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1. INTRODUCCION

Las plantas durante su crecimiento estdn constantemente expuestas a diversos
factores ambientales, incluyendo el ataque de organismos que afectan su
desarrollo y reproduccién (del Amor et al., 2006). Para evitar estos dafios cuentan
con un arsenal de defensas preexistentes (del Amor et al., 2006), por ejemplo los
mecanismos de defensa pasiva y los mecanismos de defensa inducibles (Cruz et
al., 2006). Los mecanismos de defensa pasiva consisten en barreras fisicas como
la cuticula, formada por ceras y cutina que cubren los drganos vegetales
superiores; la pared celular; asi como la forma, tamafio y comportamiento de los
estomas y lenticelas (Cruz et al., 2006). Los mecanismos de defensa inducibles
incluyen genes de defensa que se expresan de forma local en el sitio de infeccion
y sefales sistémicas, que provienen del sitio de infeccion y que inducen las
defensas en toda la planta, muy similares a la inmunidad innata de los animales
(Cruz et al., 2006; Zipfel, 2008).

El estudio de estos mecanismos de defensa adquiere gran importancia en el
sector agricola, debido a que las enfermedades provocadas por patdgenos tienen
un impacto en la pérdida de alimentos a nivel mundial, lo que pone en riesgo la
disponibilidad de los mismos. Los agricultores han hecho un uso indiscriminado de
plaguicidas utilizados para garantizar la proteccion de los cultivos contra
enfermedades, tan solo al afio son utilizados 2 toneladas de plaguicidas en el
mundo (Zhitao et al., 2023). Sin embargo, estos plaguicidas contienen compuestos
gue se acumulan en suelos y cuerpos de agua, contaminando el ambiente y

llegando a afectar la salud de los organismos, incluyendo al humano que se



encuentran expuestos a estos agroquimicos (Arauz, 1998; Lahlali et al., 2022). Por
lo que para poder reducir el uso de plaguicidas es importante buscar otras
alternativas que ocasionen menos afectaciones en el medio ambiente y en los
organismos expuestos. Una de estas alternativas es conocer los mecanismos
moleculares de defensa usados por las propias plantas para contrarrestar los
ataques de los patégenos, ya que la identificacién y caracterizacién de las
defensas vegetales inducibles permitird tener mas estrategias para reducir las
afectaciones causadas por los fitopatdgenos. Con esto en mente, y con el fin de
elucidar los mecanismos moleculares usados por la planta para interactuar con los
microorganismos patdégenos, en este proyecto nos enfocamos en caracterizar el
papel del gen RAC7/ROP9 durante la interaccién Arabidopsis thaliana-patégeno,
utilizando patégenos con distintos estilos de vida que afectan a un gran namero de

especies de plantas de importancia agricola.

2. MARCO TEORICO

2.1 Organismos fitopatégenos

Existe un gran numero de organismos patdgenos de plantas, también llamados
fitopatdgenos, que causan dafios en el sector agricola y horticola, entre los cuales
se encuentran los hongos, bacterias, plantas parasitas, nematodos, protozoarios y
micoplasmas, asi como también otros agentes infecciosos como virus y viroides
(Agrios, 2005; Al-Ani y Furtado, 2020).

Los patdgenos de plantas han desarrollado diversas estrategias para obtener

nutrientes y cumplir con su ciclo de vida. con base en la manera en la que estos



obtienen nutrientes se les ha clasificado como: 1) bioétrofos, los cuales infectan a la
planta sin llegar a causarles la muerte, los 2) necrétrofos que causan la muerte
celular del hospedero en el sitio de infeccidén para poder adquirir nutrientes y los 3)
hemibitrofos los cuales cuentan con una etapa inicial donde utilizan mecanismos
de infeccion similares a los patégenos biotrofos y una segunda en la cual causan
la muerte celular del hospedero como lo hacen los necrétrofos (Agrios, 2005).

Dichos organismos son los responsables de grandes pérdidas en la produccion
de alimentos a nivel mundial, con pérdidas estimadas de alrededor del 27 al 42%
de la produccion (Singh, 2014). Tan solo los hongos fitopatbgenos son
responsables de causar el 80% de las enfermedades en plantas (Hussein et al.,
2014), particularmente Botrytis cinerea es el segundo hongo fitopatdgeno con
mayor importancia economica debido a la amplia gama de huéspedes que infecta
y a su gran distribucion mundial. Este hongo afecta hortalizas, plantas
ornamentales, y cultivos de interés alimenticio (Williamson et al., 2007; Dean et al.,
2012).

Otro grupo de patdgenos vegetales con impacto en la agricultura son las
bacterias, estas causan enfermedades en cualquier 6rgano de la planta e incluso
en semillas (Patyka, 2016). Llegan a dafar parcial o totalmente los érganos de la
planta hasta provocar la muerte. También se ha observado que las plantas
infectadas con bacterias tienen una disminucion en la produccion de frutos y
bayas, reduciendo la calidad y rendimiento de la cosecha (Patyka, 2016).

2.2. Botrytis cinerea
El género Botrytis comprende méas de 20 especies que se caracterizan por ser

un grupo de hongos necrotrofos, que provocan la muerte celular del hospedero y

3



la descomposicion del tejido vegetal infectado (Staats et al., 2005). En particlular,
B. cinerea es un patdégeno ubicuo que afecta a un gran numero de plantas, en su
mayoria dicotiledoneas, siempre y cuando las condiciones ambientales lo permitan
(Williamson et al., 2007). Este patégeno provoca la enfermedad conocida como
‘moho gris” o “podredumbre”, la cual se caracteriza por el reblandecimiento y
coloracién marron de los tejidos vegetales infectados (Pinilla y Alvarez, 2002). Se
ha convertido en una de las enfermedades mas comunes que afecta a mas de 200
especies vegetales de cultivos en todo el mundo, principalmente a plantas adultas,
debilitadas o heridas, tejidos senescentes y alimentos durante la postcosecha
(Williamson et al., 2007; Beever y Weeds, 2007). De igual manera, se han
reportado infecciones transmitidas por semillas en mas de 50 plantas hospederas

(Maude, 1980).

2.2.1 Mecanismo de infeccion B. cinerea

La infeccion de B. cinerea comienza cuando las esporas se establecen sobre
los tejidos vegetales del hospedero y germinan. Para poder penetrar la cuticula de
las plantas desarrollan un apresorio, que es una estructura que se diferencia en
forma de estaca o gancho (Gourges et al., 2004). La punta del apresorio secreta
enzimas como las cutinasas y lipasas que degradan la pared celular, ademas
también produce peroxido de hidrogeno, un compuesto que se cree inhibe la
actividad de las oxidasas, responsables de reforzar la cuticula del hospedero
vegetal, asi es como le facilita al hongo penetrar los tejidos de la planta (Tenberge,
2002). Una vez que el patdgeno penetra la cuticula vegetal, el gancho crece sobre

la pared anticlinal de la célula epidérmica subyacente, que al ser rica en pectina el
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hongo secreta pectinasas, Pectin Metil Esterasas (PMEs), celulasas vy

hemicelulasas para facilitar la infeccién (Tenberge, 2002).

2.3 Pseudomonas syringae

Existen alrededor de 200 especies bacterianas causantes de enfermedades en
plantas (Leonberger et al, 2016). Contrario a los hongos, las bacterias no cuentan
con estrategias para atravesar directamente la epidermis e ingresar al tejido
vegetal, por lo que aprovechan aberturas naturales de la superficie de la epidermis
de las hojas (hidatodos, estomas y nectarios), del tallo (Ienticelas) o por lesiones
causadas por insectos o0 por factores abidticos. Los estomas son las principales
aberturas naturales de ingreso de las bacterias patdogenas debido a que se

encuentran en mayor numero sobre la superficie de la planta (Melotto et al., 2008).

Las bacterias gram negativas de P. syringae estan compuestas por cepas que
infectan un amplio rango de plantas. Se conocen alrededor de 50 diferentes
patovares en funcion del rango de hospederos especificos que tienen (Morris et
al., 2007). Las plantas infectadas por P. syringae causan manchas necréticas y
clorosis en hojas, tallos, frutos y otras partes aéreas de la planta (Beattie y Lindow,

1995).

2.3.1 Mecanismo de infeccion de P. syringae
P. syringae es un fitopatdgeno hemibiétrofo que tiene una etapa epifita en la
cual reside sobre la superficie de la planta, multiplicandose y en espera de poder

ingresar al tejido vegetal por medio de aberturas naturales o lesiones. Una vez



dentro de la planta comienza su etapa enddfita, alojandose en el apoplasto y
causando necrosis para obtener nutrientes de las células muertas (Beattie y

Lindow, 1995; Melotto et al., 2008).

