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. Resumen

El 4cido salicilico (SA) es una fitohormona que juega un papel esencial en la
activacion y regulacion de mudaltiples respuestas al estrés bidtico y abiotico;
especialmente, para activar la resistencia sistémica adquirida (SAR), un mecanismo

que utilizan las plantas para enfrentar el ataque de patégenos.

En Arabidopsis thaliana, el SA es percibido por los receptores NPR1, NPR3 y NPRA4.
El reconocimiento del SA por sus receptores induce una reprogramacion
transcripcional de los genes de defensa que esta mediada principalmente por NPR1,
el cual funciona como un coactivador transcripcional, mientras que una de las
funciones propuestas para NPR3 y NPR4 es la de regular la degradacion de NPR1.
El mecanismo de regulacion entre estas proteinas es complejo, por lo que diferentes
estudios se han enfocado en caracterizar la interaccion de estas proteinas para
conocer mas sobre su regulacion. Sin embargo, a la fecha los dominios de

interaccion entre estas proteinas han sido poco explorados.

Con el objetivo de caracterizar in planta los dominios de interaccion de las proteinas
NPR1, NPR3 y NPR4, y para entender mejor su papel en la inmunidad de las
plantas, en este proyecto se caracterizd funcionalmente a los dominios que
participan en la interaccibn NPR1-NPR3. Para ello se generaron diferentes
versiones de la proteina NPR3 de A. thaliana que incluyen a los dominios BTB/POZ,
repeticiones de anquirina y dominio carboxilo, nombrados N, M y C,
respectivamente, asi como las combinaciones M+C, M+N y N+C en el vector
pYFC43. Ademas, se clono la secuencia completa de NPR1 y NPR3 en los vectores
pPYFC43 y pYFN43 para el andlisis de la interaccion NPR1-NPR3 mediante la
Complementacion Bimolecular de la Fluorescencia (BiFC). Todas las
construcciones generadas se clonaron en el vector pMDC43 con el objetivo de
analizar la localizacion subcelular debido a que incluye a GFP como reportero.
Ademas de introducir las diferentes construcciones de NPR3 en la mutante
susceptible a Pseudomonas syringae pv. DC3000 (Pst) npr3-2 y en la planta de tipo

silvestre Col-0 de A. thaliana, de manera que se pueda evaluar la susceptibilidad a



la infeccidn por Pst, asi como determinar si alguna de las versiones de NPR3
promueve la respuesta de defensa mediada por SA sin comprometer otros

mecanismos de defensa al influir en la estabilidad de NPR1.

En este trabajo se observo la interaccion de las proteinas NPR1-NPR3 in planta
mediante el sistema BiFC. Como era conocido, esta interaccion es favorecida por el
SA'y por determinados analogos estructurales del SA, por lo que se utilizé salicilato
de metilo (MeSA) como una forma conjugada de transporte del SA. Debido a que
no se habia evaluado la participacion del MeSA en la interaccion NPR1-NPR3, se
demostré que el MeSA favorece dicha interaccion y que en ausencia de este no hay

una sefal detectable de la fluorescencia.



II. LISTA DE ABREVIATURAS

SA: acido salicilico

SAR: resistencia sistémica adquirida

BiFC: complementacion bimolecular de la fluorescencia
PTI: inmunidad desencadenada por patrones

PAMPs: patrones moleculares asociados a patégenos
ETI: inmunidad desencadenada por efectores

PR: genes relacionados con la patogénesis

NHP: 4cido N-hidroxipipecdlico

NPR: nonexpressor of pathogenesis-related genes
CRL3: ubiquitina E3 ligasa de culina

NLS: sefial de localizacion nuclear

CTD: dominio carboxilo terminal

NTD: dominio amino terminal

SBC: centro de union del SA

PDB: banco de datos de proteinas

SUMO: pequeiio modificador del tipo ubiquitina

SIM: motivo de interaccion de SUMO

IC: complejos de inicio de la transcripcion

DNA: &cido desoxirribonucleico

RNA: &cido ribonucleico

T-DNA: DNA de transferencia

Ti: inductor de tumores

TAD: dominio de transactivacion

Y2H: doble hibrido en levadura

ORF: marco de lectura abierto

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

pDNA: DNA plasmidico

OD: densidad 6ptica

CLSM: microscopio confocal invertido de barrido laser

GFP: proteina verde fluorescente
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1. INTRODUCCION

1.1. Aspectos generales

Las plantas son organismos sésiles que estan expuestos a una gran variedad de
factores bidticos, por lo que necesitan de respuestas inmunes especializadas ante
una infeccion. Uno de los mecanismos de defensa es la inmunidad innata
desencadenada por patrones (PTI) la cual tiene una alta especificidad debido a que
reconoce patrones moleculares asociados a patéogenos (PAMPs) mediante
receptores extracelulares. Sin embargo, esta primera linea de defensa puede ser
evadida y la inmunidad de la planta depende de un segundo mecanismo: la
inmunidad desencadenada por efectores (ETI), en la cual se induce la muerte
celular en el sitio de la infeccion para evitar la propagacion del patégeno. Ademas,
en tejidos distantes no infectados se establece una respuesta defensiva

generalizada denominada resistencia sistémica adquirida (SAR) (Qi et al., 2018).

Las fitohormonas juegan un papel importante en las respuestas al estrés biético y
abiotico (Bigeard et al., 2015). En particular, el &cido salicilico (SA) regula la ETl y
es esencial para establecer la SAR, debido a que induce cambios en la expresion
de los genes de defensa (Figura 1), principalmente de genes relacionados con la
patogénesis (PR), los cuales codifican proteinas con funciones antimicrobianas, asi
como genes que regulan la biosintesis del SA en el tejido local y distal de la
infeccion. Ademas, se conoce que la acumulacion de SA en el sitio de la infeccién
es necesaria para inducir la ETI (Lee et al., 2015), mientras que para inducir la SAR
es necesaria la sintesis del acido N-hidroxipipecolico (NHP) el cual es utilizado como

molécula de sefalizacion (Liu et al., 2020).
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Figura 1. Respuesta de defensa mediada por el SA en A. thaliana. La union del SA a
NPR1 promueve su actividad como coactivador de genes de defensa al desestabilizar la
formacion de complejos oligoméricos en el citoplasma, aumentar el transporte al nucleo
y al favorecer interacciones con factores de transcripcion como los TGAs, mientras que
la union a NPR3/NPR4 inhibe su actividad como correpresores mediante un mecanismo
desconocido. A) En el tejido local de la infeccién la interaccion de NPR1 con factores
TGAs controlan la expresion de genes de defensa que regulan las respuestas PTI, ETI,
asi como la biosintesis del SA y NHP. B) En tejidos distales, NHP es una molécula de
sefalizacién que induce la biosintesis del SA para activar la SAR. Imagen tomada de (Liu
et al., 2020).

