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RESUMEN

Las plantas como organismos sésiles estan expuestas a factores abioticos y bidticos que les
causan estres. Pseudomonas aeruginosa PAOL es un patégeno oportunista para humanos y
plantas. La exposicion directa de Arabidopsis thaliana a la cepa P. aeruginosa PAOL1 causa
la muerte de las plantas al producir una amplia gama de factores de virulencia, que estan
regulados principalmente por sistemas de deteccion de quérum. P. aeruginosa PAOL
produce los ciclodipéptidos (PAO1-CDPs), ciclo(L-Pro-L-Phe), ciclo(L-Pro-L-Tyr), ciclo(L-
Pro-L-Val) y ciclo(L-Pro-L-Leu). Los PAO1-CDPs tienen actividad similar a las auxinas en
las plantas, actuando como moléculas promotoras de crecimiento vegetal a través de la
activacion de la via Diana de la Rapamicina (AtTOR). Por otro lado, los mecanismos de
defensa de las plantas se regulan a través de la produccién de fitohormonas como el acido
salicilico (SA) y el acido jasmoénico (JA), que son inducidos por patdgenos de plantas
mediante el censado de patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPS), activando
genes de defensa como PR-1, asociado a SA, y LOX2, asociado a JA. La sinergia entre JA 'y
SA se presenta en la respuesta sistémica adquirida (SAR), mientras que su antagonismo
ocurre en la respuesta sistémica inducida (ISR). Los mecanismos de defensa implican la
participacion de cascadas de sefializacién, como las de proteinas cinasas activadas por
mitdgenos (MAPK) o la via TOR, que controlan un interruptor que dirige la energia hacia la
defensa o el crecimiento. Con base en lo anterior, este trabajo se encamino a describir la
participacién de las proteinas AtTOR y MPK3/MPKG6 en la respuesta de defensa de A.
thaliana ante la patogenicidad de P. aeruginosa PAOL, permitiendo identificar que estas
cinasas estan implicadas en la respuesta inmune de A. thaliana, a través de la desactivacién
AtTORy la activacion de MPK3/MPKS®, para activar la respuesta sistémica adquirida (SAR).
Por su parte, los PAO1-CDPs activan la respuesta sistémica inducida (ISR), activando a
LOX2, asociado a JA, y desactivando a PR-1, asociado a SA. Estas observaciones sugieren
que los PAO1-CDPs pueden ser considerados como elicitores de la respuesta inmune de las

plantas.

Palabras clave: Proteinas cinasas, interaccion planta-patogeno, Fitohormonas,

Ciclodipéptidos, Elicitores.



ABSTRACT

Plants, as sessile organisms are exposed to abiotic and biotic factors that cause stress.
Pseudomonas aeruginosa PAOL is an opportunistic pathogen for humans and plants. Direct
exposure of Arabidopsis thaliana to the P. aeruginosa PAOL strain causes plant death by
producing a wide range of virulence factors, mainly regulated by quorum detection systems.
P. aeruginosa PAO1 produces the cyclodipeptides (PAO1-CDPs), cyclo(L-Pro-L-Phe),
cyclo(L-Pro-L-Tyr), cyclo(L-Pro-L-Val), and cyclo(L-Pro-L-Leu). PAO1-CDPs have auxin-
like activity in plants as plant growth-promoting molecules through activating the Target of
Rapamycin Pathway (AtTOR). On the other hand, the defense mechanisms of plants are
regulated through the production of phytohormones such as salicylic acid (SA) and jasmonic
acid (JA) that are induced by plant pathogens through the perception of pathogen-associated
molecular patterns (PAMPs), activating defense genes such as PR-1 associated with SA and
LOX2 associated with JA. The synergy between JA and SA occurs in the systemic acquired
response (SAR), while its antagonism occurs in the induced systemic response (ISR).
Defense mechanisms involve signaling cascades such as mitogen-activated protein kinases
(MAPK) or the TOR pathway as a switch that re-directs energy toward defense or growth.
For all the above, this work was aimed at describing the participation of AtTOR and
MPK3/MPKG6 in the defense response of A. thaliana to the pathogenicity P. aeruginosa
PAQ1, identifying that the proteins kinases AtTOR and MPK3/MPK®6 are involved in the
immune response of A. thaliana, where AtTOR is deactivated. At the same time,
MPK3/MPKG6 are activated, activating SAR, while the PAO1-CDPs activate SIR, triggering
LOX2 expression associated with JA and deactivating PR-1 expression associated with SA.