2.4 Pectobacterium brasiliense

P. brasiliense, antiguamente conocido como Pectobacerium carotovorum, es
una bacteria gram negativa y es uno de los principales patdgenos que causa
pudriciones blandas a una amplia variedad de cultivos, principalmente a la papa
(Solamun tuberosum) y sobre todo, mayores afectaciones en la postcosecha. Esto
ha generado grandes pérdidas economicas en el sector agricola (De la Rosa,

2017; Narvaez-Barragan et al., 2020).

2.4.1 Mecanismo de infeccion de P. brasiliense

Cuando las condiciones de humedad son adecuadas, las bacterias que se
encuentran en el suelo o sobre la superficie de las plantas u otros organismos,
pueden ingresar por estomas o por heridas de la planta. Para obtener nutrientes
cuentan con enzimas como la pectato liasa, poligalacturonasa, celulasa y
proteasas, que intervienen en la degradacion de los componentes de la pared
celular vegetal, provocando la maceracion de los tejidos infectados (De la Rosa,

2017).

2.5 Sistema inmune innato en plantas
El sistema inmune innato de las plantas se divide en dos diferentes tipos de

respuesta durante la interaccion planta-patégeno: PTI (del inglés PAMP-Triggered
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Immunity) y ETI (Effector-Triggered immunity). La primera inicia cuando receptores
PRR’s (del inglés, Pattern Recognition Receptors) reconocen patrones
moleculares provenientes del patégeno llamados PAMP’s o MAMP’s (Pathogen-
Associate Molecular Patterns / Microorganism-Associate Molecular Patterns).
Estos patrones moleculares son componentes esenciales tipicos de los grupos
microbianos, como la quitina en el caso de los hongos. Una vez que las proteinas
PRR’s reconocen los PAMP’s/MAMP’s conducen a la inmunidad desencadenada
por PAMP llamada respuesta PTI. La segunda respuesta es llevada a cabo
cuando los patdgenos producen proteinas efectoras que inhiben la PTI. En
respuesta, el hospedero induce la susceptibilidad activada por efectores ETS
(Effector-Triggered Susceptibility), donde los efectores son reconocidos por
proteinas NB-LRR (Nucleotide-Binding Leucine-Rich Repeat) que desencadenan
la respuesta ETI para combatir nuevamente al patégeno. Tanto la PTI como la ETI
dan lugar a respuestas similares, aunque la ETI resulta ser una repuesta
cualitativamente mas eficaz y rapida y que generalmente implica la muerte celular.

(Jones y Dangl, 2006) (Fig. 1).
PTI ETS ETI ETS ETI

reerrEe ..o - ~._-—°__-~;_° _______________
© e

Pathogen
effectors | Avr-R

..............................................

R s

020 “pamps
Figura 1. Modelo zig-zag del sistema inmune de plantas. La deteccion de PAPM’s activa la
respuesta PTI de la planta, por su parte el patdgeno libera efectores para evadir la PTI, por lo que
la planta activa su segunda respuesta llamada ETI que tiene una mayor amplitud de defensa, sin
embargo, el patdgeno es capaz de desarrollar proteinas efectoras més virulentas para la plantay a
su vez la planta tiene una respuesta ETI més eficaz (Jones y Dangl, 2006).



2.6 GTPasas pequefias

Las proteinas de la superfamilia RAS pertenecientes a las proteinas G
monomeéricas pequefias, se encuentran en eucariontes (Colicelli, 2004). Estas han
sido divididas de acuerdo a sus secuencias y similitudes funcionales en cinco
subfamilias: RAN, RAB, RHO, RAS y ARF. Estas proteinas se caracterizan por
funcionar como interruptores moleculares que alternan su estado de “encendido”
cuando se unen a GTP y su estado “apagado” cuando hidrolizan GTP a GDP.
Todas las proteinas de la superfamilia RAS tienen un dominio conservado
llamadas cajas G (G1-G5) o dominio G, en donde ocurre la unién e hidrdlisis de
GTP. Ademas, en el caso de las subfamilias RAS, RHO y RAB cuentan con un
dominio C-terminal hipervariable el cual sufre modificaciones post-traduccionales
gue le permite el anclaje a la membrana celular (Rojas et al., 2012).

Las proteinas RAB, RAN y ARF estan involucradas en el control de la
formacion de vesiculas, en el proceso de trafico nuclear y en el crecimiento y
desarrollo celular (Rojas et al., 2012). Por su parte las proteinas RHO y RAC
desempeiian funciones reguladoras en la organizacion del citoesqueleto de actina,
ademas las proteinas RHO también participan como puntos de control en las

redes de sefializacion (Rojas et al., 2012).

2.7 Proteinas RAC/ROP
La familia de las proteinas RHO esta conformada por las subfamilias RHO,
CDC42, RAC y ROP (del inglés Rho proteins of plants) (Winge et al., 1997). Esta

Gltima subfamilia originalmente llamada RAC por su gran similitud con las



proteinas RAC de los mamiferos (Winge et al., 1997) se encuentra exclusivamente
en los miembros de las algas verdes, musgos Yy angiospermas tanto
monocotiledéneas como dicotileddéneas (Eklund et al., 2010). De acuerdo con la
secuencia de aminoécidos en la region C-terminal, las ROP se han dividido en dos
subgrupos: Tipo | y Tipo I, se ha sugerido que las de tipo Il se diversificaron a
partir del tipo | mediante la insercion de un intron adicional en su extremo 3" a
partir de un gen ROP ancestral (Winge et al., 2000).

Como se menciond anteriormente las ROP funcionan como interruptores
moleculares, pasando de un estado activo, cuando se encuentran unidas a GTP, a
un estado inactivo, cuando el GTP se hidroliza a GDP. Esta activacion e
inactivacion dependientes de la union de GTP/GDP estan regulados por factores
de intercambio de nucledtidos llamados GEF (del inglés: Guanine Nucleotide
Exchange Factor), que ayuda a la liberacion de GDP, y por proteinas activadoras
de GTPasa llamadas GAP (del inglés: GTPase activating protein), que promueven
la hidrdlisis de GTP a GDP para que las proteinas ROP puedan pasar del estado
activo al inactivo (Berken y Wittinghofer, 2008; Garcia, 2019).

Cada planta cuenta con un numero variable de proteinas ROP, por ejemplo:
Selaginella moellendorffii (Licofita) tiene dos, Physcomitrella patens (musgo) y
Pinus taeda (conifera) cuentan con cuatro, Zea mays (maiz), Solanum
lycopersicum (jitomate) y Lotus japonicus tienen nueve, Oryza sativa (arroz) tiene
siete y Arabidopsis thaliana cuenta con once (Fowler, 2010).

Las ROP ademas de estar implicadas en la regulacion de actina y
organizacion de microtubulos del citoesqueleto, participan en la endocitosis,

exocitosis, transporte de auxinas, sefializacion mediada por ABA, formacién de
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pared celular secundaria y respuesta a patdogenos bacterianos y fangicos (Zheng,

et al., 2002).

2.7.1 El papel de las RAC/ROP en la patogénesis

RAC1 de la planta del arroz O. sativa (OsRAC1) es la RAC/ROP maés
estudiada, se ha demostrado que es clave para la sefializacion temprana de
defensa PTIl y ETI mediada por las proteinas PRR y NLR durante la interaccion
con el hongo Magnaporthe oryzae (Engelhardt et al., 2020). Otra RAC estudiada
es la de la cebada (Hordeum vulgare), HYRACB, que actia de manera contraria a
OsRAC1, dado a que confiere mayor susceptibilidad al hongo Blumeria graminis
f.sp. hordei causante de la enfermedad del oidio de la cebada, esto debido a que
forma un compartimiento apoplastico en el que se promueve el arreglo del
haustorio, el cual posee una matriz extrahaustorial similar a la pared celular y
ademas una membrana continua con las células vegetales del hospedero. Este
comportamiento se ha comparado con el crecimiento de pelos radiculares y/o de
tubos polinicos que requieren de la participacion de las ROP en el rearreglo del

citoesqueleto y trafico vesicular (Engelhardt et al., 2020).

2.7.2 RAC7/ROP9

La RAC7/ROP9 de A. thaliana es una GTPasa pequefia que aldn se
desconoce su funcion, sin embargo, su ortdlogo OsRAC1 en plantas de arroz (O.
sativa), esta muy bien estudiada y se descubrié que tiene una participacion
fundamental en la activacion de los procesos defensa corriente abajo de la
deteccion de elicitores por las proteinas PRR de la célula vegetal. Estudios

10



demostraron que un mutante activado constitutivamente de OsRAC1 mostraba
una mayor resistencia a la enfermedad del estallido del arroz provocada por el
patdgeno M. grisea y a la enfermedad del tizén causada por Xanthomonas oryzae,
ya que presentd una mayor formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS)

seguido de la muerte celular (Sormo et al., 2006; Young-Ho et al., 2006).