1.2.Estructuray funcién de la familia NPR

Algunos miembros de las proteinas NONEXPRESSOR OF PATHOGENESIS-
RELATED GENES (NPR) han sido identificados previamente como receptores del
SA (Wu et al., 2012; Fu et al., 2012), aunque el mecanismo molecular por el cual
perciben el SA y coordinan la sefializacion hormonal sigue siendo desconocido. En
Arabidopsis thaliana la familia NPR esta formada por seis miembros: NPR1, NPR2,

NPR3, NPR4, BOP1 y BOP2, los cuales estan involucrados en la regulacion de la



respuesta de defensa y también participan en diferentes procesos al activar genes
relacionados con en el ritmo circadiano, en la via secretoria y en el desarrollo de
organos laterales (Backer et al., 2019). Las proteinas NPR1, NPR3 y NPR4 son los
anicos receptores del SA conocidos hasta ahora (Wu et al., 2012; Fu et al., 2012);
mientras que la participacion de los deméas miembros de la familia NPR en la

percepcion del SA ha sido poco estudiada (Castell6 et al., 2018).

Los NPRs son proteinas modulares, las cuales presentan los dos dominios de
interaccion proteina-proteina: BTB/POZ y repeticiones de anquirina (Figura 2A). El
dominio BTB/POZ es caracteristico de proteinas que funcionan como adaptadoras
de la ubiquitina E3 ligasa de culina (CRL3); proteinas E3 ligasas que participan en
el proceso de ubiquitinacion de proteinas al unir el sustrato con la enzima que
transfiere el residuo de ubiquitina (Rusnac & Zheng, 2020), mientras que las
repeticiones de anquirina son dominios que se encuentran en proteinas con
funciones diversas, tales como iniciadores de la transcripcion, reguladores del ciclo

celular y transportadores de iones (Genschik et al., 2013; Rusnac & Zheng, 2020).

Ademas, las proteinas NPRs contienen una sefial de localizacién nuclear (NLS)
bipartita en su dominio carboxilo terminal (CTD). Es interesante mencionar que la
proteina NPR1 se distingue por tener una sefial de degradacion proteolitica
(DSXXXS) en su dominio amino terminal (NTD), la cual es fosforilada en los
residuos de serina 11 y 15 (Spoel et al., 2009). Esta sefial es similar a la presente

en la proteina IkB, involucrada en la inmunidad de los mamiferos (Ryals et al., 1997).

En A. thaliana, la proteina NPR1 es el principal regulador de la expresion de genes
de defensa inducida por el SA. Ademas, funciona como un coactivador
transcripcional que participa en la formacién de complejos de la transcripcién y que
interacciona con remodeladores de la cromatina de la familia CBP/P300 (Jin et al.,
2018). El SA se une al extremo carboxilo de NPR1 e influye en su actividad (Wu et
al., 2012; Wang et al., 2020). El primer cambio a nivel proteina que induce el SA en



NPR1 es un cambio conformacional, desestabilizando a los oligobmeros en el

citoplasma.

A nivel de proteina, NPR3 y NPR4 muestran un 73% de identidad entre si y se ha
reportado que promueven la degradacion de NPR1 debido a su funciébn como
adaptadoras de CRL3 (Fu et al., 2012); Ademas, se ha observado que NPR3 y
NPR4 regulan la estabilidad de EDS1; un regulador positivo en la inmunidad de las
plantas (Chang et al., 2019).

La estructura tridimensional de las proteinas NPR1, NPR3 y NPR4 es auln
desconocida; sin embargo, se ha identificado que cuentan con un sitio de unién del
SA (SBC) en el CTD. Para NPR4 se ha determinado la estructura del SBC, el cual
corresponde a los residuos 373 a 516. El SBC esta formado por 5 a-hélices, cuatro
de ellas interaccionan directamente con el SA, mientras que la hélice del extremo
amino contribuye a la estabilidad de dicho sitio (Figura 2B) (Wang et al., 2020).
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Figura 2. Estructura de las proteinas NPR1, NPR3 y NPR4 de A. thaliana. A)
Representacién esquematica de los dominios BTB/POZ, repeticiones de anquirina y el sitio
de unién del SA (SBC) de las proteinas NPR1, NPR3 y NPR4. Ademas, se muestran las
construcciones generadas de la proteina NPR3 de los dominios de interés para el analisis
de la interaccion con NPR1. B) Estructura tridimensional del SBC de NPR4 unido al SA. El
SBC esta formado por 5 a-hélices (N, SC1-4), aSC1-4 interaccionan con el SA, mientras
que aN estabiliza a la estructura. Cédigo PDB 6WPG. C) Porcentaje de identidad de las
versiones de NPR3 con los segmentos correspondientes en las proteinas NPR1 y NPR4.
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1.3. Regulacién postraduccional de NPR1

La actividad de NPR1 est4d regulada por modificaciones postraduccionales,
particularmente por fosforilacion, ubiquitinacién y sumoilacion, que en conjunto
orquestan la formacion de complejos de transactivacion que daran lugar a la
expresion de genes blanco (Figura 3). Estas modificaciones son favorecidas durante
la SAR debido a la respuesta inducida por el SA (Spoel et al., 2009; Saleh et al.,
2015; Skelly et al., 2019).

La sumoilacion es una modificacion postraduccional similar a la ubiquitinacién, que
consiste en la transferencia de una proteina llamada SUMO a residuos de lisina
mediante la actividad de tres enzimas que participan en su activacion, conjugacion
y transferencia, respectivamente. Ademas, la proteina SUMO se puede unir de
manera no covalente a residuos de lisina localizados en secuencias consenso [VIL]-
X- [VIL]-[VIL] o [VIL]-[VIL]-x-[VIL] conocidas como motivos de interaccion de SUMO
(SIM) (Benlloch & Maria Lois, 2018).

En NPR1, la proteina SUMO3 se une al motivo SIM3 localizado en las repeticiones
de anquirina. Se ha sugerido que la sumoilaciébn de NPR1 es una modificacién
necesaria para llevar a cabo la expresion de genes de defensa debido a que
determina la interaccién con activadores como el factor de transcripcion TGA3
(Figura 3) (Saleh et al., 2015).
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Figura 3. Modificaciones postraduccionales de NPR1 inducidas por el SA. La
fosforilacion de S55/59 de NPR1 disminuye la expresion de genes blanco de NPR1,
mientras que la fosforilacion en S11/15, la sumoilacion y ubiquitinacién controlan la

expresion de genes como PR1. Imagen tomada de (Skelly et al., 2016).

1.4. Participacion de las proteinas NPR en la inmunidad de las plantas

Las modificaciones postraduccionales de NPR1 son favorecidas durante la SAR
debido a la respuesta inducida por el SA (Spoel et al., 2009; Skelly et al., 2019;
Saleh et al., 2015) . Es por ello que el efecto de NPR1 en la regulacion de genes es
variado y depende de los factores de transcripcion con los que interacciona (Stallcup
& Poulard, 2020; Backer et al., 2019).

