convierten la energia luminosa en energia quimica en

43



forma de enlaces quimicos. Durante este proceso la luz es absorbida por los
pigmentos fotosintéticos (basicamente clorofila a, b y carotenoides) de los
complejos antena de la membrana fotosintética. Parte de la energia absorbida es
transferida como energia de excitacion y atrapada por el centro de reaccion, en
donde se utiliza para hacer trabajo quimicamente atil, mientras que una menor
parte es disipada principalmente como calor y en menor grado re-emitida como
energia luminosa de menor energia (fluorescencia). Esta distribucion de la energia
en los tres procesos ocurre simultaneamente, de tal forma que el incremento en
la eficiencia de uno de ellos, resultara en la disminucion de los otros dos. Por lo
tanto, a través de la medicion del rendimiento de la fluorescencia de la clorofila se
puede obtener informacion de la eficiencia fotoquimica y la disipacion térmica de
la energia absorbida (Moreno et al. 2008). La fluorescencia puede emplearse
como una herramienta para obtener informacion acerca del estado fisiologico del
aparato fotosintético, y la respuesta sera indicadora del dafio o alteracion en el
mismo. Varios estudios han empleado este parametro como medida indirecta de
estrés abidtico (Boureima et al. 2012; Brestic and Zivcak 2013; Leal-Delgado et al.
2019; Duarte et al. 2017) y bidtico (Ilvanov and Bernards 2016; Ajigboye et al. 2016;
Dias et al. 2018) en plantas.

En aras de realizar una caracterizacion detallada de la interaccion P. patens y C.
gloeosporioides, se tomaron medidas de la fluorescencia de la clorofila a en
colonias de P. patens sanas e infectadas con C. gloeosporioides a diferentes
tiempos. Como se puede ver en la Figura 12, a las 8 hpi no existen diferencias
significativas en la emision de fluorescencia entre el control y la caja infectada con
el hongo. Sin embargo, a las 24 hpi se puede ver ya una disminucién en la emision
de fluorescencia (Figura 12, Ey G), y a las 48 hpi la disminucion es inferior al
umbral que el equipo es capaz de detectar (Figura 12, Fy G). Los valores de Fv/Fm

mostrados en la imagen de escala de color muestran estos cambios. Esto sugiere
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gue, a medida que avanza la infeccion, ocurren cambios metabdlicos importantes
en el musgo que, en este caso puede estar asociado con el cambio de color que
sufren los cloroplastos como consecuencia del ataque del patogeno (Figura 11,

H), afectandose asi la fotosintesis.
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Figura 12: Rendimiento cuantico del Fotosistema Il. (A-F) imagenes de fluorescencia de la clorofila
a de colonias de P. patens sanas (A-C) e inoculadas con C. gloeosporioides (D-F), a 8 hpi (A y D),
24 hpi (By E) y 48 hpi (Cy F). La barra de escala de color a la derecha representa la proporcion
del area de pixeles para cada segmento de las colonias que muestra el rendimiento cuantico del
FS Il (FW/Fm); las barras de escala blancas en cada imagen representan 1 cm. (G) Media del
rendimiento cuantico del FS Il (xDE) de colonias de P. patens sanas (recuadro de la izquierda) e
inoculadas con C. gloeosporioides (recuadro de la derecha).
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9.3.Lainfeccion con C. gloeosporioides provoca cambios de coloracion

en el tejido de P. patens

El procesamiento de imagenes y la vision artificial resultan cada vez mas utiles y
necesarios en diversas aplicaciones agromoticas de gestion de cultivos y
procesos agroalimentarios. Las imagenes ofrecen informacién muy valiosa sobre
el estado de crecimiento de las plantas, la maduracion de los frutales, la aparicion
de plagas y malas hierbas, etc. Las técnicas basadas en andlisis de color son
fundamentales en este dominio, al permitir clasificar y caracterizar de forma
precisa, robusta y eficiente las distintas regiones de las imagenes (Gonzélez-
Esquiva et al. 2016). En este caso, el analisis mediante segmentacion de color de
las imagenes de las colonias de P. patens infectadas con C. gloeosporioides en
comparacién con colonias sanas, nos permite cuantificar el progreso de la

infeccion.

Como se puede apreciar en la Figura 13, a medida que pasan las horas va
aumentando el porciento de tejido marrén en las colonias (cuadrados de color
marron), mientras disminuye el porciento de tejido verde (cuadrados de color
verde). En comparacién, este efecto no se observa en las muestras control
(circulos en la Figura 13). Este cambio de color en las colonias infectadas puede
estar relacionado con el cambio de color que sufren los cloroplastos como
respuesta al ataque del patdgeno. Como consecuencia de la infeccién ocurre un
desbalance en la fotosintesis, y el transporte de electrones fotosintéticos también
es un potencial proceso generador de ROS (Ravet and Pilon 2013). Cuando la luz
es excesiva, 0 cuando la capacidad de transporte de electrones en el cloroplasto
es limitada, los electrones pueden reducir directamente el oxigeno molecular, y el
flujo de electrones no acoplado acumulado en la cadena de transporte de
electrones también genera una cierta cantidad de especies reactivas de oxigeno

(ROS) (Zhong et al. 2019). Esta acumulacion de ROS afecta la ultraestructura de
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los cloroplastos y el contenido de clorofila en ellos (Salguero-Linares and Coll
2019), lo que puede estar asociado con el cambio de coloracion de los cloroplastos

y del tejido en general.
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Figura 13: Efecto de la interaccion entre P. patens y C. gloeosporioides en la segmentacién de
color en verde y marrén. Cada punto refleja la media (+ DE) de tres imagenes con nueve colonias
cada una. Los circulos representan los controles y los cuadrados las muestras infectadas con
colonias inoculadas C. gloeosporioides (Infeccién). El color verde representa la porcion de tejido
verde y el color marrén representa el tejido marrén.

9.4.C. gloeosporioides provoca cambios de temperatura en P. patens.