All this suggests that PAO1-CDPs can be considered elicitors of plant immune responses.

Keywords: Protein kinase, plant-pathogen, Phytohormones, Cyclodipeptides, Elicitors.



1. INTRODUCCION.

1.1 El estrés vegetal y las respuestas de defensa en plantas.

Las plantas son organismos sésiles que estan expuestos a diferentes estimulos externos
que pueden ser de tipo abidtico y biotico, los cuales les producen estrés y, por consiguiente,
comprometen su desarrollo, disminuyendo la produccion de cultivos de interés como el maiz,
el arroz o el trigo, causando pérdidas importantes a la economia global (Etesami & Jeong,
2018). El estrés puede definirse como una condicién adversa para el crecimiento y desarrollo
de las plantas, causada por factores ambientales o biologicos, o ambos(Ahmad et al., 2019).
Cuando las plantas activan adecuadamente su sistema de defensa para responder
eficientemente a estimulos patogénicos se considera una respuesta clave para la
supervivencia (McMillan etal., 2021). El sistema de defensa en plantas comprende
mecanismos altamente intrincados que activan redes de vias de sefializacion para responder
especificamente a las amenazas letales causadas por organismos patdgenos, desencadenando,
entre otros, la respuesta hipersensible (HR, por sus siglas en inglés) y la muerte celular
programada(Macho & Zipfel, 2014; Ramirez-Prado et al., 2018).

Los microorganismos patdgenos pueden ser bacterias, virus, u oomicetos. Los
microorganismos pueden clasificarse en biotrofos, necrotrofos y hemibiotrofos; los
hemibidtrofos son organismos que establecen una relacion de alimentacion a largo plazo con
su huésped, derivando nutrientes de las células vivas; mientras que los necrotrofos matan a
las células huésped secretando toxinas o enzimas y luego se alimentan de los restos. Muchos
patdgenos, sin embargo, pueden comportarse como bidtrofos y necrotrofos dependiendo de
la etapa de su ciclo de vida, y por lo tanto se denominan hemibiétrofos (De Vleesschauwer
et al., 2016; Pieterse et al., 2009).

Dentro de las plantas, numerosas vias y redes de transduccion de sefiales interactdan en
respuesta a un estimulo bidtico o abiotico dado. Estas respuestas estan entrelazadas con
interacciones de numerosas hormonas vegetales, calcio y diferentes especies reactivas de

oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), asi como con una gran cantidad de receptores,



cinasas, fosfatasas y otras proteinas reguladoras, compuestos y moléculas pequerias (Figura
1) (Peck & Mittler, 2020; A. K. Singh & Chamovitz, 2019; Williams et al., 2019). Cada
mecanismo o red de sefalizacion podria estar influenciado por diferentes condiciones
bioticas o abidticas, que alteraran su resultado general y afectaran la aclimatacion a diferentes
condiciones. En las plantas se activan redes de sefializacion, que se producen bajo diversas
condiciones, o estimulos, que desencadenan y coordinan redes reguladoras y mecanismos
epigéneticos, transcripcionales y posttranscripcionales, necesarios para su supervivencia. Las
diferentes sefiales son producidas en diferentes compartimentos celulares, pero su integracion
requiere complejos unidos a membranas que comprenden muchas proteinas diferentes
(Figura 1) (Nimma et al., 2017; Peck & Mittler, 2020; A. K. Singh & Chamovitz, 2019).

Existen maltiples factores que pueden afectar a las plantas y activar sus diversas vias de
transduccion de sefiales. El resultado de la activacién de casi cualquier via de sefializacion
necesita integrar muchos factores para generar una respuesta relevante para la supervivencia
de la planta. La interacciéon entre diferentes complejos de sefializacion, que integran la
entrada de multiples factores en diferentes compartimentos subcelulares (citosol,
citoesqueleto, pared celular, membrana plasmatica, nucleo, reticulo endoplasmico (ER),
mitocondria y cloroplasto) de la célula, se propone para orquestar la integracion de multiples
sefiales e impactar la expresion génica durante la activacion de cualquier via de transduccion
de sefiales dada. Algunos de estos complejos pueden interactuar fisicamente para formar
super complejos que integran maltiples sefiales (Figura 1), lo cual da como resultado la
activacion de factores de transcripcion (TF, por sus siglas en inglés) para la activacion de
genes, donde se encuentran procesos como la transcripcion, la epigénetica y eventos pos
transcripcionales, produccion de especies reactivas de oxigeno, activacion de la respuesta

hipersensible o desencadenar la muerte celular programada (Peck & Mittler, 2020).