En el nicleo, NPR1 interacciona con diferentes factores de transcripcion TGAS;
nombrados asi por la secuencia de DNA que reconocen en los promotores (TGACG)



de sus genes blancos, mediante el dominio de repeticiones de anquirina. Ademas,
NPR1 interacciona con los factores de transcripcion WRKY y NIMIN mediante el
dominio BTB/POZ (Weigel et al., 2001; Shearer et al., 2009). Algunos miembros de
estas proteinas son reguladores negativos de la SAR y en algunos casos, la
concentracion de SA determina la interaccion con NPR1.

En ausencia de un patdgeno, la proteina NPR1 se encuentra predominantemente
como un complejo oligomérico en el citoplasma unido por puentes disulfuro en
residuos conservados de C82/216 (Figura 4A y 4B) (Tada et al., 2008). Aunque la
mayor parte de NPR1 forma complejos oligoméricos en el citoplasma, una pequefia
cantidad de NPR1 esta presente como mondmero, la cual es transportada al nacleo
para mantener una defensa basal. Sin embargo, para evitar la SAR, una fraccion de
la proteina nuclear es fosforilada en los residuos S55/59, esta modificacion permite
la interaccion de NPR1 con el factor de transcripcion WRKY70 para reprimir la
expresion del gen ISOCORISMATO SINTASA 1 (ICS1) el cual participa en la
principal via en la biosintesis de SA (Figura 3) (Saleh et al., 2015).

La degradacion de NPR1 por el proteosoma 26S en ausencia de una infeccion es
un mecanismo utilizado para regular la homeostasis de proteinas celulares y para
asegurar la correcta expresion génica al controlar el tiempo que NPR1 permanece
activo, por lo que la degradacion de NPR1 en ausencia de un estimulo depende de
la interaccion con las proteinas NPR4 y CRL3 (Skelly et al., 2019).

Durante la infeccién por un patégeno (Figura 4C y 4D), la acumulacion de SA induce
cambios en el potencial redox celular, los puentes disulfuro en C82/216 se reducen
y NPR1 como mondmero es traslocado al nicleo en respuesta a la fosforilacion del
residuo S589 localizado en la NLS, este proceso es llevado a cabo por la cinasa
SnRK2.8 (Lee et al., 2015). Se ha sugerido que la sumoilacion de NPR1, ademas
de determinar la interaccion con otras proteinas, promueve la degradacién de NPR1
(Figura 3) (Saleh et al., 2015).
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Figura 4. Modo de accion de las proteinas NPR1, NPR3y NPR4 en lainmunidad de las
plantas. La concentracién de SA modifica la actividad de los NPRs, lo que permite controlar
diferentes respuestas inmunes en sitios locales o distales de la infeccién. A) Deficiencias en
la sintesis del SA promueven la degradaciéon de NPR1 mediada por NPR4-CRL3, lo que
compromete la susceptibilidad de las plantas. B) En concentraciones basales de SA, NPR1
regula la resistencia basal y es degradado para evitar la SAR. Como respuesta a una
infeccion se induce la sintesis de SA, en el sitio local de la infeccion C) NPR1 es degradado
por el proteosoma para asi poder inducir la ETI, debido a que NPR1 promueve la
supervivencia celular, mientras que en tejidos distantes no infectados D) se induce la SAR.

Imagen tomada de (Fu et al., 2012).

El mecanismo propuesto de la regulacion de NPR1 sugiere que después de iniciar
0 participar en diferentes rondas de transcripcion es marcado como “agotado”,
debido a que es poliubiquitinado es degradado por el proteosoma para que la
formacion de complejos de inicio de la transcripcion (IC) sea reanudada con NPR1
“nuevo”, es decir, con una menor poliubiquitinacion (Spoel et al., 2009). Debido a
esto, el proteosoma tiene una funcién dual en la actividad de NPR1: en ausencia de

una infeccion evita la activacion temprana de genes al degradar NPR1, mientras



que, durante la SAR, asegura la maxima expresion de genes de defensa al remover
NPR1 poliubiquitinado (Skelly et al., 2019).

A pesar de que los mecanismos que controlan tanto la actividad y los patrones de
interaccion proteina-proteina de NPR1 han sido estudiados ampliamente, los
dominios involucrados en las interacciones NPR1-NPR3 y NPR1-NPR4 no han sido
descritos. Se han reportado diferentes afinidades de los tres receptores por el SA
(Wu et al., 2012; Fu et al., 2012; Ding et al., 2018), y se ha observado que la unién
del SA a NPR4 interrumpe la interaccion NPR1-NPR4 y favorece la interaccion
NPR1-NPR3. Recientemente se ha sugerido que el SA puede intervenir en estas
interacciones posiblemente al inducir cambios estructurales en las proteinas NPRs
(Wang et al., 2020). Debido a la amplia participacion que tienen las proteinas NPRs
en la inmunidad de las plantas, el objetivo de este trabajo es identificar los dominios
de interaccién entre ellas, o que nos permitird tener una mejor caracterizacion de

su funcion en la respuesta inmune.

1.5. Transformacién genética de plantas

Para el andlisis de los dominios de interaccion entre las proteinas NPR1, NPR3 y
NPR4 in planta, es necesario la expresion de los genes de interés en el tejido
vegetal. Para ello se utiliza Agrobacterium tumefaciens, una bacteria patégena de
plantas dicotileddneas, la cual esta asociada a la formacion de tumores debido a la
transferencia, integracion y expresion de un segmento de DNA de la bacteria,
denominado DNA de transferencia (T-DNA) al nucleo de la célula del hospedero. El
T-DNA est& localizado en el plasmido Ti (inductor de tumores), el cual contiene

secuencias adicionales (vir) que promueven la transferencia del T-DNA.

La transformacion mediada por Agrobacterium tumefaciens es una técnica
ampliamente utilizada que permite la expresion de un gen de interés en plantas,
ademas, es utilizada para la generacion de lineas mutantes (Radhamony et al.,

2005). El proceso de transferencia del gen de interés se puede generalizar en dos
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etapas: el ingreso del material genético de la bacteria a la célula hospedera
(transfeccion) y la integracion del T-DNA al genoma de la planta (transformacion).
La transfeccidn no asegura la transformacion de las células, debido a esto, las
células transfectadas mantienen una expresion transitoria del T-DNA y células en
los que ocurren ambos procesos mantienen una expresion estable (Tyurin et al.,
2020).

A. thaliana y Nicotiana benthamiana son las dos especies utilizadas en este trabajo
para la expresion estable y transitoria de los genes de interés, respectivamente. La
expresion estable en el mutante npr3-2 de A. thaliana permitira entender la
importancia biologica de las diferentes versiones de NPR3, ademas de ser una base
para futuros analisis. Por otra parte, N. benthamiana proporciona una mayor
superficie de la hoja que puede ser infectada, ademas de ser mas susceptible a la
infeccion por A. tumefaciens, lo que la hace una especie Optima para el andlisis
BiFC .