Los avances recientes en los analisis no invasivos del metabolismo de las plantas
incluyen técnicas de imagenes de estrés, como las de segmentacion de color,
presentadas anteriormente y las de termografia infrarroja (Fiorani et al. 2012).
Desde hace muchos afios se emplean los pequefios cambios de temperatura en
las plantas para estudiar procesos metabdlicos en estas. Diferentes estudios de
microcalorimetria han demostrado que los flujos de calor metabdlico se pueden
utilizar para evaluar el metabolismo a grosso modo (Mourik and Bakri 1991;

Edelstein et al. 2001; Qiao et al. 2005; Kranner et al. 2010).
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Se tomaron termografias de colonias de P. patens sanas e infectadas con C.
gloeosporioides (Figura 14). Con estas medidas se pudo apreciar un aumento de
la temperatura en las colonias del musgo a medida que avanza la infeccién (Figura
15). Esto puede estar relacionado con el aumento de la actividad metabdlica que

ocurre en las células del musgo debido al desarrollo de la respuesta de defensa.
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Figura 14. Termografias de cajas con colonias de P. patens. (A-C) muestras sin inocular (Control)
a 8, 24 y 48 hpi respectivamente. (D-E) muestras infectadas con C. gloeosporioides (Infeccion) a
8, 24 y 48 hpi respectivamente. Las circunferencias en cada imagen denotan las colonias de P.
patens, y los triAngulos rojos y azules marcan las regiones de menor y mayor temperatura
respectivamente. La barra de escala a la derecha representa la proporciéon del &rea de pixeles, y
las barras de escala negras corresponden a 1cm.

El reconocimiento de los patdgenos resulta en una reprogramacion masiva de la
célula vegetal para activar y desplegar respuestas de defensa. Dichas respuestas
estan asociadas con mayores demandas de energia, equivalentes reductores y
esqueletos de carbono, los cuales son proporcionados por vias metabdlicas
primarias. La produccion de fenilpropanoides, representa uno de los principales

flujos de carbono del metabolismo primario al secundario; la sintesis de corismato
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requiere de fosfoenol piruvato y eritrosa-4 fosfato, derivados de la ruta de las
pentosas fosfato; y la produccion de ROS requiere grandes cantidades de NADPH
(Bolton 2009). Ademas, algunas de las enzimas involucradas en procesos del
metabolismo primario regulan las respuestas de defensa en las plantas (Rojas et

al. 2014).
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Figura 15. Variacion de la temperatura en colonias de P. patens durante la infeccién con C.
gloeosporioides. Los circulos indican los valores de los controles sin infectar y los cuadrados
indican los valores de las colonias infectadas por C. gloeosporioides. En color azul se muestran
las temperaturas minimas y en rojo las maximas. Cada punto refleja la media (+ DE) de tres
imagenes con nueve colonias cada una.

9.5.La presencia de hormonas en el medio de cultivo mejora la

resistencia de P. patens ante la infeccion con C. gloeosporioides.

El SA es fundamental en la regulacion de las respuestas del musgo, entonces
para determinar si el JA es capaz de mejorar la respuesta de defensa del musgo,
se realizd una infeccién con C. gloeosporioides en colonias previamente tratadas
con estas hormonas, y se determiné el dafio celular a 72 hpi. Las colonias tratadas

con las hormonas resisten mejor el ataque del patdgeno, incluyendo las tratadas
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con JA (Figura 16). Esto puede indicar que el JA exdgeno tiene un efecto en P.
patens similar al que tiene el JA producido por las plantas vasculares durante las
respuestas de defensa. En el caso del SA, Vidhyasekaran (2020) plantea que el
aumento de la sintesis y la acumulacion de SA en las plantas da como resultado
una mayor expresion de los genes de defensa, lo que se puede ver en este caso,

donde la respuesta del musgo es dependiente de la concentracion de la hormona.
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Figura 16. Medicion de la muerte celular mediante tincién con azul de Evans a 72 hpi de colonias
previamente tratadas con hormonas. Los datos se expresaron como la densidad dptica (DO) a 600
nm por miligramo de peso seco. Los valores en la grafica son medias con desviaciones estandar
de ocho réplicas independientes del musgo, los asteriscos sobre las barras indican diferencias
estadisticamente significativas (p <0,01; n = 8).

La participacién de diferentes hormonas en las respuestas de defensa de las
plantas vasculares ha sido reportada anteriormente por varios investigadores (Luo
et al. 2019; Tunsagool et al. 2019). En P. patens también se ha visto cémo varian

los niveles hormonales durante el estrés bidtico (Ponce de Ledén and Montesano
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2017). Tanto en las plantas vasculares como en P. patens la expresién de genes
relacionados con la defensa esta mediada por las hormonas. Se ha reportado que
en las plantas vasculares el SA participa principalmente en la activacion de la
respuesta de defensa contra los patdgenos biotroficos mientras que el JAy ET
son responsables de la defensa contra los patdogenos necrotroficos (Verma et al.
2016). Sin embargo P. patens no produce JA, aunque se demostré que si es capaz

de responder ante la presencia de esta hormona (Ponce de Leon et al. 2012).
9.6.Purificacién y andlisis de calidad del ARN

Durante el proceso de extraccion se afiadio DNAsa a las columnas para mejorar
la pureza del ARN resultante. En la Figura 17 se puede observar el gel de agarosa
1% donde se verifico la integridad de las muestras. En todas las muestras se
pueden apreciar bandas integras, sin smears en los carriles. Por otra parte, se
estim6 la concentracion de las muestras de ARN y su calidad mediante
cromatografia de liquidos en columna capilar para determinar el RIN. La

concentracion y calidad de las muestras superé los estandares requeridos para

continuar con la secuenciacion, como se puede apreciar en la tabla 1.