2.8 Arabidopsis thaliana como modelo de estudio

Existen varias plantas que se han utilizado como modelos genéticos, tal es el
caso del tomate, arroz, cebada y petunia entre otras (Meinke et al., 2012). Sin
embargo, A. thaliana es uno de los modelos biolégicos mejor establecido para el
analisis de las rutas metabdlicas y fisioldgicas basicas de las plantas. Esto debido
a que fue la primera planta en secuenciarse su genoma y actualmente se cuenta
con una base de datos muy completa (Koch et al., 2017).

A. thaliana es un herbacea perteneciente a la familia de las Cruciferas
(Brassicaceae), con una distribucion en toda Europa, Asia y América del Norte.
Tiene un genoma relativamente pequefio de aproximadamente 125 Mb (20,000
genes), organizados en cinco cromosomas. Su ciclo de vida es relativamente
corto, de aproximadamente 6 semanas, tarda alrededor de tres semanas en
florecer y la planta adulta llega a alcanzar una altura de 30 cm. Sus hojas tienen
pequefios tricomas y crecen en forma de roseta que van de 2 a 10 cm de diametro
(dependiendo de las condiciones de crecimiento). Sus flores llegan a medir 2 mm,
mientras que las semillas miden solo 0.5 mm de longitud (Marsch et al., 2009;

Meinke et al.,, 2012). La reproduccion es autégama, lo que permite que los
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cruzamientos se puedan llevar a cabo facilmente (Gonzalez y Alvarez, 2007). Por
su pequefio tamafio pueden cultivarse en placas de Petri 0 en pequefias macetas.

Dadas a las caracteristicas antes mencionadas, A. thaliana resulta un buen
modelo biolégico para comprender el crecimiento, desarrollo, accién y respuestas
a sefales ambientales o a interacciones con otros organismos y aunque se ha

recopilado gran informacién aun sigue siendo limitada (Meinke et al., 2012).

3. JUSTIFICACION

En las plantas el reconocimiento de los patdgenos es llevado a cabo por
receptores que desencadenan procesos celulares tales como la deposicion de
calosa, la acumulacion de especies reactivas del oxigeno, incremento en las
concentraciones de calcio y activacion de las MAPK. Aun cuando son bien
conocidos los eventos fisiolégicos que se activan ante el reconocimiento de
patdégenos, no se conocen los mecanismos de sefalizacion que conectan el
reconocimiento del patdgeno con la respuesta inmune de la planta. La familia de
proteinas reguladoras RAC/ROP pudieran ser dicha conexion, debido a su papel
bien descrito como interruptores moleculares. En O. sativa se ha reportado el
papel de OsRAC1l en la defensa de esta planta frente a varios agentes
fitopatégenos. En A. thaliana AtRAC7 constituye el ortlogo mas cercano de
OsRAC1. En el laboratorio de Genomica Funcional de Eucariotes del Centro de
Ciencias Gendmicas (CCG) se ha estudiado el papel de dicha proteina en la
interaccion planta-patdégeno a través de la caracterizacion funcional de las lineas

insercionales OX-RAC7 de A. thaliana y se ha observado que presentan
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susceptibilidad incrementada a B. cinerea debido a la represion de importantes
vias de defensa. Sin embargo, aln se desconoce el mecanismo molecular por el
cual RAC7/ROP9 pudiera regular la respuesta de A. thaliana frente a este
patdgeno o a otros con diferentes estilos de vida. Es por ello en este proyecto se
propuso determinar el posible papel de RAC7/ROP9 frente a patdgenos de interés
agricola, asi como la generacion de construcciones genéticas que permitan el
estudio de localizacién subcelular de RAC7/ROP9 frente a patdgenos a través de
la generacion de la fusion traduccional de dicha proteina con la proteina

fluorescente Venus.

4. HIPOTESIS
El gen RAC7/ROP9 esta involucrado en la respuesta inmune de A. thaliana

frente a B. cinerea, P. Syringae y P. brasiliense.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

e Caracterizar la susceptibilidad de lineas insercionales OX-RAC7 de

Arabidopsis thaliana frente a patdgenos con diferentes estilos de vida.

5.2 Objetivos particulares
e Determinar el grado de susceptibilidad de lineas sobrexpresoras
RAC7/ROP9 en A. thaliana frente a B. cinerea, P. syringae y P. brasiliense.
e Determinar si existen cambios en la localizacion subcelular de RAC7/ROP9

frente a B. cinerea por medio de la fusion traduccional VENUS:RACY.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Material vegetal
Se utilizaron semillas de A. thaliana del ecotipo Columbia (Col-0) como control
(wild type) y dos lineas homocigotas (previamente genotipificadas),
sobreexpresantes de AtRAC7/ROP9 (OX-RAC7.1 Y OX-RAC7.2) solicitadas al
Instituto Salk (Tablal). Las lineas insercionales OX-RAC7 tienen el T-DNA

insertado en la regién 5" UTR (Anexol).

Tabla 1. Linea sobreexpresora RAC7 de Arabidospsis thaliana

NUmero de Nombre Linea de insercion Nombre de lalinea de
acceso ROP insercion
SALK_019272.56.00.x OX-RAC7.1
ATA4g28950 AtRACT SALK_015223.56.00.x OX-RAC7.2

6.1.1 Estratificacion y germinacion de semillas de Arabidopsis
thaliana

La estratificacion de las semillas de A. thaliana, se realizé colocandolas en un
tubo de eppendorf con 500 pl de H>O destilada, durante 3 dias a una temperatura
de 4°C. Al ser semillas muy pequefas, fueron depositadas en una maceta con la
ayuda de una pipeta y llevadas al cuarto de germinacion durante 10 dias. Una vez
germinadas las semillas, las plantulas fueron separadas y trasplantadas en
charolas con sustrato compuesto con peat moss y vermiculita en una proporcion
3:1. Posteriormente fueron colocadas en el invernadero para su crecimiento
durante 4-5 semanas, a una temperatura de 22°C y con un fotoperiodo de 16 h luz

y 8 h oscuridad.
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6.1.2 Germinacion de esporas de B. cinerea

Para la germinacion de esporas se utilizo la cepa B05.10 de B. cinerea la cual
se cultivd en placas de agar papa dextrosa (PDA, 6g L). Posteriormente las
esporas fueron recolectadas con agua destilada y filtradas para remover las hifas.
Para preparar el inéculo con B. cinerea se realiz6 en un medio ¥ caldo papa
dextrosa PDB con una concentraciéon de 5x10% esporas/ml de B. cinerea, y se dej6

reposar en oscuridad durante 1 hora antes de ser utilizada (Aragén et al., 2021).

6.1.3 Infeccidn de lineas insercionales OX-RAC7 de A. thaliana
con B. cinerea

Se utilizaron plantas Col-0 y lineas insercionales OX-RAC7 (OX-RAC7.1 Y
OX-RAC7.2) de A. thaliana de 4-5 semanas de edad para la infeccion con B.
cinerea. Para ello se colocaron 6 ul de solucién con esporas a una concentracion
de 5x10* esporas/ml directamente sobre las hojas de la planta. Posteriormente se
cubrieron y sellaron entre dos charolas oscuras para mantener las condiciones de
humedad y oscuridad para el crecimiento e infeccién optimo del hongo. Después
de 3 dias, se evaluaron sintomas de infeccibn por B. cinerea como el
reblandecimiento de tejido. Para medir el area de lesion fungica las hojas fueron
cortadas y pegadas sobre un fondo blanco para ser fotografiadas y medir el area
de lesion de cada una de las hojas con el programa ImageJ. Una vez que se
obtuvo el area total de lesion causada por B. cinerea de las hojas infectadas, se
utilizé el programa de GraphPad para procesar los datos y graficarlos (Aragon et

al., 2021).
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6.2 Preparacion del pre-indculo de P. syringae

Se inoculé una colonia de P. syringae de una placa fresca en 50 ml de medio
LB liquido con Rif (50pul/ml) y se incub6 a 28°C overnight (8-12h). Al siguiente dia
se midio la densidad Optica hasta que se obtuvo una ODeoonm=0.6 para asegurar
que las bacterias se encontraban en la fase logaritmica y por lo tanto eran viables.
Por otra parte, se incubé medio LB sin P. syringae que se utiliz6 como control para
establecer el estandar (blanco) para la lectura en el espectrofotémetro. El cultivo
liquido de bacterias fue centrifugado a 2,500 g por 10 min, se desheché el
sobrenadante y se resuspendio el pellet de bacterias en 50 ml de MgCl> 10 mM
(Anexo 3). Se midio la densidad éptica y se ajustd a una ODsgo= 0.2 (contiene
aproximadamente 1x108 UFC/ml) para infectar las plantas de A. thaliana (Jacobo

et al., 2017).