2. ANTECEDENTES

Wu y colaboradores (2012) identificaron a NPR1 como un receptor del SA y
observaron que, ademas de los cambios redox, la unién del SA induce la
monomerizacion de NPR1. En ausencia de SA el dominio BTB/POZ y el dominio de
transactivacion (TAD, localizado en el CTD) de NPR1 interaccionan entre si, lo cual
inhibe la funcion de NPR1 al impedir la unién de otros factores de transcripcién a
esos dominios. Se ha reportado que el SA se une a las C521/529 mediante el ion
cobre que es utilizado como cofactor. Asi mismo, Wu y colaboradores (2012)
proponen que la union de SA en este sitio expone el dominio BTB/POZ y permite la

activacion de NPR1 al interrumpir la interaccion entre sus dominios.
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Fu y colaboradores (2012) analizaron la participacion de NPR3 y NPR4 como
proteinas adaptadoras de CRL3 debido a los dominios caracteristicos de estas
proteinas. Su trabajo mostré que la estabilidad de NPR1 aumenta en plantas
mutantes simples de npr3 y npr4 y en el doble mutante npr3/npr4 de A. thaliana.
Ademas, identificaron a NPR3 y NPR4 como receptores del SA con diferente grado
de afinidad, siendo NPR3 el de menor y NPR4 el de mayor. Su trabajo concuerda
con los resultados obtenidos por Wu y colaboradores (2012) quienes mostraron que
el tratamiento con SA afecta la interaccion NPR1-NPR4 y favorece la interaccion
NPR1-NPR3. Sin embargo, se desconoce el mecanismo por el cual el SA modifica

estas interacciones.

Las proteinas NPR3 y NPR4 tienen 37% y 39% de identidad con NPR1
respectivamente, y la mayor variacion se localiza en su dominio CTD. Ding y
colaboradores (2018) aislaron un mutante de NPR4 (npr4-4D) con ganancia de
funcién, que consiste en la sustitucion de aminoacido R419Q localizado en el CTD.
Las plantas de A. thaliana que contienen esta mutacion, muestran el mismo fenotipo
que las plantas silvestres y una expresion completamente suprimida de los genes
PR1 y PR2. La fusion del gen de la luciferasa a los promotores de los genes de
defensa SARD1 y WRKY70 muestra que la expresion del reportero es menor

cuando se sobreexpresa NPR3 y NPR4 en protoplastos.

Ding y colaboradores (2018) sugieren que NPR3 y NPR4 funcionan como
represores constitutivos de genes de defensa; esto depende de la interaccién de
NPR3 y NPR4 con los factores de transcripcion tipo TGA2/5/6. Ademas, se ha
sugerido que la unién de SA a NPR3 o NPR4 impide su actividad como represores,

aungue el mecanismo mediante el cual reprime esta actividad es aln desconocido.

A nivel de expresion génica, la familia NPR varia de acuerdo con el tipo de tejido.
NPR1 tiene una mayor expresidn en hojas, mientras que NPR3 se expresa
principalmente en flores y NPR4 en raices (Shi et al., 2013). Shi y colaboradores
(2013) mostraron que NPR3 es un regulador negativo de genes de defensa durante
el desarrollo temprano de flores. A diferencia de lo que ocurre en hojas, las
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mutaciones en NPR3 o la infeccidn por un patégeno no afectan los niveles de NPR1.
Con el objetivo de identificar in planta la interaccion de NPR3 con TGA2 y NPR1,
mediante un ensayo de Complementacion Bimolecular de la Fluorescencia (BiFC)
se observd que los complejos NPR3-TGA2 y NPR3-NPR1 se localizan en el
citoplasma y en el nlcleo de las células epidérmicas de cebolla (Shi et al., 2013).

La estabilidad de NPR1 durante la SAR fue analizada en detalle por Spoel y
colaboradores (2009). Los autores observaron que la sustitucion de S11/15A en la
region de degradaciéon de NPR1, asi como la pérdida de funcion de CRL3 aumentan
la estabilidad de la proteina, pero afecta la expresion génica inducida por SA y
dependiente de NPR1, por lo que las plantas con estas mutaciones son mas

susceptibles a la infeccion.

Es conocido que NPR1 es fosforilado en S11/15; sin embargo, no se ha identificado
en qué momento de la activaciébn ocurre esto. Se ha propuesto que NPR1 se
fosforila durante la formacién del IC por una cinasa asociada con dicho complejo
(Spoel et al., 2009). Por otra parte, al sustituir las S11/15D de NPR1, éste muestra
una respuesta similar a plantas silvestres, en el que aumenta la afinidad de NPR1
por CRL3 y la susceptibilidad a la infeccion es menor en las lineas mutantes
S11/15D de A. thaliana. Ademas, se ha observado que el nivel maximo de expresién
de algunos genes blanco de NPR1 es regulada por la estabilidad de la misma
proteina (Spoel et al., 2009); en el que la expresion de algunos genes WRKY
muestran una mayor dependencia por la degradacién de NPR1 a diferencia de lo

observado para el gen PR-1.

Estos resultados muestran cierta discordancia con los obtenidos por Saleh y
colaboradores (2015), quienes analizaron los efectos de la sumoilacion de NPR1 y
las mutaciones en el motivo SIM3 aumentan la estabilidad de la proteina NPR1,
tanto en células de levadura como en A. thaliana, la mutacién no afecta la
localizacion nuclear pero si su asociacion con cuerpos nucleares; compartimentos
sub-nucleares en los que se ha sugerido pueden regular funciones como la

expresion de genes o procesamiento de RNAs (Meyer, 2020), y a nivel estructural
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no parece inducir un cambio drastico debido a que aun es capaz de interaccionar
con los factores NIMIN y TGA.

Adicionalmente, NPR1 es fosforilado después de la sumoilacién (Saleh et al., 2015),
lo cual solo ocurre en el nucleo y apoya la hipotesis de que NPR1 es fosforilado
durante la formacion de IC (Spoel et al., 2009). Usando el sistema heter6logo doble
hibrido en levadura (Y2H) se observo que aunque la sumoilacion es necesaria para
la fosforilacion de S11/15 y esto favorece la union con CRL3, la mutacion de la sefial
de degradacion y de SIM3 (S11/15D_sim3) interrumpe la interaccion de NPR3 y
NPR4 con NPR1 (Saleh et al., 2015).