Figura 17. Electroforesis en gen de agarosa 1% de los ARN correspondientes a las muestras del
transcriptoma. (1-3) Control 8 h, P. patens inoculado con agua miliQ estéril. (4-6) Control 24 h. (7-
9) P. patens inoculado con C. gloeosporioides 8 hpi. (10-12) P. patens inoculado con C.
gloeosporioides 24 hpi.
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Tabla 1. Valores de concentracion y RIN de las muestras de ARN

Muestra Concentracion (ng/uL RIN
P. patens/H20 (8h)-1 372,375 8,6
P. patens/H20 (8h)-2 161,925 8,3
P. patens/H20 (8h)-3 267,434 8,6
P. patens/H20 (24h)-1 399,443 8,7
P. patens/H20 (24h)-2 303,447 9,0
P. patens/H20 (24h)-3 386,9 8,6
P. patens/C. gloeosporioides (8h)-1 441,392 8,5
P. patens/C. gloeosporioides (8h)-2 408,39 8,0
P. patens/C. gloeosporioides (8h)-3 309,451 8,6
P. patens/C. gloeosporioides (24h)-1 779,965 8,7
P. patens/C. gloeosporioides (24h)-2 532,334 8,6
P. patens/C. gloeosporioides (24h)-3 438,215 9,2

9.7.Analisis de calidad de las secuencias obtenidas de RNA-seq

El control de calidad de las lecturas obtenidas mediante RNA-seq involucra ciertos

pardmetros entre los que se encuentran: el analisis de calidad de las secuencias,

el contenido de GC en las muestras, la presencia de adaptadores, asi como de

secuencias sobrerrepresentadas con el objetivo de detectar posibles errores en la

secuenciacion. En cuanto a la calidad de las secuencias, este analisis revel6 que

todas las secuencias tenian una calidad superior a 30 en la escala Phred (Figura

18), lo cual es aceptable teniendo en cuenta que el minimo sugerido para el

analisis de secuencias es 20.
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Figura 18. Media de la calidad
de secuencia por posicién de
las lecturas. Gréafica obtenida
con el software MultiQC a partir
de los datos obtenidos del
FastQC.



Aunqgue la calidad de las secuencias recibidas fue buena, en el analisis de calidad
se encontraron algunos parametros a mejorar. Las secuencias mantenian los
adaptadores (lllumina Universal Adpater), un alto contenido de GC y una gran
cantidad de secuencias sobrerrepresentadas (mas de la mitad de las muestras
con mas del 10% de secuencias sobrerrepresentadas) (Figura 19, A-C). Por este
motivo se decidio realizar un preprocesamiento de las lecturas y asi mejorar la

calidad de estas para los analisis posteriores (Figura 19, D-E).
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Figura 19. Resultados obtenidos del analisis de calidad con el software FasQC y procesados con
MultiQC. (A-C) Resultados del andlisis de calidad de las secuencias crudas. (D-F) Resultados del
andlisis de calidad de las secuencias procesadas. (A y B) Secuencias sobrerrepresentadas. (C y
D) Contenido de adaptadores. (C y D) Contenido de GC.
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9.8.Alineamiento con el genoma de referencia

Para continuar con el analisis de las secuencias se realizo el alineamiento de las
lecturas con el genoma de referencia de P. patens. Para ello se empleo el paquete
RSubread. En el caso de las lecturas correspondientes a las muestras tratadas
con el hongo patégeno se puede observar un mayor porciento de lecturas que no
se alinean con la referencia (Figura 20). Esto se debe a que en esas muestras hay
lecturas que corresponden a los ARNs del patdgeno, y que por tanto no se alinean

con el genoma del musgo.
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Figura 20. Porcientos de alineamiento de las lecturas del transcriptoma de P. patens (Control) y
de P. patens con C. gloeosporioides (Treatment). Cada barra corresponde a una réplica. En azul
se muestran los porcientos de lecturas que se alinearon a una sola region del genoma de
referencia. En naranja se muestran los porcientos de lecturas que se alinearon con mas de una
region del genoma de referencia; y en gris las que no se alinean.

También se puede apreciar en la Figura 20 que las muestras presentan alrededor
de un 10% de lecturas que se alinean en mas de una posicion del genoma. Esto

se debe a que en el caso de P. patens el genoma se encuentra duplicado (Rensing
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et al. 2007), por lo que varios genes cuentan con mas de una copia, provocando

que las lecturas obtenidas coincidan con mas de una posicion.
9.9. Analisis de expresion diferencial

Para el analisis de expresion diferencial se seleccion6 el paquete DESeq2 de R.
Primeramente se eliminaron los genes con valores de expresion inferiores a 0,5
conteo por millén (CPM<0,5). La mayor sensibilidad de las tecnologias basadas
en RNAseq a menudo conduce a que se vean reflejados en los resultados, genes
gue exhiben niveles de expresidn muy bajos, cuya importancia biolégica podria
ser cuestionable (Perroud et al. 2018), ademas, este filtrado aumenta la fortaleza
estadistica de la prediccion de genes diferencialmente expresados (Conesa et al.
2016). En la Figura 19 se puede apreciar el efecto de la eliminacion de lecturas
con bajos conteos. Este filtrado permite homogenizar los niveles de lecturas por
transcrito en las muestras, reduciendo la variabilidad asociada al conteo, lo que
previene la aparicion de falsos positivos (Figura 19, B). La eliminacién de estos
transcritos no afecta los genes identificados como diferencialmente expresados

por los métodos utilizados posteriormente.
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Figura 19. Efecto del filtrado de los transcritos con bajos niveles de expresion. Discriminacion

entre grupos experimentales mediante clustering no supervisado de las muestras sin filtrar (A) y

filtradas respectivamente (B).

El nivel de expresion esperado de cada transcrito esté limitado por la profundidad
de secuenciacion o el numero total de lecturas, que esta predeterminado por el
disefio experimental y el presupuesto antes de la secuenciacién. Dado un
recuento total de lecturas fijo, los transcritos expresados a mas altos niveles
tendran una mayor proporcion de lecturas totales. EL nivel de expresion de los
transcritos dentro de cada muestra depende del resto de transcritos presentes
(Rapaport et al. 2013), por tanto, los transcritos expresados a niveles mas altos
tendran una sobrestimacion de lecturas totales (Li et al. 2017). Por otra parte,
dentro de cada libreria los ARNs mas largos van a tener asociadas mas lecturas

gue los cortos, aunque tengan un nivel de expresion similar, debido a la
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fragmentacion. Todos estos factores afectan los valores de expresion diferencial.
Para reducir la influencia de estos sesgos en los resultados, hay que realizar
normalizaciones. En este caso, hemos utilizado el método de Upper-Quartile (UQ),
pues tiene en cuenta todos los factores mencionados anteriormente y garantiza
que las distribuciones de expresion de cada muestra sean similares en todo el

experimento.