6.2.1 Infeccion de lineas insercionales OX-RAC7 de A. thaliana
con P. syringae

Antes de comenzar con la infeccion de Col-0, OX-RAC7.1 y OX-RAC7.2 con
P. syringae pv. tomato DC3000 se marcaron dos hojas por cada planta para poder
identificarlas después de la infeccion. Se utilizé MgCl2 para infiltrar las hojas que
se utilizaron como control. Por otro lado, las hojas que se infectaron fueron
inoculadas con una suspension de MgCl. y P. syringae. La infiltracion se realizé a
presiébn con una jeringa de 3ml en el envés de las hojas, por lo que fueron
invertidas cuidadosamente para evitar dafarlas. Posteriormente se cubrieron las
plantas para mantener la humedad y oscuridad y fueron llevadas al cuarto de

cultivo durante 3 dias (Jacobo et al., 2017).
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6.2.2 Conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) en
plantas de A. thaliana infectadas con P. syringae.

Después de los 3 dias de la infeccion, se colectaron las hojas infectadas y se
esterilizaron superficialmente con etanol al 70% durante 1 minuto, posteriormente
se realizaron 3 enjuagues con agua destilada estéril por 1 min en cada enjuague y
se dejaron secar cuidando que quedaran extendidas las hojas. Una vez secas las
hojas, se cortaron discos de 1cm? de area con la boquilla de una punta de pipeta
(1,000 pl) estéril y se colocaron 8 discos (8 cm?) en cada tubo Eppendorf (1.5 ml)
gue contenia 1ml de MgCl> (10 mM) para cada una de las réplicas. Los discos se
maceraron con mini-pistilos de plastico estériles hasta que el tejido vegetal ya no
era visible. Se realizaron diluciones seriadas hasta 1x10* y se plaquearon las
diluciones de 1X103y 1X10*. En cada placa se colocaron 4 alicuotas de 10 pl (un
total de 40 pl por placa) con su respectiva dilucion y se incubaron a 28°C por 48 h.
Para el conteo de las unidades formadoras de colonias (UFC), se calculo el factor
de dilucion (1,000 ul) entre el volumen que se aplicé para cada replica técnica
(0.01 ml) y nuevamente dividido entre el area de tejido presente en cada muestra
(8 cm?). La poblaciéon fue calculada dividiendo las unidades formadoras de
colonias entre el tejido vegetal que se utilizé (UFC/cm? de tejido vegetal) (Jacobo

et al., 2017).
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6.3 Preparacion de pre-inoculo de P. brasiliense

El pre-inoculo se prepar6 tomando una pequefa cantidad del cultivo de P.
brasiliense la cual se deposité en 3 ml de medio LB liquido y se dej6 en incubacién
a 30°C overnight (8-12h). Se mantuvo el pre-inéculo en la incubadora hasta que se
obtuvo una ODeoonm=0.6, ésta es la densidad Optica en la cual las bacterias se
encuentran en la fase exponencial. A continuacion, se centrifugé el cultivo a 2,500
g por 10 min y se deseché el sobrenadante, volviendo a resuspender el pellet con
medio LB. Finalmente se midi6 la densidad Optica y se ajustdé para obtener una
ODsoonm= 0.1 (densidad optica en la cual se tiene aproximadamente 1x102
UFC/ml), para poder infectar las plantas de A. thaliana (Narvaez-Barragan et al.,
2020).
6.3.1 Infeccion de lineas insercionales OX-RAC7 de A. thaliana
con P. brasiliense

Previo a la infeccidn, los tallos de las hojas fueron marcados. A cada hoja
infectada (2 por planta) se le colocé 6 ul de inoculo sobre la superficie de la hoja y
fueron cubiertas con una tapa para mantener la humedad y oscuridad, lo que
facilita la infeccion de la bacteria. En un lapso de 24-48 h se observaron las
lesiones causadas por la bacteria y se calculé el porcentaje de incidencia

(Narvaez-Barragéan et al., 2020).
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6.4 Generacion de construcciones genéticas para determinar la
localizacion subcelular de RAC7

6.4.1 Amplificacién de VENUS

Para realizar la fusion traduccional de VENUS:RAC7 y poder determinar si
existen cambios en su localizacién subcelular frente B. cinerea, se generaron dos
construcciones. La primera estd constituida Unicamente por la proteina
fluorescente VENUS la cual llamamos TurbolD:VENUS y se utiliz6 como control.
La segunda construccion consistio en la fusion de la proteina fluorscente VENUS y
la secuencia codificante del gen RAC7/ROP9 y se nombro TurbolD:VENUS:RACY.
Se utilizé el plasmido pLYY137-pUb-TurbolD-msc3 como vector de expresion.

Primero se establecieron las condiciones de amplificacion de VENUS
mediante un gradiente de temperatura para determinar a qué temperatura la ADN
polimerasa Phusion (Thermo Fisher) tenia una amplificacion mas eficiente. Se
inicio a partir de los 62°C hasta los 72°C con intervalos de 2°C.

Para generar la version de VENUS que se utiliz6 para ensamblarse
Unicamente al plasmido (construcciéon TurbolD:VENUS), se realiz6 una
amplificacion por PCR de la cual se obtuvieron fragmentos de VENUS con
extremos sobresalientes de cadena sencilla complementarios en sus extremos 5
y 3" al plasmido pLYY137-pUb-TurbolD-msc3 (Anexo 2). La PCR se realizd con
los componentes que se observan en la Tabla 2 utilizando los siguientes oligos F:
5 TGCGGTCTGCCGAAAAGCCCATGGTGAGCAAGGGCGAGY y R:
5" AATTGCTCGAGGGATCCCCCCTTGTACAGCTCGTCCATGC3 con el

programa que se detalla en la Tabla 3.
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Tabla 2. Componentes de la PCR para 1 reaccion utilizando la ADN polimerasa Phusion
para amplificar la version de VENUS que se utilizé6 para la construccién control
TurbolD:VENUS (20 ul)

Componentes Volumen
H.0 11.8 pl
Buffer HF Phusion (5X) 4 pl
dNTP’s (10nM) 0.4 pl
Primer F (10pM) 1p
Primer R(10pM) 1p
DMSO 0.6 pl
Polimerasa Phusion (2 000U/ml) 0.2 ul
Templado VENUS (269 ng/ul) 1u

Tabla 3. Programa utilizado para la amplificacion de VENUS con la ADN polimerasa Phusion
(Thermo Fisher) para la construccion del plasmido control TurbolD:VENUS.

Etapa Temperatura (°C) Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 2 min
Desnaturalizacion 94 30s 35
Alineamiento 60 30s
Elongacion 72 30s
Elongacion final 72 5 min
10 oo

Para realizar la construccion TurbolD:VENUS:RAC7 se gener6 una segunda
version de Venus con extremos sobresalientes de cadena sencilla con
complementariedad en su extremo 5" al plasmido pLYY137-pUb-TurbolD-msc3 y
en su extremo 3'a RAC7 (Anexo 3). Para realizar la PCR se utilizaron los
componentes como se muestra en Tabla 4 y se utilizaran los oligos F:

5 TGCGGTCTGCCGAAAAGCCCATGGTGAGCAAGGGCGAGYS y R:
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5" AAGCACTCATCTTGTACAGCTCGTCCATGC3" con el programa que se

describe en la Tabla 5.

Tabla 4. Componentes de la PCR para 1 reaccion utilizando ADN polimerasa Phusion para
amplificar la version de VENUS que se utilizdé para la construccion control
TurbolD:VENUS:RAC7 (25 pb.

Componentes Volumen
H-0 20.36 pl
Buffer HF Phusion (5X) 2.7 ul
dNTP’s (10nM) 0.5l
Primer F (10pM) 1.1
Primer R (10PM) 1.1
Polimerasa Phusion (2 000U/ml) 0.2 ul
Templado VENUS (176.70 ng/ul) 1u

Tabla 5. Programa utilizado para la amplificacion de VENUS con ADN polimerasa Phusion para la
construccion del pldsmido TurbolD: VENUS:RACY.

Etapa Temperatura (°C) Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 2:30 min
Desnaturalizacion 94 30s 35
Alineamiento 60 30s
Elongacién 72 1:45 min
Elongacion final 72 5 min
10 o0

De igual manera se realiz6 la amplificacién de RAC7 para generar fragmentos
con extremos sobresalientes de cadena sencilla con complementariedad en su
extremo 5" a VENUS y en su extremo 3" al plasmido pLYY137-pUb-TurbolD-msc3.