En NPR1 la fosforilacion de S11/15 favorece la interaccion con las proteinas
SUMOS3, NPR3 y NPR4, mientras que la sustitucion S11/15A tiene poco efecto en
estas interacciones en Y2H, por lo que el reconocimiento de la secuencia de
degradacion parece depender de cambios estructurales en NPR1. Interesados en
determinar la funcién de la ubiquitinacion de NPR1, Skelly y colaboradores (2019)
mostraron que el grado de ubiquitinacion de NPR1 regula su actividad y este
proceso estd bajo un control estricto de CRL3, UBE4 y por las desubiquitinasas
UBP6 y UBP7. CRL3 adiciona los primeros residuos de ubiquitina y aumenta la
transcripcion de genes blanco de NPR1. Cuando al menos 4 residuos de ubiquitina
son adicionados, la proteina UBE4 reconoce al sustrato y extiende las cadenas de
ubiquitina para que NPR1 sea degradado, las desubiquitinasas UBP6 y UBP7 evitan
la degradacién de NPR1 al eliminar en bloque las cadenas de ubiquitina, lo que
aumenta la estabilidad de NPR1 y prolonga el tiempo en que participa en la
formacion de IC.

3. JUSTIFICACION

La reprogramacion transcripcional inducida por el SA 'y dependiente de NPR1 es de
gran importancia en la SAR, sin embargo, los Unicos receptores de SA reportados

hasta ahora son las proteinas NPR1, NPR3 y NPR4. A pesar de que los
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mecanismos que controlan tanto la actividad y los patrones de interaccion proteina-
proteina de NPR1 han sido estudiados ampliamente; principalmente mediante el
analisis en sistemas heterélogos como levadura, la caracterizacion de los dominios

involucrados en las interacciones NPR1-NPR3 y NPR1-NPR4 no han sido descritos.

Debido a la importancia y la poca informacion sobre como la actividad de NPR1,
NPR3 y NPR4 es modificada por el SA y por modificaciones postraduccionales,
conocer como se llevan a cabo las interacciones NPR1-NPR3 y NPR1-NPR4
ayudard a entender mejor su papel en la inmunidad de las plantas. Por lo que el
objetivo de este trabajo de Tesis es generar construcciones génicas que permitan
identificar los dominios de interaccidn entre estas proteinas para una mejor

caracterizacion de su funcién en la respuesta inmune de las plantas.

Determinar la interaccion entre proteinas es uno de los aspectos necesarios para
conocer mas sobre su funcién biolégica, por lo que diferentes técnicas han sido
desarrolladas con este propdsito. Conocer el compartimento celular donde se llevan
a cabo las interacciones y como esto puede ser modificado por diferentes
condiciones como la unién de un ligando a su receptor o la presencia de otras
proteinas de interaccién, proporciona una informacibn mas detallada de la
interaccion. Una de las técnicas que permite el estudio de localizacion subcelular y
de interacciones de proteinas es BiFC. El sistema BiFC es utilizado debido a que
esta herramienta permite detectar interacciones de proteinas in vivo, por lo que a
diferencia de otros sistemas, el andlisis tipo BiFC permite la deteccion directa y la
localizacion subcelular de interacciones proteina-proteina sin  un mayor
procesamiento de las muestras. Ademas, la reconstitucion de la fluorescencia
mediante interacciones proteina-proteina se caracteriza por ser un proceso
irreversible y por tener una alta estabilidad aun en la formacion de complejos, lo que

permite detectar interacciones en un rango menor a 10 A.
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4. HIPOTESIS

El dominio de repeticiones de anquirina de las proteinas NPR3 y NPR4 podria
regular la interaccion con la proteina NPR1, mientras que la fosforilacién y
sumoilacion de NPR1 durante la SAR regulan la interaccion con NPR3 y NPR4.

5. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar funcionalmente los dominios involucrados en la interaccion de las
proteinas NPR1, NPR3 y NPR4 de Arabidopsis thaliana.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

6.1. Clonar en el vector de entrada pCR8/GW/TOPO los genes NPR1, NPR3 y
NPR4 de A. thaliana.

6.2. Generar las construcciones que contengan los dominios BTB, repeticiones
de anquirina y el extremo C-terminal de los genes NPR1, NPR3 y NPR4.

6.3. Recombinar las construcciones de los objetivos 6.1 y 6.2 en los vectores del
sistema BIiFC, pYFN43 y pYFC43; asi como en el vector de expresion
pMDC43.

6.4. Analizar la interaccion de las diferentes construcciones mediante el sistema
BiFC.

6.5. Analizar si las versiones generadas de NPR3 pueden afectar a la defensa
inducida por el SA en las plantas.
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7. METODOLOGIA
7.1.Construccioén de los vectores de entrada de NPR1 y NPR3

Los marcos de lectura abiertos (ORFs) de los genes NPR1 y NPR3 fueron
amplificados por PCR y clonados en el vector de entrada pCR8/GW/TOPO. Se
utilizaron oligonucleétidos especificos para amplificar y clonar las secuencias
correspondientes a los dominios BTB/POZ (1-600), repeticiones de anquirina (601-
1200) y el extremo carboxilo (1201-1761) del gen NPR3 en el vector
pCR8/GW/TOPO. Estos tres segmentos nombrados N, M y C, respectivamente,
fueron recombinados para generar las versiones N+M, N+C y M+C de NPR3 en el

vector de entrada.

7.2.Construccion de los vectores de expresion pYFC-NPR1y pYFN-NPR3 para
el andlisis de la interaccion in planta

Para caracterizar los dominios que participan en la interaccién entre las proteinas
NPR1-NPR3 de A. thaliana, los vectores de entrada generados (Tabla 1) fueron
subclonadas en los vectores destino del sistema BiFC: pYFN43 y pYFC43, mediante
recombinacién sitio especifica usando la enzima LR Clonasa Il. Las clonas
seleccionadas de los vectores de entrada y destino se secuenciaron usando el oligo
M13 (-20).

Los vectores de expresion pYFC43-NPR1 y pYFN43-NPR3 incluyen la secuencia
completa de las proteinas, por lo que fueron utilizados como control positivo de
interaccion (Castell6 et al., 2018). Como control negativo se utilizo la proteina AKIN
(Figura 7B), una subunidad catalitica de la cinasa SnRK de A. thaliana, la cual no

ha sido reportada de interactuar con proteinas NPR (Castell6 et al., 2018).
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7.3.Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion de PCR se llevé a cabo de acuerdo con las especificaciones del kit
“HotStar HiFidelity PCR” (QIAGEN) en un volumen de 56 pL, del cual, 34 pL fueron
de agua milliQ, 10 uL de Buffer 5x “HotStar HiFidelity PCR” (contiene dNTp’s), 10
pL de solucion Q 5x, 1 uL (1uM) de oligonucleétidos y 1 pL “HotStar HiFidelity PCR”.
Como templado se utilizaron vectores que contienen los ORFs de los genes NPR1,
NPR3 y NPR4, los cuales se adquirieron del Centro de Recursos Bioldgicos
Arabidopsis (ABRC, USA).

7.4.Extraccion de DNA plasmidico (pDNA) de Escherichia coli

Se siguié el método basado en la lisis alcalina de las células. Se tomaron volumenes
de 1.5 ml de cultivo saturado de E. coli, se centrifugaron a 12,000 g y el precipitado
de células se resuspendié de manera sucesiva con las soluciones I, Il y Ill.
Seguidamente se centrifugd la mezcla neutralizada durante 15 minutos y se recogio
el sobrenadante para ser precipitado en hielo durante 30 minutos con 0.7 volimenes
de isopropanol. Después de precipitar se centrifugd por 15 minutos y el precipitado
de ADN se lavé con etanol al 70%. Una vez libre de etanol, el precipitado se

resuspendio en 50 pl de agua estéril.