En la Figura 20 se puede observar el efecto de la normalizacion mediante el
método UQ en las secuencias. Analizando los datos sin normalizar (Figura 20, A-
C) se puede apreciar que las muestras presentan una buena distribucion, aun asi
esta mejora después de la normalizacién (Figura 20, D-E) homogeniza siempre
cuando menciones las figuras, pon siempre Figura X. Las muestras de la infeccion
a 24 hpi sin normalizar forman un grupo bien definido y separado del resto de las
muestras, sin embargo las muestras del control y la infeccion a 8 hpi muestran
correlacion entre si (Figura 20B). Luego de la normalizacién se puede observar
como se recupera el disefio experimental (Figura 20, D) y se homogeniza la
distribucion de expresion relativa de las muestras (Figura 20, D). En el andlisis de
componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés Principal Component
Andlisis) se observa que las réplicas de cada muestra se agrupan entre si mientras
que las diferentes muestras se encuentran distantes unas de otras (Figura 20, C
y E). Aun cuando la normalizacién no tiene un efecto sobre la distribucion de las
muestras en este caso, si aumenta el por ciento de variabilidad que se acumula

en los componentes 1y 2 del analisis.
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Figura 20. Efecto de la normalizacidon con el método de upper quartile sobre las muestras. (A-C)
muestras sin normalizar. (D-F) muestras normalizadas. (A y D) Diagrama de cajas de la expresion
relativa de las muestras. (B y E) Clustering supervisado de los coeficientes de correlacién de
Pearson sobre todas las muestras. (C y F) Analisis de componentes principales.

Una vez normalizados los datos se realiz6 la expresion diferencial con el software
DESeg2. En todas las comparaciones realizadas se encontraron transcritos

expresados diferencialmente (Figura 21).
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Figura 21. Graficas de diferencia de medias (MD) para valores de expresion diferencial:
| logFC| >2 (lineas azules horizontales) y FDR<0,05. (A) Expresion diferencial a 8 hpi respecto al
control. (B) Expresion diferencial a 24 hpi respecto al control. (C) Expresion diferencial a 24 hpi
respecto a 8 hpi. (D) Expresion diferencial debido al efecto del tiempo. (E) Expresion diferencial

debido al efecto del tratamiento.

El analisis revel6 que, 8 horas después de la infeccién, 236 genes se regulan
positivamente y ninguno negativamente. A las 24 hpi 836 genes estan regulados
positivamente y 400 negativamente en comparacion con el control. Mientras que,

al comparar las muestras infectadas a 24 hpi respecto a 8 hpi se encontraron 203
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genes regulados positivamente y 160 negativamente. El analisis multivariado
arrojo que la presencia de C. gloeosporioides provoca la regulacién positiva de
837 genes y la regulacion negativa de 403, mientras que la extension de la
infeccion en el tiempo solo es responsable de que se regulen 95 genes
positivamente y 30 negativamente. En la Figura 22 se observa la distribucion de

los genes diferencialmente expresados entre las diferentes comparaciones.

A B

Comparisson Intersections

I Treatment_effect e
B Time_effect ) [
I t8hrs_vs_Ctrl ] I
I (24hrs_vs_Ctrl L I
]

B 124hrs_vs_8hrs

Genes per Comparisson

Figura 22. Distribucion de los genes diferencialmente expresados entre las diferentes
comparaciones. (A) Gréfica de la distribucion de intervalos de coincidencias entre las
comparaciones. (B) Diagrama de Venn que muestra la superposicion de los genes

diferencialmente expresados en cada una de las comparaciones.

Las comparaciones que arrojan mayor numero de genes diferencialmente
expresados son la comparacion entre las muestras de la infeccion a 24 hpi y el
control, y el analisis del efecto del tratamiento, con 1236 y 1240 genes

respectivamente, sin embargo 1227 genes coinciden en ambas comparaciones.
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La comparacion entre las muestras infectadas (24 hpi contra 8 hpi) es la siguiente
con mas genes diferencialmente expresados, y aunque comparte algunos de
estos genes con otras comparaciones, hay 112 genes diferencialmente

expresados que solo se ven en esta comparacion.

Debido a la duracion de la infeccion se observan 125 genes diferencialmente
expresados, de ellos 30 genes coinciden con los observados debido al efecto del
tratamiento solamente, y 29 coinciden con los que se observan en la comparacion
de la infeccién a 24 hpi contra 8 hpi. Debido a que en este analisis se compara el
efecto del transcurso del tiempo tanto en las muestras infectadas como en los
controles, podemos asumir que los genes diferencialmente expresados como
consecuencia del transcurso de la infeccidén son los que coinciden con las demas
comparaciones. Los 65 genes que se expresan exclusivamente en este analisis
corresponden a diferencias entre los controles. Las muestras de los controles se
tomaron con 16 horas de diferencia, por lo que, inevitablemente, una de las
muestras, en este caso la de 8 hpi, se tomo cerca del final del periodo de luz. Las
plantas, incluido P. patens, son organismos sésiles, por lo que deben adaptarse
rapidamente a las condiciones ambientales en constante cambio, como las
causadas por los ciclos diarios de luz / oscuridad. Un mecanismo importante para
anticipar y prepararse para tales cambios predecibles es el reloj circadiano
(Woelfle et al. 2004). Covington et al. (2008), en un analisis integral de mdultiples
datos de microarreglos de A. thaliana, identificaron varias vias fisiolégicas
enriquecidas para los cambios regulados por el ciclo circadiano en la abundancia

de transcritos.

Por dltimo, en la comparacion de 8 hpi contra el control se sobrexpresan 236
genes, de los cuales 224 se observan también en los genes diferencialmente
expresados debido al efecto del tratamiento. Del resto de los genes, solo 6 son

exclusivos de esta comparacion. Dada la distribuciéon que presentan los genes
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diferencialmente expresados, es posible analizar los efectos de la infeccion y su
duracion solo con los genes diferencialmente expresados en el analisis de efecto

del tratamiento y de 24 hpi contra 8 hpi.
9.10. Enriguecimiento de términos GO

En la Figura 23 se observa el enriqguecimiento de procesos biologicos en los
conjuntos de genes diferencialmente expresados debido al efecto del tratamiento.
Entre los genes sobrexpresados los procesos mas enriquecidos son el
catabolismo de fenilalanina y la biosintesis de acido cinamico y corismato. Por otra
parte, entre los genes regulados negativamente, entre los procesos mas
destacados estan la descarboxilaciéon de glicina, la fotosintesis y procesos de

biosintesis.