Los primers que se utilizaron fueron F: 5
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GCTGTACAAGATGAGTGCTTCGAAGTTCATAAAATGI’

AATTGCTCGAGGGATCCCCCTTAAGCAGCGGTGCAACCYS’

y R:

5

los elementos vy

programa de PCR que se utlizaron se observan en las Tablas 6 y 7

respectivamente.

Tabla 6. Componentes de la PCR para 1 reaccion utilizando ADN polimerasa
Phusion para amplificar RAC7 que se utiliz6 para la construcciéon control
TurbolD:VENUS:RAC7 (25 pl)

Componente

H-0

Buffer (5X)
dNTP’s (10nM)
Primer F (10pM)

Primer R (10pM)

Polimerasa Phusion (2 000U/ml)

Templado RAC7(190 ng/ul)

Volumen

20.36

2.7 ul
0.5ul
1.1l
1.1u
0.2 ul

1l

Tabla 7. Programa que se utilizé para la amplificacion de RAC7 con ADN polimerasa

Phusion para la construcciéon del plasmido TurbolD:VENUS:RAC?7.

Etapa
Desnaturalizacion
inicial
Desnaturalizacion
Alineamiento
Elongacion

Elongacion final

Temperatura (°C)

94

94
63
72

72

10

Tiempo

2:30 min

30s

30s

45 s

5 min

Numero de ciclos

35
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6.4.2 Purificacién del producto PCR

Los productos amplificados de las dos versiones de VENUS y de RAC7 fueron
purificados con filtros de membrana con un grosor de 0.025 um. Para ello se
coloc6 una membrana sobre agua destilada estéril evitando que la cara superior
tuviera contacto con el agua estéril. El producto de PCR fue depositado sobre la
membrana y se dejé en reposo durante 30 min. Pasado el tiempo se colecto el

producto de PCR y se midi6 la concentracién de ADN en el nanodrop.

6.4.3 Digestion de plasmidos

Para ensamblar el inserto de ADN de VENUS para hacer la construccion
TurbolD:VENUS vy los insertos de ADN de VENUS y RAC7 para hacer la
construccion de TurbolD:VENUS:RAC7, se realiz6 una digestion del plasmido
pLYY137-pUb-TurbolD-msc3 con la enzima de restriccion Smal que tiene su sitio
de corte en la secuencia CCC/GGG. Los componentes de la digestion que se

utilizaron se describen en la Tabla 8.

Tabla 8. Componentes utilizados para realizar la digestion del plasmido pLYY137-pUb-
TurbolD-msc3 con la enzima de restriccion Smal (CCC/GGG) para poder linealizar el
plasmido y realizar el ensamble Gibson con los insertos de ADN (50 pl).

Componentes Volumen
ADN plasmidico (64. 400ng/ul) 27.7 pl
Enzima Smal (20 000 U/ml) 1l
Buffer (10X) 5l
H20 28.71 ul
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6.4.4 Ensamble Gibson

Para crear las construcciones de TurbolD:VENUS y TurbolD:VENUS:RAC7 se
utilizé el método de ensamble de Gibson (NEBuilder HiFi DNA). Este método
utiliza T5 exonucleasas para realizar cortes en los extremos 5° del plasmido y de
los insertos de ADN que se uniran al plasmido. Los extremos 3" del plasmido y de
los insertos de ADN, se unen por complementariedad de bases. Después, la ADN
polimerasa sintetiza los nucleétidos faltantes y por ultimo las T4 ADN ligasas
sellan covalentemente los extremos del o los inserto(s) con los del plasmido. Esta
reaccion se realizO0 a una temperatura de 50°C durante 15 min para la
construccion TurbolD:VENUS y 1hr para la construccion TurbolD:VENUS:RAC?7.
Los componentes que se utilizaron para realizar este ensamble se describen en la

Tabla 9.

Tabla 9. Componentes que se utilizaron para hacer las construcciones de TurbolD:VENUS y
TurbolD:VENUS:RACY utilizando el método de ensamble de Gibson (6 pul).

TurbolD:VENUS TurboID:VENUS:RAC7
Componentes Volumen Componentes Volumen
VENUS (269 ng/pl) 1l VENUS (176.70 ng/pl) ul
P.digerido (64.400 ng/ul) 2ul RAC7 (190 ng/pl) 1l
Mix NEBuilder HiFi DNA P. digerido (64.400 ng/ul) 2
(2X) 2ul Mix NEBuilder HiFi DNA (2X) 2 pl
H20 1l
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6.4.5 Transformacién de bacterias Escherichia coli

Una vez realizados los dos ensambles, se procedi6 a realizar la
transformacion en bacterias de Escherichia coli DH5a mediante la técnica de
choque térmico. Para esto se utilizaron 50 pl de bacterias E. coli DH5a a las
cuales se les afadio 6 pl de la reaccién del ensamble de Gibson. Esto se colocé
en hielo durante 30 min, después se transfirid al termoblock a una temperatura de
42°C por 1 min y por ultimo se coloc6 de nuevo en hielo durante 1 min. Las
bacterias fueron colocadas en 1 ml de medio LB y puestas en la incubadora de
37°C durante 1 hora para después ser sembradas en cajas Petri con medio LBy el
antibidtico kanamicina a una concentracion de 50 pg/ml. Se dejaron durante 24 h

para observar la formacion de colonias.

6.4.6 Confirmacion de colonias de bacterias E.coli DH5a
transformadas

Las colonias de bacterias E.coli DH5a crecidas en las placas, fueron
seleccionadas al azar para realizar una PCR de colonias y constatar que se
trataban de colonias transformadas. Los primers que se utilizaron para confirmar
las bacterias transformadas con la construccion TurbolD:VENUS fueron F:
5 ATGGTGAGCAAGGGCGAG3" y R: 5TTACTTGTACAGCTCGTCCATG3 los
cuales amplificaron un fragmento de Venus de ~700pb. Para la construccion
TurbolD:VENUS:RAC7 se utilizaron los primers F:
5TGTGTTACTGTTGGAGATGGG3 y R: 5AACCGACGAAGTTCAGGCATC3
los cuales amplificaron un fragmento de RAC7 de ~300pb. Las colonias que

mostraron el tamafo de banda esperado en el gel de electroforesis se crecieron
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en un caldo de cultivo de LB y kanamicina (50 pg/ml) overnight para poder realizar

la purificacion del plasmido.

6.4.7 Purificaciéon del plasmido

Se realiz6 la purificacion de los plasmidos pLYY137-pUb-TurbolD:VENUS vy
pLYY137-pUb TurbolD:VENUS:RAC7 clonadas en las bacterias E. coli DH5a vy
poder transformar bacterias de Agrobacterum tumefaciens GV3101, las cuales se
utilizaron para transformar hojas de plantas de Arabidopsis thaliana. Primero se
elaboré un pre-indculo colocando una pequefia muestra de la colonia seleccionada
de la bacteria E. coli DH5a en 15 ml de medio LB con 50 pg/ml de kanamicina a
una temperatura de 37°C overnight. Esto se realizé para cada una de las colonias
seleccionadas. Una vez pasado un periodo de 12-16 h se tomé 1 ml del pre-
inéculo y se centrifugd a 10,000 rpm durante 2 min, después se desecho el
sobrenadante, repitiendo este ultimo paso.

El pellet obtenido se resuspendié en 250 pl de solucion de resuspension y se
agito con el vortex hasta que se obtuvo un liquido color blanco. Se agregaron 250
pl de solucion de lisis y se mezcl6 por inmersion, después se afadieron 350 pl de
solucion de neutralizacion y se mezclé nuevamente por inmersion hasta que se
obtuvo una solucion con consistencia viscosa, la cual se centrifugo a 13,500 rpm
durante 5 min. Se transfirieron ~800 pl de la solucibn a un tubo de colecta
haciéndola para por una columna de purificacion y se centrifugd a 13,500 rpm por
1 min. Se descarto el sobrenadante y se agregaron 500 pl de solucién de lavado al

tubo colector con la columna de purificacion y se centrifugé a 13,500 rpm durante
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1 min, este Ultimo paso se repitio una vez mas. La columna se transfirio a un
microtubo de 1.5 ml y se le afiadié 25 pl de buffer de elucion, se dej6 incubar a
temperatura ambiente por 2 min y se centrifugd a 13,500 rpm por 2 min, se repitié
este Ultimo paso sin descartar el sobrenadante. Por Ultimo, se midio la

concentracion de ADN en el nanodrop.