7.5. Transformaciéon mediada por Agrobacterium tumefaciens

Se utilizo el método de infiltracion de Agrobacterium para la expresion transitoria de
cada una de las construcciones en hojas de Nicotiana benthamiana de 4 semanas.
Ademas, se utilizé el método de “floral dip” para la expresion estable de las
construcciones en plantas mutantes de A. thaliana npr3-2. Para ello se utiliz6 la
cepa de Agrobacterium tumefaciens GV3101, la cual contiene las construcciones
generadas. Las células de A. tumefaciens se dejaron crecer hasta alcanzar una

ODeoo de 2.0, se recolectaron mediante centrifugacion y resuspendieron en una
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solucién de infiltracion (10 mM de MgClz, 10 mM de MES pH 5.6 y 200 uM de
acetosiringona) y se prepararon para la infiltracién. Las cepas fueron incubadas a
28°C por 3 horas. Para la expresion transitoria, se prepar6 una mezcla 1:1 de cepas
de Agrobacterium que contiene las construcciones pYFN43 y pYFC43. Se realizo la
infiltracion en el lado abaxial de hojas de N. benthamiana. Las construcciones se
infiltraron con un tratamiento de 1 mM de salicilato de metilo (MeSA). Tres dias
después de la infiltracion, dos hojas transformadas de tres plantas fueron analizadas
en un microscopio confocal. Los experimentos se repitieron al menos tres veces
para cada combinacion. Para la expresion estable, se afiadié 0.05% v/v de silwet L-
77 a las cepas que fueron incubadas a 28° C por 3 horas. Las inflorescencias en
desarrollo de plantas de A. thaliana npr3-2 fueron sumergidas durante 5 segundos

en los cultivos preparados.

7.6.Seleccion de lineas transgénicas de A. thaliana

Las semillas de A. thaliana se sembraron en cajas de Petri con medio MS
suplementado con 50 pl/ml de higromicina, éstas son estratificadas durante 2 dias,
posteriormente son sometidas a un régimen de 4 a 6 h luz, 48 h obscuridad y 24 h
luz para su seleccion, las plantulas resistentes al antibiético se identificaron
mediante el tamafio del hipocétilo y la raiz, las cuales son mas grandes en

comparacioén con las plantas que no son resistentes (Harrison et al., 2006).

7.7.Microscopia confocal de fluorescencia

La reconstitucion de la fluorescencia se observo utilizando un Microscopio Confocal
invertido de Barrido Laser (CLSM) Olympus FV100. En la excitacion laser se utilizé
una longitud de onda de 488 nm y la deteccién espectral se configuré con valores
entre 497 y 537 nm para GFP. El analisis de las imagenes se realiz6 con el programa
Fiji.
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8. RESULTADOS

8.1.Construccion de las diferentes versiones de la proteina NPR3 para el
andlisis de lainteraccién in planta
Con el objetivo de analizar los dominios de interaccion entre las proteinas NPR1-
NPR3, se amplificaron, clonaron y recombinaron las secuencias 1-600, 601-1200 y
1201-1761 del gen NPRS3 en el vector pYFC43, las cuales contienen a uno de los
tres dominios de interés (Figura 2A). Estas tres versiones, nombradas N, M y C,
codifican a los residuos 1-200, 201-400 y 401-586 de NPRS3, respectivamente.
Ademas, se generaron las construcciones N+M, N+C y M+C, estas dos ultimas para

mantener la localizacion nuclear de la proteina.

Como controles se amplificaron, clonaron y recombinaron las secuencias completas
de NPR1 y NPR3 en los vectores pYFC43 y pYFN43. De esta manera, se puede
comparar la interaccion de cada una de las versiones de NPR3 con la secuencia

completa de NPR1.

Construcciones | NPR1 | NPR3 | NPR3 | NPR3 | NPR3 | NPR3 | NPR3 | NPR3
N M C N+M N+C M+C
PCRS8 X X X X X X X X
PYFN X* X* . : - - - -
pYFC X* X* X* X* X* X* X* X*
pMDC43 X* X* X* X* X* X* X* X*

Tabla 1. Vectores generados de la proteina NPR1 y versiones de NPR3. Con X se
indican todos los vectores generados de NPR1 y NPR3, los cuales fueron utilizados para
transformar células electrocompetentes de E. coli TOP10. El asterisco indica los vectores

gue también se encuentran en A. tumefaciens GV3101.
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Para determinar la localizacion subcelular de las versiones y de las secuencias
completas de las proteinas, se clonaron en el vector pMDC43 que codifica a la
proteina GFP. Sin embargo, el acceso limitado al Laboratorio Nacional de
Microscopia Avanzada (LNMA) debido a la pandemia ocasionada por el virus SARS-
CoV-2, solo permitié analizar la interaccion de la secuencia completa de NPR1 y
NPR3 correspondiente a los vectores YFN-NPR1 y YFC-NPRS3, respectivamente
(Tabla 1).

8.2.Analisis de la interaccion de las proteinas NPR1-NPR3

El analisis de la interaccion in planta de las proteinas NPR1 y NPR3 mediante el
sistema BIiFC se realiz6 utilizando los vectores pYFN-NPR1 y pYFC-NPR3. Ambos
vectores fueron co-transformados en hojas de N. benthamiana en una proporcion

1:1, tres dias después se analiz6 la interaccion mediante CLSM (Figura 5).

GFP Clorofila DAPI Campo claro Superposicion

90 pm 0w, 10

Figura 5. Interaccidon entre las proteinas NPR1 y NPR3 mediante BiFC. Analisis de la

interaccion de las proteinas NPR1 y NPR3. La barra de escala corresponde a 10 um.

Como se observa en la Figura 5, no se detecta la reconstitucién de la fluorescencia
de GFP. Debido a que se ha comprobado la interaccién de las proteinas en sistemas
heterdlogos e in planta, esto sugiere que la interaccion entre NPR1-NPR3 es baja
en ausencia de un estimulo. El vector pYFN-NPR1 fue analizado individualmente

para descartar ruido por autoflorescencia (Figura 7A).
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8.2.1. Influencia del SA en la interaccién NPR1-NPR3

Se ha observado que el SA favorece la interaccion de las proteinas NPR1 y NPR3
e interrumpe la interaccion NPR1-NPR4. Para confirmar que el SA promueve la
interaccion entre las proteinas NPR1 y NPR3, se adicion6 1 mM de salicilato de
metilo (MeSA); un analogo estructural del SA, al cultivo de infiltracion y se analizé
la reconstitucion de la fluorescencia (Figura 6).