Procesos como la sintesis de amino&cidos aromaticos, acido cinamico y corismato
estan relacionados con la sintesis del SA, el cual se sintetiza en las células
vegetales a través de dos vias (Figura 24). En una de estas vias el SA se sintetiza
a partir del isocorismato con mediacion de la enzima Isocorismato sintasa 1 y una
amidotransferasa (Rekhter et al. 2019). La otra ruta a través de la cual se sintetiza
el SA es la via de los fenilpropanoides, una ruta muy importante en plantas, a partir
de la cual se sintetizan muchas moléculas con funcion de sefalizacion y
proteccion. Los fenilpropanoides se derivan del acido cinamico, que a su vez es
el resultado de la desaminacion del aminoécido fenilalanina (Phe) mediante la
accion de la enzima Fenilalanina amonio liasa (PAL), una de las principales
enzimas de la ruta (Francini et al. 2019), cuyo proceso metabdlico también se

encuentra enriquecido (Figura 23).
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También se ven enriquecidos procesos como la glicolisis, metabolismo del Acetil
CoA (Figura 25), sintesis de compuestos nitrogenados, transporte de iones y
transporte transmembrana. Estos procesos estan ligados al metabolismo primario
de las células, el cual aumenta bajo condiciones de estrés para satisfacer la
demanda celular de energia y metabolitos intermediarios requeridos para llevar a
cabo la respuesta de defensa (Rojas et al. 2014). En Glycine max se ha reportado
que, durante la infeccion con el patégeno necrétrofo Rhizoctonia solani, se regulan
negativamene los transcritos relacionados con la fotosintesis, mientras aumenta
la abundancia de transcritos de genes involucrados en el catabolismo de almidén
y carbohidratos (Copley et al. 2017). Un resultado similar se reportd para Triticum
aestivum durante la fase necrétrofa de la interaccién con el hongo hemibiétrofo
Septoria tritici (Yang et al. 2013). Otros procesos enriquecidos son la transcripcion
y la expresion de genes, lo que refleja la extensa transformacién que ocurre en

las células del hospedero frente al estrés biotico.
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Figura 25. Representacion de rutas metabdlicas obtenidas mediante enriquecimiento de vias
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sobrexpresadas en el transcriptoma de P. patens.
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9.11. Respuesta de P. patens durante la interaccion con C.

Gloeosporioides

Las respuestas de defensa se asocian con una amplia reprogramacion
transcripcional y hormonal en las plantas (Pieterse et al. 2014). Las fitohormonas
son reguladoras centrales de este proceso (Berens et al. 2017). Entre ellas el SA
es la hormona central en la respuesta de defensa de las plantas contra los
patbgenos hemibiotr6fos. En respuesta al SA se expresan genes de defensa y
relacionados con la patogénesis, se producen ROS que a su vez constituyen
sefales para la activacion de otros procesos de defensa como la muerte celular
programada (Verma and Agrawal 2017). Todos estos procesos comienzan por el
reconocimiento del patdgeno en la superficie celular y la transduccion de esa sefial
hasta el nacleo, donde se producen los cambios en los patrones de expresion

(Liebrand et al. 2014).
9.11.1. Ruta de fenilpropanoides y reforzamiento de la pared celular

Entre los procesos biolégicos que se encuentran enriguecidos hay varios
relacionados con la sintesis de fenilpropanoides. Esto tiene impacto no solo en la
produccion de SA como habiamos visto anteriormente, sino que esta via también
es responsable de la sintesis de lignina en plantas vasculares (Figura 26) (Muro-
Villanueva et al. 2019). Enzimas como la Fenilalanina amonio liasa (PAL),
chalcona sintasa (CHS), cinamil alcohol deshidrogenasa (CAD) y 4-Coumarato
CoA ligasa (4CL1) son esenciales en esta ruta y se encuentran sobrexpresadas
en el musgo (Figura 27). En P. patens no se ha reportado la presencia de lignina
en la pared celular pero si se ha reportado la presencia de lignanos como
respuesta de defensa (Espifieira et al. 2011). Ademas, como se puede ver en la
Figura 10, las paredes celulares de las plantas infectadas se tifien con el colorante

Safranina, el cual se une a compuestos fendlicos.
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Figura 26. Representacién de la ruta de biosintesis de Fenilpropanoides obtenido mediante

enriqguecimiento de vias metabdlicas de KEGG. Los recuadros en colores representan las enzimas

de la ruta que se encuentran sobrexpresadas en el transcriptoma de P. patens.

También estan sobrexpresados varios genes relacionados con la biogénesis y

modificaciéon de la pared celular, entre ellos los que codifican para las enzimas

calosa sintasa (CALS), celulosa sintasa (CSLD), proteina relacionada con la

sintesis de arabinogalactanos (PAGR) y -manosil transferasa (BMT), entre otras

(Figura 27). Las paredes celulares de P. patens estdn compuestas principalmente

por celulosa, hemicelulosa (mananos principalmente), proteinas-arabinogalactano

y en menor medida, pectina (homogalacturonano principalmente) (Berry et al.

2016), por lo que los genes que codifican para la sintesis de estos componente se

activan para reforzar la pared celular en respuesta al ataque del patégeno. La

calosa es un polimero de B-(1,3)-D-glucano, sintetizado por la enzima CALS, que
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se acumula en las paredes celulares de las plantas en respuestas a diferentes
tipos de estrés, incluyendo el atague de patdégenos (Wang et al. 2019). La
deposicion de calosa en las paredes celulares de P. patens ante la presencia de
un patégeno ya ha sido reportada (Ponce de Ledén and Montesano 2017). En
respuesta a la penetracion del patégeno en las células del musgo, este forma
deposiciones locales en la pared celular llamadas papilas (Overdijk et al. 2016).
Las papilas proporcionan barreras mecéanicas y quimicas para detener la
penetracion de patdgenos o retrasar el proceso de infeccion (Chowdhury et al.