6.4.8 Transformacion de bacterias de A. tumefaciens

Los plasmidos obtenidos de la purificacion se utilizaron para transformar
bacterias electrocompetentes de A. thumefaciens GV3101. Esto se llevd a cabo
colocando en una celda 100 pl de las bacterias electrocompetentes y 2 pl del
plasmido purificado. Después la celda fue colocada en el electroporador y se
aplicé un choque eléctrico a 1.8 V. Para la recuperacion de las bacterias del pulso
eléctrico se afadié un 1 ml de medio LB dejandolas a una temperatura de 30°C
durante 2 h en agitacion. Por ultimo, las bacterias fueron sembradas en medio LB
con los antibidticos kanamicina y rifampicina a una concentracion de 50 pg/ml y 15
pg/ml, respectivamente. Las colonias crecieron durante 2 dias a una temperatura

de 30°C (Gomez et al., 2018).

6.4.9 Confirmacion de colonias de bacterias A. tumefaciens
GV3101 transformadas

Las colonias crecidas en placas se seleccionaron al azar para realizar una
PCR de colonias y corroborar que las colonias de A. tumefaciens GV3101 estaban

transformadas.
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Para las colonias de las bacterias A. tumefaciens GV3101 transformadas con
los plasmidos pLYY137-pUb-TurblD:VENUS y pLYY137-pUb
TurbolD:VENUS:RAC7 se realiz6 la amplificacion del gen VENUS como se hizo
con las bacterias de E. coli DH5a. Las colonias seleccionadas con el plasmido
TurbolD:VENUS:RAC7 se comprobaron mediante la amplificacién del gen RAC?7.
Se utilizaron los mismos primers que se usaron para la comprobacion de colonias

transformadas de bacterias E. coli DH5a.

6.5. Transformacion de hojas de Nicotiana benthamiana por
agroinfiltracion

Para realizar la transformacion de las hojas de N. benthamiana se realizo
agroinfiltracion con A. tumefaciens transformadas con los plasmidos pLYY137-
pUb-TurbolD:VENUS y pLYY137-pUb TurbolD:VENUS:RAC7. Para esto se
elabord un pre-indculo para cada construccion de A. tumefaciens en medio LB con
los antibioticos kanamicina (50 pg/ml) y rifampicina (15 pg/ml). Después de 12-16
h, al alcanzar una O.Deoonm=2.0 se centrifugd a 3,000 rpm por 10 min y se
resuspendio el pellet en 50 ml de buffer de agroinfiltracién hasta que se disolvio y
se ajusté una O0.D600,m=1.0.

Posteriormente se realizaron pequefios rasgufios en el envés de las hojas que
se seleccionaron para transformar y se les infiltr6 con A. tumefaciens GV3101
transformadas con su respectiva construccion. Las plantas fueron llevadas a
oscuridad durante un dia y después llevadas al invernadero durante 2 dias antes
de ser observadas al microscopio confocal. Se utilizo el modelo Olympus FV1000

Upright y para poder observar la presencia de fluorescencia de VENUS se
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utilizaron las longitudes de onda (A) de 488nm y 510nm correspondientes a la

longitud de onda de excitacion y emision respectivamente.

7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Infeccion de lineas insercionales de OX-RAC7 de A. thaliana
con B. cinerea

Se evaluaron las hojas de Arabidopsis thaliana infectadas con B. cinerea de 3
réplicas biologicas, para un total de 53 hojas por linea. Los resultados arrojaron
gue existen diferencias significativas en el tamafio del area de lesion causada por
el hongo B. cinerea, entre las plantas sobreexpresantes de RAC7 y las Wild type
Col-0 (Figura 2). Estos resultados indican que existe una mayor susceptibilidad al

hongo cuando se sobreexpresa RACY.
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Figura 2. Area de lesion (cm?) en hojas de A. thaliana infectadas con B. cinerea. Las barras
representan el promedio del &rea de lesion y las barras de error muestran la desviacion estandar.
Los asteriscos sobre las barras de error indican diferencia significativa entre las plantas
sobreexpresantes de RAC7 con respecto a la Wild type (Col-0). Los resultados fueron obtenidos
mediante la prueba estadistica ANOVA y un analisis post hoc p< 0.05.
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Anteriormente se han reportado otros casos donde la sobreexpresion de otras
RAC, aumenta la susceptibilidad de las plantas a patégenos (Zhang et al., 2020;
WeiB et al., 2022). En el caso de la planta de la cebada (Hordeum vulgare), en la
cual se observd que al sobeexpresar HYRACB, la planta fue mas susceptible al
hongo Blumeria graminis f. sp hordei, debido a que se promovia el reacomodo del
haustorio sobre la pared celular, facilitando la entrada e infeccidn causada por este
patégeno fungico (Engelhardt et al., 2020).

De igual modo la sobreexpresion de OsRACB en Oriza sativa, demostro
mayor vulnerabilidad a la enfermedad del estallido del arroz causada por el hongo
Magnaporthe grisea. Aunque aun se desconoce la causa, se observo que
OsRACB se relocaliza en la membrana plasmatica cuando la planta del arroz
estaba infectada con Magnaporthe grisea (Young-Ho et al., 2006). Otra RAC que
actia negativamente en la defensa de la planta del trigo (Triticum aestivum) frente
Puccinia striiformis f. sp tritici es TaRAC6. En este caso se observdé una mayor
susceptibilidad al hongo debido a la inhibicion en la produccion de las especies
reactivas del oxigeno (ROS) (Zhang et al., 2020).

Sin embargo, también existe evidencia de que la RAC OsRAC1 de la planta
del arroz (O. sativa), actua como regulador positivo en la activacion de defensa de
la planta. Se observo que las mutantes activadas constitutivamente tenian una
mayor resistencia a la enfermedad del estallido del arroz causada por el hongo M.
grisea, ademas de obtener el mismo resultado con el patégeno bacteriano X.
oryzae que causa la enfermedad del tizén del arroz (Young-Ho et al., 2006), esto

debido a que habia un aumento en la producciéon de intermediarios de las
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especies reactivas, asi como también en la respuesta hipersensible (Ono et al.,
2001).

RAC7 es el ortdlogo mas cercano de OsRAC1 (https://www.arabidopsis.org),
sin embargo, su sobreexpresion potencia la susceptibilidad y no la resistencia
como en el caso de OsRAC1, lo que sugiere que a pesar de la cercania
flogenética AtRAC7 y RAC1 actian mediante mecanismos diferentes en los pato-
sistemas estudiados. El estudio de las vias de sefalizacion por las cuales RAC7
regula el sistema inmune seria un interesante proyecto para desarrollar en el

futuro.

7.2 Infeccion de lineas insercionales OX-RAC7 de A. thaliana con
P. syringae

La bacteria hemibiotrofa P. syringae causa clorosis en el tejido vegetal que
infecta, por lo que para evaluar si existia resistencia o susceptibilidad a estas
bacterias en las lineas insercionales OX-RAC7 de A. thaliana susceptibles a B.
cinerea, se infectaron plantas con una suspension de dicha bacteria.
Posteriormente se calcularon las unidades formadoras de colonias (UFC) de un
total de 60 plantas de A. thaliana divididas en 3 réplicas biologicas y 4 técnicas
después de la infeccion.

Los resultados indicaron que la sobreexpresiéon de RAC7 también incrementa
la susceptibilidad de A. thaliana frente a P. syringae como en el caso de B.
cinerea, debido a que se observa un mayor crecimiento bacteriano y dafio vegetal

con respecto a la Wild type Col-0 (Figura 3).
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Figura 3. Conteo de las unidades formadoras de colonias (UFC) de P. syringae de la dilucién
1x102 en tejido vegetal (8cm?) de A. thaliana. Las barras representan el promedio de las
unidades formadoras de colonias (UFC) obtenidas y las barras de error muestran la desviacion
estandar. Se obtuvieron los resultados mediante la prueba estadistica de ANOVA con un nivel de
significancia de p< 0.05.

Hasta el momento se conoce que las bacterias de P. syringae producen la
fitotoxina coronatina (COR) y los efectores de virulencia AvrB, HopBB1 y HopX1
gue utilizan para evadir la respuesta de defensa PTI de la planta hospedera
(Ishiga et al., 2013). La coronatina es una molécula analoga estructural y
funcionalemente de la forma activa del jasmonato isolecucina (JA-lle), que
provocan la inhibicién del acido salicilico (SA) y el acido abscisico (ABA) lo cual
permite que los estomas permanezcan abiertos causando la entrada de bacterias
(Ishiga et al., 2013). La produccién de coronatina se ha propuesto como el
principal mecanismo de infeccién al cual se le atribuye principalmente a Pst

DC3000 (Ishiga et al., 2013). Ademas P. syringae también cuentan otros fatores
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de virulencia como HopM1 y AvrE que inhiben la produccion de especies reactivas
del oxigeno (ROS) y la deposicién de calosa. Aunque, Garcia-Soto et al., (2024)
demostraron que las plantas sobreexpresoras de RAC7 no muestran cambios en
la acumulacion de especies reactivas del oxigeno y calosa, si observaron una
disminucion de la expresion de genes relacionados con la biosintesis de
hormonas, sugiriendo un posible mecanismo que explica la susceptibilidad

incrementada de las lineas insercionales (Xiu-Fang et al., 2018).