GFP Clorofila DAPI Campo claro Superposicion

Figura 6. Interaccion entre las proteinas NPR1y NPR3 en presencia de MeSA. Andlisis
de la interaccion de las proteinas NPR1 y NPR3 en un tratamiento con 1mM de MeSA. La

barra de escala corresponde a 10 pm.

Como se observa en la Figura 6, el tratamiento con MeSA favorece la interaccién
entre las proteinas NPR1-NPR3. La fluorescencia de GFP colocaliza con la sefial
de DAPI, lo cual indica que esta interaccion ocurre en el nicleo de las células. Estos
resultados confirman la interaccion de las proteinas NPR1-NPR3 in planta, ademas,
muestra que MeSA induce una respuesta similar al SA al promover la interaccién

de estas proteinas.
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GFP Clorofila DAPI Campo claro Superposicion

Figura 7. Anédlisis de los controles negativos pYFN-NPR1 y pYFC-AKIN. A) Andlisis de
la autoflorescencia de la proteina pYFN-NPRL1. B) Interaccién entre las proteinas pYFC-
AKIN/ pYFN-NPRL1. La barra de escala corresponde a 10 pm.

8.3.Transformacion de plantas mutantes npr3-2 de A. thaliana con las
diferentes versiones de NPR3 mediada por A. tumefaciens

Para analizar si estas versiones pueden afectar a la defensa inducida por el SA en
las plantas, utilizamos la mutante de A. thaliana en el gen npr3, la cual es mas
susceptible a la infeccidn por el patdgeno Pst. Para evaluar si la sobreexpresion de
las construcciones de NPR3 pueden restaurar el fenotipo de plantas silvestres de
A. thaliana, se obtuvieron semillas de la linea mutante npr3-2 (SALK_043055), se

sembraron y seleccionaron hasta obtener plantas mutantes homocigotas.

Las plantas npr3-2 homocigotas y Col-0 de dos meses de edad fueron
transformadas siguiendo el protocolo de “Floral dip” (Zhang et al., 2006). El
procedimiento se realizo dos veces para cada planta con un dia de por medio, esto
con la finalidad de maximizar la eficiencia de infeccion. La Tabla 2 muestra todas
las versiones que fueron sobreexpresadas en plantas silvestres (Col-0) y en la linea
mutante npr3-2. Por lo que 5 semanas después de la transformacién se

recuperaron semillas para la seleccion de las transformantes en higromicina.
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Plantas transformadas
Construccion(pMDC43) | Col-0 npr3-2
NPR3-N - X
NPR3-M X X
NPR3-C X X
NPR3-N+M X X
NPR3-N+C X X
NPR3-M+C X X

Tabla 2. Plantas transgénicas generadas. Sobreexpresion de las versiones de NPR3 en
el vector pMDC43 en las lineas Col-0 y npr3-2 de A. thaliana.

9. DISCUSION

La familia de las proteinas NPR ha sido asociada a diferentes procesos fisiol6gicos
de las plantas (Backer et al., 2019), y en los ultimos afios ha surgido un mayor
interés acerca de su participacién en la respuesta inmune mediada por el SA. Se
han sugerido dos vias de regulacion de las proteinas NPR1, NPR3 y NPR4 en la
expresion de genes de defensa mediada por el SA. En la primera, NPR3 y NPR4
interaccionan con NPR1 y controlan su estabilidad, un mecanismo que es regulado
por la concentracion de SA (Fu et al., 2012). La segunda via sugiere que NPR3y
NPR4 funcionan de manera redundante e independiente de NPR1 como
correpresores transcripcionales de genes de defensa, en este mecanismo el SA
inhibe la actividad de NPR3 y NPR4 y favorece la de NPR1 como coactivador (Ding
et al., 2018). Si bien estos dos mecanismos podrian ocurrir de manera
independiente, no implica que sean mutuamente excluyentes debido a que el
mecanismo de accion depende de la concentracion del SA como respuesta a la

infeccion (local o distal) (Figura 1, Figura 4).
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Debido a que existe poca evidencia de la interaccion directa in vivo entre estas
proteinas (Castello et al., 2018; Shi et al., 2013), esta tesis se enfoca en el primer
mecanismo de regulacién e intenta determinar los dominios involucrados en la
interaccion de las proteinas NPR1-NPR3 in planta. Se demostré que la interaccién
es favorecida por un analogo estructural del SA (Figura 6), y que en ausencia de

éste, la reconstitucion de la fluorescencia no es detectable.

El MeSA es una forma volatil del SA que es transportada en el floema para ser
localizada en tejidos distantes, en donde es convertido a SA, lo cual favorece la
activacion de la SAR (Pokotylo et al., 2019; Maruri-Lépez et al., 2019). Se ha
observado que el MeSA tiene una afinidad muy baja por NPR1, y a nivel estructural,
no es capaz de inducir un cambio conformacional en NPR1 como ocurre en
presencia de SA (Palmer et al., 2019; Wu et al., 2012). Diferentes analogos del SA
han sido utilizados para determinar el efecto que tienen en la interaccion NPR1-
NPR3. Entre los analogos probados, el acido 5-metilsalicilico (5-MeSA) ha mostrado
favorecer dicha interaccién, ademas de promover la formacion de homodimeros de
NPR3 y NPR4 en Y2H (Palmer et al.,, 2019). Sin embargo, se desconoce la
participacion directa de MeSA en la interaccion NPR1-NPR3, por lo que lo
observado en la figura 6, pudiera ser debido a la conversion de MeSA en SA 'y no
por la union directa de MeSA a las proteinas. Debido a esto, el SA ademas de
regular la actividad de NPR1, NPR3 y NPR4, influye en la interaccion entre las
proteinas, lo que permite tener una mayor regulacion durante una respuesta

inmune.

A pesar de que se desconoce el mecanismo por el que el SA favorece la interaccion
NPR1-NPR3, pudiera deberse a tres factores no excluyentes: 1) una mayor
acumulacion de NPR1 en el ndcleo debido a la union de SA a C521/529
interrumpiendo la interaccion entre los dominios BTB/POZ y repeticiones de
anquirina de NPR1 (Wu et al., 2012), y la fosforilaciéon de S589 (NLS) por SnRK2.8
(Lee etal., 2015). 2) la sumoilacion de NPR1, que determina la interaccién con otras
proteinas, como NPR3 y NPR4 (Saleh et al., 2015). 3) la uniéon de SA a NPR4
desplaza la interaccion con NPR1 debido a un cambio conformacional en el sitio de
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union del SA de NPR4 (Wang et al., 2020); aumentando la presencia de NPR1 “libre”

y promoviendo la interaccion con NPR3.

Como se menciona en los tres puntos previos, el andlisis de la interaccion entre
estas proteinas se centra en NPR1 y se desconoce en gran parte la participacion
de NPR3 y NPR4. Para NPR4, se ha sugerido que el SBC adopta una conformacion
abierta que es accesible al SA, y que después de la unién del SA se induce una
conformacion cerrada (Figura 2B) (Wang et al., 2020).