2018).

Otros genes que se encontraron diferencialmente expresados son los que
codifican para la proteina birrefringente de tricoma (TBL), la enzima galactano (3-
1,4-galactosiltransferasa (GALS3) y pectinesterasa (PE). Las PEs son enzimas
involucradas en la desesterificacion de la pectina y se ha visto que pueden influir
en la resistencia de plantas ante estrés bidtico y abidtico (Marzin et al. 2016;
Deslattes et al. 2018). La TBL es una proteina localizada en el complejo de Golgi
y se encarga de acetilar polimeros de la pared celular. Esta proteina ha sido
relacionada con la resistencia a la enfermedad del tizén del arroz en Oryza sativa
(Gao et al. 2017). La GALS3 participa en la biosintesis de [B-1,4-galactano,
abundantes polisacéaridos en las paredes celulares de las plantas y se encuentran
como cadena lateral del galacturonano, que es un componente principal de la
pectina (Liwanag et al. 2012). Los altos niveles de expresion de las proteinas antes
mencionadas demuestran que el reforzamiento de la pared celular es una de los

mecanismos de defensa desplegados por P. patens ante el ataque de patdgenos.
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9.11.2. Expresion de genes asociados a la respuesta de defensa

DIR1 es una proteina no especifica de transferencia de lipidos que juega un papel
central en la induccion de SAR (Carella et al. 2017), se requiere esta proteina para
la generacion y / o translocacion de sefiales moviles de SAR (Maldonado et al.
2002). Tras la induccion de SAR, DIR1 se transporta a larga distancia desde el
sitio de infeccidn a zonas sanas de la planta donde inducen respuesta de defensa
(Champigny et al. 2013). Otra de las proteinas altamente expresadas es la
Proteina de respuesta a elicitores (ERG3), una proteina citosélica y soluble que
presenta un dominio C2 de unién a Ca?* usualmente dependiente de unién a
fosfolipidos. Sin embargo se demostrd que en el caso particular de ERG3, este
dominio se une a Ca?' independiente de fosfolipidos y pueden desempefiar
diferentes funciones en la mediacion de las respuestas a elicitores fungicos y las

sefiales de Ca?* (Hamel et al. 2016).

Las proteinas TAOl1 y SNC1 pertenecen a la familia de receptores del tipo TIR-
NB-LRR (Receptor de Interleuquina 1 tipo Toll — Unién a Nucleétidos —
Repeticiones Ricas en Leucina). Estas proteinas son reguladores esenciales de
la respuesta de defensa dependiente de SA. La proteina TAOL (Target of AvrB
Operation) se ha reportado como el receptor de la proteina efectora AvrB de
Pseudomonas syringae, y desencadena una respuesta de defensa efectiva contra
este patdégeno en A. thaliana (Eitas et al. 2008). Recientemente se reporté ademas
la activacion de la proteina TAOL en varios tejidos de A. thaliana en respuesta al
ET y sus precursores (Yang et al. 2015), por lo que esta proteina puede estar
implicada en mecanismos de defensa dependientes de hormonas. Asimismo, se
reportaron dos genes de Sorghum bicolor (Cs1A y CalB) relacionados con la
resistencia al patégeno Colletotrichum sublineolum, agente causal de la
antracnosis en el sorgo. Estos genes compartian similitud con la proteina TAO1

de A. thaliana (Biruma et al. 2012). La proteina SNC1 (Suppressor of NPR1,
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Constituve 1) interactia con el correpresor transcripcional TPR1 (por sus siglas
en inglés Topless Related 1), lo que conduce a la reprogramacion transcripcional
de los genes de defensa. Es probable que el mecanismo de accién de estas
proteinas sea la supresion de los reguladores negativos de la transcripcion de los
PR, en lugar de la activacion directa de los reguladores positivos (Zhu et al. 2010),

aunqgue no se encontraron estudios al respecto.

La sefalizacion mediante SA es una de las principales respuestas de defensa en
P. patens y en las plantas en general. El aumento de los niveles de SA en los
tejidos expuestos a patdogenos da como resultado la induccién de genes
Relacionados con la Patogénesis (PR) (Verma and Agrawal 2017). Estos genes
PR son un grupo diverso que codifica varias proteinas con actividad
antimicrobiana y, por lo tanto, aumentan la resistencia a una amplia gama de

patégenos (van Loon et al. 2006).

Uno de los elementos reguladores clave en la activacion de los genes PR
dependiente de SA, es la proteina Non—expressor of PR gene 1 (NPR1). El SA
regula la desoligomerizacion de NPR1 en sus formas monoméricas activas. Los
mondémeros de NPR1 se transportan al nicleo e interactian con factores de
transcripcion bZIP (tipo TGA), que a su vez, facilitan la expresion de genes PR y
la posterior respuesta de defensa (Verma et al. 2016). El mecanismo mediante el
cual NPR1 induce la respuesta de defensa ha sido ampliamente descrito (Withers
and Dong 2016; Chen et al. 2019; Zhang et al. 2020). Sin embargo en el
transcriptoma de la interaccion entre P. patens y C. gloeosporioides no
encontramos evidencia de que este mecanismo se active. Al parecer la activacion
de los genes PR ocurre mediante una via independiente de NPR1. La activacion
de los genes PR en P. patens ante la infeccion con C. gloeosporioides ocurre a

través de la interaccion entre SNC1 y TPR1. Aunque la existencia de una via
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independiente de NPR1 estad establecida, su mecanismo de accion no se

encuentra bien descrito en la literatura (Singh et al. 2018).

La proteina EDR2 (por sus siglas en inglés Enhanced Disease Response) se
encuentra regulada negativamente. Esta proteina es un regulador negativo de la
respuesta dependiente de SA (Vorwerk et al. 2007), por lo que al estar inhibida,

promueve la respuesta de defensa que se desarrolla en este caso.
9.11.3. Receptores LRR

Las proteinas receptoras quinasas de las membranas vegetales con dominios de
repeticiones ricas en leucina (LRR) forman la primera linea de defensa de las
plantas y son reguladores clave del crecimiento y desarrollo de las plantas (Hamel
et al. 2016). Al reconocer determinados ligandos activan las vias de sefalizacion
gue conducen a la respuesta de defensa de la planta (Dubey and Singh 2018). En
P. patens se encontraron varios genes pertenecientes a esta familia expresados
diferencialmente, entre ellos se encuentra el gen que codifica para el factor
asociado al receptor de TNF (TRAF1A). Esta proteina regula la respuesta inmune
de la planta, mediando la renovacion del dominio NB de la proteina SNC1 para
evitar la hiper acumulacién de esta proteina que de lo contrario podria causar

fenotipos autoinmunes (Huang et al. 2016).