7.3 Infeccidon de lineas insercionales OX-RAC7 de A. thaliana con
P. brasiliense

P. brasiliense es una bacteria necrotréfa que degrada el tejido vegetal que
infecta (Narvaez-Barragan et al., 2020). En las lineas estudiadas OX-RAC7 y Col-
0 causo necrosis en el tejido vegetal y muchas de las hojas infectadas mostraron
maceracion completa del area foliar, por lo que fue imposible medir el area de
lesion y se determinGd evaluar el porcentaje de incidencia como lo reportaron
Narvaez-Barragan et al., (2020).

Se evaluaron las hojas de 92 plantas de A. thaliana (16 plantas de Col-0, 39
OX-RAC7.1y 37 OX-RAC7.2) a las 48 h después de la infeccion. Se observé que
las hojas de Col-0 no presentaron lesién aparente durante ese periodo de tiempo,
mientras que las hojas de las lineas insercionales OX-RAC7 presentaron
maceracion del tejido.

Los analisis estadisticos indicaron que en el lapso de 48 h existe

susceptibilidad a P. brasiliense en las lineas insercionales OX-RAC7 mientras que
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en plantas de Col-0 no (Figura 4). Esto podria indicarnos que la sobreexpresion de

RACY7 también podria incrementar la susceptibilidad frente a este patdgeno.
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Figura 4. Porcentaje de incidencia en plantas de A. thaliana infectadas con P. brasiliense.
Las barras representan el promedio del porcentaje de incidencia de infeccién causado por P.
brasiliense en hojas de A. thaliana y las barras de error muestran la desviacion estandar. Los
asteriscos sobre las barras de error indican la diferencia significativa que existe entre RAC7 con

respecto a la wild type (Col-0). Los resultados fueron obtenidos mediante la prueba estadistica
ANOVA, con un nivel de significancia de 0.05 y un valor de p< 0.05.

P. brasiliense cuenta con enzimas que ayudan a degradar la pared celular del
hospedero tales como pectinasas, celulasas y proteasas, una vez que la planta
detecta la maceracion de los tejidos activa sus mecanismos de defensa como la
sintesis de jasmonato y etileno. Por otro lado, P. brasiliense libera efectores como
HrpN y PehA para contrarrestar la produccion de jasmonato y etileno lo que hace
gue la planta active otros mecanismos de defensa tanto a nivel local y basal

(Djami-Tchatchou et al., 2017). Como anteriormente menciond Garcia-Soto et al.,
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(2024) las plantas OX-RAC7 son deficientes en la biosintesis de jasmonatos y
acido salicilico. Se ha reportado que el acido salicilico (AS), el &cido jasmonico
(AJ) y el etileno son reguladores de crecimiento vegetal y que también participan
en la respuesta de defensa de la planta contra patégenos. Se ha comprobado que
el AS se requiere para la resistencia de patdgenos biotrofos y hemibiotrofos
mientras que el AJ y etileno participan en la resistencia de patdgenos necrotréfos
e insectos. Por lo que la sefalizacién tanto del AS y el AJ son esenciales no solo
para la activacion de defensa de la planta sino también para una defensa
prolongada (Laredo et al., 2017). Por lo que los resultados obtenidos nos indican
la posibilidad de que la deficiencia de estas hormonas sean la causa de la
susceptibilidad de las lineas insercionales a todos los patdgenos que aqui se

evaluaron.

7.4 Seguimiento de la localizacion subcelular de RAC7
7.4.1 Amplificacion de VENUS y RAC7

Para realizar la fusion traduccional de VENUS:RAC7 y determinar su
localizacion subcelular frente Botrytis cinerea, se generaron dos construcciones
TurbolD:VENUS y TurbolD:VENUS:RAC7, partiendo de la secuencia codificante
de VENUS. La amplificacién de VENUS se realiz6 con dos diferentes pares de
oligonucleétidos para generar dos versiones: 1) VENUS que se utiliz6 para
ensamblarse Uunicamente al plasmido pLYY137-pUb-TurbolD-msc3 y que se utilizd
como control y 2) VENUS que se utilizé6 para ensamblarse en su extremo 5  al
pldsmido pLYY137-pUb-TurbolD-msc3 y a RAC7 en su extremo 3°, La

amplificacion de VENUS por gradiente de temperatura demostré que los primers
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tiene una mayor eficiencia en temperaturas de 70°C y 72°C, ya que en el gel de
electroforesis se observan bandas con mayor intensidad en el carril 6 y 7, que
corresponden al tamafio de VENUS de ~800 pb, por lo que se utiliz6 la

temperatura de 72°C para las subsecuentes amplificaciones de VENUS (Figura 5).
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Figura 5. Amplificacion de VENUS con PCR por gradiente de temperaturas (62°C -72°C). En el
carril 1 se observa el marcador de peso molecular Gene ruler 1KB plus, los carriles 2-7 se observé
la amplificacién de VENUS a la altura de 800 pb en los carriles 6 (70°C) y 7 (72°C) que se
encuentran sefialados por flechas blancas. Se utiliz6 la temperatura de 72 °C.

En las amplificaciones de VENUS para su clonaciéon se observo el tamafio de
banda esperado de 800pb (Figura 6). Por otro lado, se amplific6 RAC7 el cual se
utilizé para el ensamble de la construccion TurbolD:VENUS:RAC?7, la amplificacion
se corrobord con el gel de electroforesis en el que se observé el tamafio de banda

esperado de 630 pb (Figura 7).
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Figura 6. Amplificacién de VENUS para la construccion de los plasmidos TurbolD:VENUS y
TurbolD:VENUS:RACY?. a) Amplificacion de VENUS que se utilizé para realizar la construccion del
plasmido control TurbolD:VENUS y la b) amplificacibn de VENUS que se utiliz6 para la
construccion del plasmido TurbolD:VENUS:RACY. En el carril 1 se observa el marcador de peso
molecular Gene ruler 1KB plus. En los siguientes carriles de ambas imagenes se encuentran
sefialado por flechas blancas el tamafio de banda esperado de ~800pb que corresponden al
tamafio de VENUS.

Figura 7. Amplificacién de RACY7. En el carril uno se observa el marcador de peso molecular
Gene ruler 1KB plus, en el carril 2 el control negativo y en los carriles 3 y 4 la amplificacién de
Venus que se utilizé para la construccion del plasmido TurbolD:VENUS:RAC7 marcadas por

flechas blancas indicando el tamafio de banda esperado de ~630pb.
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7.4.2 Purificaciéon del producto de PCR

Se purificaron los productos de VENUS (las dos versiones) y de RAC7 con
membrana para dialisis. La concentracion de ADN purificado se midié en el
nanodrop y se obtuvo que para la version de VENUS que se utilizo para generar la
construccién control TurbolD:VENUS la concentracién fue de 146.95 ng/pl. Para la
version de VENUS que se utilizé para la construccion TurbolD:VENUS:RAC7 se

obtuvo 176.70 ng/ul y una concentracion de 190 ng/p para RAC7 (Tabla 10).

7.4.3 Digestion de plasmidos

Se realizé y verifico la digestion del plasmido pLYY137-pUb-TurbolD-msc3 por
medio del tamafo del fragmento en gel de electroforesis y se obtuvo el tamafio de
banda esperado de ~11,000 pb. (Figura 8). El plasmido digerido fue empleado
para ensamblar los productos de PCR purificados y obtener las construcciones

deseadas.
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Figura 8. Gel de electroforesis de la digestién del plasmido pLYY137-pUb-TurbolD-msc3 con
la enzima Smal. En el carril 1 se observa el marcador de peso molecular Gene ruler 1KB plus, el
carril 2 el pldsmido digerido y en el carril 4 marcado por una flecha blanca el pldsmido sin digerir.
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7.4.4 Ensamble Gibson y transformacién de E. coli DH5a

Con el método de ensamble de Gibson se crearon dos plasmidos diferentes:
1) pLYY137-pUb-TurbolD:VENUS que utilizamos como control, y 2)pLYY137-pUb
TurbolD:VENUS:RACY. Los plasmidos se utilizaron para transformar bacterias E.
coli DH5a. Estas bacterias crecieron en placas con medio LB y kanamicina a una
concentracion de 50 pg/ml. Las colonias que crecieron fueron seleccionadas al
azar y se corroboré su transformacion por PCR de colonias.