Los residuos R419, T488 y V489 de NPR4 forman parte de los 14 residuos que
interaccionan con el SA y se localizan en el SBC (Figura 8) (Wang et al., 2020). Los
mutantes R419Q, T488V y V489A de NPR4 interaccionan con NPR1 aun en
ausencia de SA (Wang et al., 2020). Cuando se compromete la unién del SA a
NPR4 en los mutantes R419Q y V489A, la interaccion con NPR1 no cambia, sin
embargo, cuando la unién del SA se mantiene en T488V, la interaccion NPR1-NPR4
disminuye. Los autores sugieren que la interaccion NPR1-NPR4 es interrumpida por
cambios conformacionales en NPR4, por lo que los residuos de NPR4 que
interaccionan con NPR1, pudieran ser accesibles a NPR1 en la conformacién
abierta del SBC de NPR4, y al inducirse un cambio conformacional por el SA, los

residuos no interaccionan con NPR1.
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NFR1 EDKREQIPRDVEESFPAVAADELEMTLLDLENEVALAQRLE PTEAQAAME TAEMKGTCER T 460

NPR3 - -~ -NPMVLDTPMCS TSMPEDLOMRLLYLEKRVGLAQLFF PTEAKVAMD IGNVEGT SEFT 456
NPR4 ~  ————————— - CSHSMPEDLOMRLLYLEKRVGLAQLFF PARANVAMDVANVEGT SECT 447
*
NPR1 VTSLEPDRLTGT-KRTSPGVE TAPFRILEEHQS RLEAL S K TVELGKRFF PRCSAVLDQTM 510
NER3 GLS5--FPPS8GLTGNLSQVDLNET PHMOTQRLLTRMYA LMK TVETGRREF PYGEEVL DK YM 514
NPR4 GLLTPPPSNDTTENLGKVDLNETPYVQTKRML TRMEA LMK TVETGRRYF PSCYEVL, DK YM 507
F
NPR1 NC---EDLTQLACGEDDTAEKRLOKKQRYME T QETLK KAF SEDNLELG- NS SLTDS TS ST 575
NPR3 AEYTDDDILDDFHFEKGS THERRLKRMRYRELKDDVQEAY SKDKESK TARSCLEAS S5 DPS 574
NPR4 DQYMDEE T PDMS ¥ PEKGTVKERRQKRMRYNELKNDVK KAYSKDK- -~ VARSCLS S5 S PA- 563
NPR1 SKSTGGKRSNRKLSHRRR 593
NPR3 §55 TRODLHNTT- -~~~ 586
HER4 -$5LREALENPT----—- 574

Figura 8. Alineamiento del CTD de NPR1, NPR3 y NPR4 de A. thaliana. En rojo se
muestran los 14 aminoacidos reportados que interaccionan con el SA en NPR4. El asterisco

indica los tres aminoacidos de NPR4 que interaccionan con NPR1 en ausencia del SA.

De los 14 aminoacidos de NPR4 gue interaccionan con el SA solo los residuos 512
y 506/507 de NPR1 y NPR3, respectivamente, no son conservados (Figura 8).
Ademas de estos residuos, regiones en el extremo amino y en las repeticiones de
anquirina de los NPR también contribuyen a la union del SA probablemente
mediante la interaccion con los residuos superficiales expuestos del sitio de unién
del SA, como lo son los residuos F426, E469 y K505, los cuales han mostrado tener
una mayor importancia en la unién del SA. Debido a estas caracteristicas y a la
proximidad de los R419, T488 y V489 con las repeticiones de anquirina es posible
que la interaccion de NPR1 con NPR3 y NPR4 estd mediada por este dominio, y

gue la interaccion NPR1-NPR3 sea modificada de una manera similar a la de NPR4.

Apoyando esta idea, Wang y colaboradores (2020) sugieren que ademas de los
cambios conformaciones en el SBC de NPR4 debido a la union del SA, las regiones
de repeticiones de anquirina 317-344 y 325-344 de NPR4 también son modificadas
por cambios conformaciones en presencia de SA, aunque en menor grado que los

cambios en el SBC.
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Basado en el alto porcentaje de identidad entre NPR3 y NPRA4, las diferentes
construcciones de NPR3 permitiran analizar cada una de las regiones que en NPR4
han mostrado tener relevancia en la unién del SA y en la interaccion NPR1-NPR4.
Por lo que una vez que se identifique la region de interaccion entre NPR1-NPR3,
sera posible comparar la identidad de ésta con la secuencia correspondiente en
NPR4 y asi poder generar una construccion génica que permita analizar la
interaccion NPR1-NPR4 in planta. Ademas, los vectores generados en este trabajo
permiten analizar la formacion de homodimeros de NPR1 y NPR3 in planta,
particularmente en el caso de NPR3, esto proporcionaria mas informacion de su
comportamiento en presencia de SA y posiblemente en el reconocimiento de NPR1

para mediar su degradacion.

Determinar la interaccién entre las proteinas no es suficiente para entender su
funcién en la inmunidad de las plantas, por lo que la obtencion de lineas
transgénicas permite enfrentarlas a diferentes patdégenos y asi poder evaluar su
susceptibilidad. Se ha reportado que plantas mutantes en el gen NPR3 (npr3-2) y
plantas Col-0 que sobreexpresan la proteina NPR3 son mas susceptibles a la
infeccion por Pst (Shi et al., 2013), en ambos casos se debe a que se afecta la
estabilidad de NPR1, por lo que analizar el efecto que tiene cada una de las
versiones en la estabilidad de NPR1 y en la inmunidad de las plantas, permitira
conocer si alguna de estas puede promover los mecanismos de defensa sin

comprometer otras respuestas inmunes.

10.CONCLUSION

Basado en el alto porcentaje de identidad que tienen las versiones generadas de la
proteina NPR3 con los segmentos correspondientes de NPR4 (Figura 2C), el
analisis estructural de la proteina NPR4 sirve como una base para conocer si puede
existir un mecanismo de regulacion similar al de esta proteina. Por lo que ademas
de caracterizar los dominios de interaccion, el andlisis de la interaccion de las
versiones de NPR3 con NPR1 en presencia y ausencia de SA, nos permitira

entender el efecto funcional del SA en la interaccidn de estas proteinas.
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Las plantas transgénicas generadas en este proyecto complementaran el estudio
del mecanismo de regulacién entre las proteinas NPR1 y NPR3, y permitira conocer

mas sobre la importancia biolégica de esta interaccion.

11. PERSPECTIVAS

11.1. Analizar y corroborar las regiones de interaccion mediante co-
inmunoprecipitacion.

11.2. Evaluar la susceptibilidad a la infeccion de lineas transgénicas que
sobreexpresen las versiones de NPR3.

11.3. Determinar si la sobreexpresion de las versiones de NPR3 en la linea

mutante npr3-2 influye en la estabilidad de NPR1.
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