Se encontrd también, entre los genes diferencialmente expresados, el que codifica
para BAK1, una quinasa asociada a BIR1 (Receptor Insensible a
Brasinoesteroides). BAK1 es una proteina de membrana con dominios LRR
extracelular y quinasa intracelular. Esta proteina actia como cofactor de otras
proteinas de membrana que también presentan dominios LRR (Liebrand et al.
2014). En S. lycopersicum se ha reportado a BAK1l como correceptor
indispensable para la activacion de la respuesta inmune mediada por los

receptores Ve y Cf, los cuales reconocen efectores provenientes de patégenos
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(Fradin et al. 2009). Zhang et al. (2013) reportaron que, en A. thaliana, la funcion

del receptor RPL30 se vio comprometida en plantas mutantes para el gen bak1.

Las extensinas (LRX5) son una clase importante de proteinas de la pared celular
de las plantas. Estas podrian estar involucradas en el desarrollo de la planta como
reguladores de la expansion de la pared celular, 0 como cadenas que conectan la
pared celular con la membrana plasmatica (Ringli 2010), sin embargo es probable
que en este caso estén involucradas en la remodelacién y reforzamiento de la
pared celular del musgo. El receptor GOS1, que se encuentra regulado
negativamente, esta involucrado en el desarrollo de la planta (Okuda et al. 2020),
es probable que, debido al estrés impuesto al musgo, las funciones normales de

desarrollo y crecimiento se encuentren reguladas negativamente.
9.11.4. Especies reactivas del oxigeno (ROS)

Las ROS juegan un papel central en la sefializacién de la planta y la respuesta
inmune, pues tienen un efecto antimicrobiano directo y, lo mas importante, actdan
como moléculas de sefial local y sistémica (Waszczak et al. 2018). Las ROS
incluyen peréxido de hidrégeno (H202), radical hidroxilo (HO"), oxigeno singlete
(*02) y anién superoéxido (O2), que se derivan de la reduccién parcial de oxigeno
(O2). Estas pueden ser producidas extracelularmente mediante enzimas
peroxidasas de membrana o de la pared celular (Liu and He 2017). En este trabajo
encontramos reguladas positivamente varias secuencias codificadoras para la
enzima aldehido oxidasa (GLOX). Esta enzima oxida aldehidos y produce H20:2.
La producciéon de ROS directamente en el medio extracelular tiene accion
antimicrobiana y sirve de sefializacion a las células colindantes (Zhao et al. 2013).
Asimismo se encontro regulada positivamente la peroxidasa N1, de localizacion
extracelular también. Esta enzima se encarga de regular los niveles de H20:2 para

evitar un dafo por estrés oxidativo.
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También se produce ROS dentro de multiples organulos subcelulares, como
cloroplastos, peroxisomas y mitocondrias (Singh et al. 2016). Dado que las altas
concentraciones de ROS altamente reactivas son toxicas y pueden provocar
estrés oxidativo, es necesario regular delicadamente el equilibrio entre la
produccion y la eliminaciéon de ROS para mantener la homeostasis celular (Li et
al. 2019). En este caso se encuentran sobrexpresadas también, secuencias que
codifican para la enzima superéxido dismutasa, la cual oxida radicales superoxido
con la consecuente produccion de H202. Generalmente, el proceso de
detoxificacion de las especies reactivas del oxigeno incluye la reaccién de la
enzima catalasa o alguna peroxidasa, que convierte el H202 en H20 y O2. Sin
embargo, se encontr6 que durante la interaccion entre P. patens y C.
gloeosporioides la Unica catalasa que se encuentra diferencialmente expresada,
asi como la peroxidasa A2, estan reguladas negativamente, lo que podria
provocar que se acumule H20:2 en las células y se produzca un estrés oxidativo,
lo que podria provocar una HR y culminar en muerte celular programada (Petrov

et al. 2015).

En ocasiones la HR puede constituir una estrategia de defensa, puesto que
permite confinar al agente causante de estrés, de hecho es una estrategia exitosa
contra patégenos biotrofos (Choi and Hwang 2015). Sin embargo, cuando la
planta se enfrenta a un patégeno necrotrofo o hemibiétrofo, como C.
gloeosporioides en este caso, la HR solo contribuye a que el patdgeno se disemine

mas rapido.
9.11.5. Otros genes expresados diferencialmente

Son muchisimos los genes involucrados directa o indirectamente en la
reprogramacion celular para desarrollar una respuesta de defensa. Para

garantizar funciones como el reforzamiento de la pared celular es necesario el
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transporte de moléculas desde el sitio de produccion en la célula hasta la
superficie celular. En muchos casos este movimiento ocurre mediante el
transporte de vesiculas (Lehman et al. 2017). En el transcriptoma de P. patens se
encontraron sobrexpresadas varias secuencias codificadoras para proteinas
involucradas en el trafico vesicular. Asimismo se encontraron varios genes
diferencialmente expresados relacionados con la dinamica del citoesqueleto, que

es fundamental para el movimiento vesicular (Moujaber and Stochaj 2019).

Las vias de sefializacién celular son de vital importancia en este proceso, entre
ellas la sefializacion mediante Ca?* juega un papel fundamental en las respuestas
inmunes de las plantas (Yuan et al. 2018). Se han caracterizado varios sensores
de calcio para transmitir y/o decodificar sefiales de Ca?* inducidas por patégenos
(Zhang et al. 2014; Yuan et al. 2017; Liu et al. 2017). Entre los genes
diferencialmente expresados en P. patens durante la interaccion con C.
gloeosporioides hay 9 relacionados con la sefializacion mediante Ca?*. La
proteina quinasa dependiente de Ca?*, por ejemplo, se encuentra sobrexpresada
y esta reportado que esta proteina esta involucrada en la resistencia mediada por
SA, la expresién diferencial de genes de defensay la sintesis de ROS (Dubiella et

al. 2013).