Para las bacterias E. coli DH5a transformadas con el plasmido
TurbolD:VENUS se seleccionaron 5 colonias, de las cuales solo las colonias 1,3 y
5 mostraron el tamafio de banda esperado de ~700pb pb correspondiente al

tamafno de VENUS (Figura 9).

Figura 9. Corroboracién de colonias transformadas de bacterias E. coli DH5a con el plasmido
TurbolID:VENUS mediante la amplificacion de VENUS. En el carril 1 se observa el marcador de peso
molecular Gene ruler 1KB plus, en el carril 2 el control ~egativo, en i 3 el plasmido sin digerir y en los
carriles del 5-9 se encuentran las diferentes colonias (1-5) que crecieron y se seleccionaron de las placas con
medio LB y kanamicina. Sefalado por una flecha blanca se observa que en las colonias 1,3 y 4 amplifico el
tamafio de banda esperado de ~ 700 pb.
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La PCR de colonias para la comprobacion de bacterias E. coli DH5a
transformadas con el plasmido TurbolD:VENUS:RAC? se realizé amplificando un
fragmento de RAC7 (~300pb). El gel de electroforesis mostré que las colonias 3 y

5 fueron transformadas (Figura 10).

Figura 10. Corroboracién de colonias transformadas de bacterias E. coli DH5a con el plasmido
TurbolID:VENUS:RAC7 mediante la amplificacién de RAC7. En el carril 1 se observa el marcador de peso
molecular Gene ruler 1KB plus, en el 2 el control negativo y en los carriles del 3-12 se encuentran las
diferentes colonias (1-10) que crecieron y se seleccionaron. Se observa sefialado por flechas blancas que en
las colonias 3 y 5 amplifico el tamafio de banda esperado de ~ 300pb.

7.4.5 Purificacion de plasmido

Se purificé el plasmido TurbolD:VENUS de las 3 colonias transformadas de
bacterias E. coli DH5a que se corroboraron por PCR de colonias. Para cada una
de ellas se cuantificé la concentracion de ADN (Anexo 4).

También se realiz6 la purificacion de los plasmidos de las 2 colonias de E. coli
DH5a transformadas con el plasmido TurbolD:VENUS:RAC7 que se corroboraron
por PCR de colonias. Se cuantifico la concentracién de ADN en el nanodrop para
corroborar la correcta puficacién (Anexo 5).
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7.4.6 Transformacién de A. tumefaciens

Para confirmar la transformacion de las colonias de A. tumefaciens GV3101
transformadas con el plasmido TurbolD:VENUS se realiz6 la amplificacion de
VENUS la cual se observo en el gel de electroforesis con el tamafio de banda

esperado de ~700pb (Figura 11).

20000

Figura 11. Comprobacién de la colonia 3 de bacterias A. tumefaciens GV3101 transformadas
con el plasmido TurbolD:VENUS. En el carril 1 se observa el marcador de peso molecular Gene
ruler 1KB plus, en el carril 2 el control negativo y en el carril 3 sefialado por una flecha blanca el
tamafio de banda esperado de ~700 pb que corresponden a un fragmento de VENUS.

La comprobacion de A. tumefaciens GV3101 con el plasmido
TurbolD:VENUS:RACY7 se realiz6 amplificando un fragmento de RAC7, el cual se
observo en el gel de electroforesis con un tamafio de banda de ~300pb (Figura

12).
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Figura 12. Comprobacion de la colonia 3 de bacterias A. tumefaciens GV3101 transformadas
con el plasmido TurbolD:VENUS:RACY. En el carril 1 se observa el marcador de peso molecular
Gene ruler 1KB plus, en el carril 2 el control negativo y en los carriles 3-12 las colonias crecidas
después de la transformacién. Marcado por flechas blancas se observan las colonias 3 y 5 con el
tamafio de banda esperado de ~300pb de la amplificacion de un fragmento de RAC7.

7.4.7. Transformacion de hojas de N. benthamiana por
agroinfiltracion

Con el objetivo de evaluar la localizacion subcelular de RAC7 en plantas de N.
benthamiana. Las hojas de tabaco transformadas con las construcciones
TurbolD:VENUS y TurbolD:VENUS:RAC7 fueron observadas al microscopio
confocal, donde se observo fluorescencia amarilla emitida por VENUS para ambas

construcciones (Figura 13).
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Figura 13. Fluorescencia emitida por la proteina VENUS YFP (del inglés Yellow Fluorescent
Protein) en hojas de tabaco (N. benthamiana). Marcado por flechas se observa en color amarillo
la presencia de fluorescencia generada por VENUS. De lado derecho (a) se observa las hojas de
tabaco transformadas con el plasmido TurbolD:VENUS y de lado izquierdo (b) las hojas de tabaco
transformadas con el plasmido TurbolD:VENUS:RAC7. Las muestras se obtuvieron utilizando el
microscopio confocal Olympus FV1000 Upright.

En el caso de las hojas de tabaco transformadas con las construcciones
TurbolD:VENUS y TurbolD:VENUS:RACY7 e infectadas con el patdogeno B. cinerea
se obtuvo Unicamente la presencia de fluorescencia en el control

(TurbolD:VENUS), mientras que en las hojas transformadas con

TurbolD:VENUS:RAC7 hubo ausencia de florescencia (Figura 14).

43



Figura 14. Localizacion de RAC7 en células transformadas de tabaco (N. benthamiana) e
infectadas con B. cinerea. En la imagen de lado izquierdo ¢) marcado por una flecha se observa
la presencia de fluorescencia de VENUS situada en la membrana plasmatica de las células
transformadas con el plasmido control TurbolD:VENUS mientras, que en la imagen de la derecha
(d) correspondiente a células de tabaco transformadas con el plasmido TurbolD:VENUS:RAC7 no
se observa fluorescencia de VENUS. Las muestras se obtuvieron utilizando el microscopio confocal
Olympus FV1000 invertido con el objetivo 100x.

La pérdida de la fluorescencia en las hojas transformadas con la fusién
traduccional VENUS:RAC7 e infectadas con B. cinerea, sugiere una posible
inhibicién de la expresion de RAC7. De acuerdo con Garcia-Soto et al. (2024) y

datos de RNAseq (https://www.arabidopsis.org/) el transcrito de RAC7 disminuye

su expresion en presencia de B. cinerea. Dicho hongo, cuenta con efectores
dentro de los cuales también se incluyen a los micro ARN (miARN). Estos miARN
son capaces de translocarse a la célula vegetal y tener funciones como la
metilacion del ADN o interferencia del ARN causando el silenciamiento génico
transcripcional o postranscripcional. Esto les permite regular o reducir los niveles
de transcripcion de genes implicados en la defesa de la planta durante la

interaccién planta-patdogeno y asi evadir la respuesta de defensa de la planta
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hospedera (Weiberg et al., 2013; Qin et al.,, 2023). Hasta el momento no se
conoce si el transcrito de ATRAC7 es blanco de regulacion de algin miRNA de la
planta o del patégeno. Ademas, las ROP GTPasas son reguladas a nivel
postraduccional por modificaciones lipidicas que rigen su localizacién subcelular,
asi como por las proteinas GEF, GAP y GDI, que rigen su activacion,
desactivacion y tiempo de vida media (Berken y Wittinghofer, 2006; Feiguelman et
al., 2018). La pérdida de la fluorescencia ante la presencia del patdgeno sugiere
que alguno de los mecanismos de regulacion postraduccional pueden estar
actuando para degradar o inactivar a RAC7 y poder inducir la respuesta de

defensa de la planta.

8. CONCLUSIONES

La sobreexpresion de RAC7 en plantas de A. thaliana provocé mayor
susceptibilidad a los fitopatdgenos B. cinerea, P. syringae y P. brasiliense, lo cual
indica que RAC7 actia como regulador negativo en la respuesta de defensa
inmune de la planta frente a estos patdégenos.

Las plantas transformadas de N. benthamiana con la construccion
TurbolD:VENUS:RAC7 tuvieron una aparente inhibicion de RAC7 ante la
presencia del patégeno, aunque se desconocen los mecanismos por los cuales
esté ocurriendo la inhibicion, y si esta ocurriendo por parte del hospedero o del

patégeno.
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9. PERSPECTIVAS
e Explorar si las vias de defensa dependientes de las OX-RAC7 se ven
afectadas antes de la infeccidén con los patégenos B. cinerea, P. syringae y
P. brasiliense.
e Examinar posibles afectaciones en estructuras importantes (pared celular y

citoesqueleto) que facilitan la entrada de patdégenos en las OX-RAC7.
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ANEXOS
1. LINEAS SOBREEXPRESANTES DE ATRAC7/ROP9
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