Los factores de transcripcién juegan un papel importante en la regulacion inducible
de una variedad de genes implicados en las respuestas inflamatorias y
proliferativas de las células. La expresion de estos genes estd controlada por
factores de transcripcion, que regulan las redes transcripcionales para activar o
reprimir la expresion génica en respuesta a estimulos internos y externos (Pu et
al. 2020). En este caso podemos encontrar activados varios factores de
transcripcion pertenecientes a la familia de Factores de Transcripcion en
Respuesta a ET (ERF). El ET es una fitohormona que esta involucrada tanto en

el crecimiento y desarrollo de la planta, asi como en la respuesta de defensa
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(Dubois et al. 2018; Zheng et al. 2019). En P. patens se activa, por ejemplo, el
ERF-RAP2-11, el cual se une al elemento promotor relacionado con la
patogénesis GCC-box. El factor de transcripcion MYB21 se encuentra activado en
P. patens, este factor de transcripcion regula positivamente la expresion del gen
gue codifica para la enzima PAL (Shin et al. 2002). También se encontraron varios
factores de transcripcibn con motivos de dedos de Zinc, los cuales estan
relacionados con varios procesos celulares, incluyendo la respuesta de defensa

(Wu et al. 2016).

Sorprendentemente, no se encontraron secuencias diferencialmente expresadas
correspondientes a los factores de transcripcidon tipo WRKY. Estos factores de
transcripcion pertenecen a una de las mayores familias de reguladores
transcripcionales en plantas, y son reguladores clave de la inmunidad en plantas
(Eulgem and Somssich 2007). La regulacion positiva de factores de transcripcion
tipo WRKY ha sido reportada en S. lycopersicum y Fragaria x ananassa frente a
C. gloeosporioides y C. fructicola respectivamente (Alkan et al. 2015; Zhang et al.
2018). El hecho de que estos factores de transcripcion no estén activado en P.
patens podria ser uno de los motivos por los que el musgo es incapaz de sobrevivir

a la infeccién del patégeno en la condiciones experimentales.

Otro detalle notorio es la fuerte regulacion negativa que presentan varios genes
relacionados con los cloroplastos y la fotosintesis. Entre los genes regulados
negativamente estan los que codifican para la enzima Ribulosa Bifosfato
Carboxilasa (RuBisCQO) y otras enzimas involucradas con la fijacion de carbono
(Figura 27). Esta es la principal enzima del Ciclo de Calvin, mediante el cual se
fija el CO2 empleando la energia quimica obtenida en los fotosistemas | y Il
(Perdomo et al. 2017). También estan regulados los genes codificadores de
proteinas del PSII, apoproteinas de PSI y varias proteinas estructurales de los

cloroplastos. Los cloroplastos son una fuente importante de ROS y SA durante la

75



respuesta de defensa (Caplan et al. 2015). Sin embargo, la regulacion negativa
de tantos elementos podria llevar a un malfuncionamiento del organelo. Esto
Podria ser la causa ademas, de los resultados obtenidos de la medicion del

rendimiento cuantico de la fotosintesis.
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Figura 27. Representacién de la ruta de fijacién del carbono obtenido del enriquecimiento de vias
metabdlicas de KEGG. Los recuadros en colores representan las enzimas de la ruta que se

encuentran sobrexpresadas en el transcriptoma de P. patens.
9.12. Respuesta de P. patens debido a la duracion de la infeccion

Al comparar la los niveles de expresion de genes entre las muestras infectadas a
24 hpi respecto a las de 8 hpi se obtuvieron 363 genes diferencialmente

expresados. De esos genes, solo 112 se observan exclusivamente en esta
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comparacion, y de ellos 37 genes estan regulados positivamente y 75
negativamente. Aun cuando estos genes se observan exclusivamente como
consecuencia de la duracion de la infeccion, los procesos que involucran son en
gran medida los mismos que se ven debido al efecto del tratamiento. Se
encuentran regulados negativamente varios genes que codifican para enzimas
involucradas en el metabolismo de carbohidratos, estan activados varios factores
de transcripcion y genes implicados en el trafico vesicular. Lo mas relevante entre
los genes que se encuentran sobrespresados en este caso, es la activacion de
genes que codifican para las proteinas componente paraspeckle 1-like, proteina
con repeticiones WD (LWD1) y proteina represora de catabolito de carbono. Estas

proteinas estan involucradas en la regulacion del ciclo circadiano en la planta.
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CONCLUSIONES

1. Durante la interaccidon con C. gloeosporioides, P. patens muestra sintomas de
enfermedad que coinciden con algunas de las respuestas a patdgenos que se
observan en plantas vasculares.

2. La infeccion con C. gloeosporioides afecta el rendimiento cuantico de la
fotosintesis en P. patens, sefal indirecta de estrés en el musgo. Ademas, la
infeccion provoca el aumento de la temperatura en las colonias del musgo.

3. Eltratamiento previo a la infeccion con hormonas involucradas en la respuesta
de defensa de las plantas vasculares, mejora la respuesta de defensa de P.
patens ante el ataque de patdgenos.

4. Como consecuencia de la interaccion con C. gloeosporioides, en P. patens se
activan genes y procesos relacionados con la defensa similares a los que se
activan en plantas vasculares, aunque se pueden apreciar diferencias como
la ausencia de la proteina NPR1, elemento regulador de la respuesta de
defensa en plantas. Por otra parte, tampoco se encuentran diferencialmente
expresados los factores de transcripcion WRKY, los cuales estan relacionados
estrechamente con la respuesta de defensa en plantas y han sido reportados

en las respuestas de defensa de otras plantas contra C. gloeosporioides.
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PERSPECTIVAS

Analizar el transcriptoma de C. gloeosporioides durante la interaccion con P.

patens para conocer lo que sucede desde ambos lados de la interaccion.

Analizar los perfiles de expresion de algunas de las vias metabdlicas y procesos
celulares identificados como esenciales en la interaccion entre el P. patens y C.

gloeosporioides.
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