Las plantas detectan patrones moleculares asociados a patogenos o microbios (PAMPS o
MAMPs, por sus siglas en inglés), los cuales son moléculas presentes en la superficie del
organismo invasor, que pueden ser reconocidos por receptores anclados a la membrana

plasmatica, designados como receptores de reconocimiento PAMP (PRR, por sus siglas en



inglés), para activar la primera capa de defensa de las plantas (inmunidad desencadenada por
PAMP) (Figura 1) (Baltrus et al., 2012; Ichinose et al., 2013).

A Abiotic stress

Biotic stress \
Environment \-“

Light, water, temp, —_—

mutrients...

Microbiome

Root, module, leaf..
Development
Clock, reproduc thee,
vegelative, Senesoemoe. ..

Ecosystem
Orther plants commuanity,
othaer organ isms...

Integrate —fp Response

Integrated output

Figura 1. Sefalizacion de la respuesta de defensa en plantas

Integracion de las vias de transduccién de sefiales en plantas (Tomada de (Peck & Mittler, 2020)). (A) Los
multiples factores propuestos para afectar casi todas las vias de transduccion de sefiales en las plantas. El
resultado de casi cualquier via de sefializacion necesita integrar muchos de estos factores para generar una
respuesta relevante para el contexto que contribuird a la supervivencia, el crecimiento y la reproduccion exitosos
de la planta. (B) Se propone la interaccion entre diferentes complejos de sefializacion que integran entradas de
multiples factores (p. €j., entradas A, B y C) en diferentes compartimentos subcelulares para orquestar la
integracién de maltiples sefiales e impactar la expresién génica durante la activacion de cualquier sefial dada la
via de transduccién. Algunos de estos complejos pueden interactuar fisicamente para formar supercomplejos
gue integran maltiples sefiales. Abreviaturas utilizadas: ER, reticulo endoplasmico; ROS, especies reactivas de
oxigeno; TF, factor de transcripcién.

1.1.1 Estrés abiotico.

Existen multiples factores que modulan las vias de transduccién de sefiales en las
plantas, como el estrés abidtico, donde se incluyen a factores ambientales como la luz, el
estrés hidrico, la disponibilidad de nutrientes y cambios de temperatura; factores del
desarrollo, como el tiempo, la senescencia y la reproduccion (Peck & Mittler, 2020). Bajo

condiciones naturales, las plantas pueden ser afectadas al mismo tiempo por dos tipos de
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estrés abiotico, como la salinidad y sequia, o el calor y disponibilidad de nutrientes, lo cual
afecta la produccion mundial de cultivos de interés. Estos estreses abidticos concurrentes son
mas destructivos para las plantas, pues alteran su metabolismo y reducen su rendimiento adn
mas que si ocurrieran por separado en diferentes etapas de crecimiento (Peters et al., 2014).
Las plantas actlan en respuesta a estreses concurrentes al inducir la expresion de un conjunto
diverso de genes cuyos productos, como los metabolitos secundarios fendlicos, desempefian
un papel critico en el alivio de una amplia gama de estreses (Naikoo et al., 2019). Las plantas
alteran sus respuestas a factores de estrés concurrentes y, junto con otras respuestas generales,

revelan numerosas respuestas distintivas (Ahmad et al., 2019).

1.1.2 Estrés de tipo bidtico.

El estrés bidtico, es importante debido a que existen diferentes organismos que
pueden causar dafio a las plantas, un factor del estrés bidtico es el microbioma de la raiz,
nodulos y hojas; el ecosistema en si, en el que se catalogan a mamiferos, insectos, otras
plantas y microorganismos como bacterias, hongos, oomicetos y virus, es otro factor
estresante (Peck & Mittler, 2020).

El estrés bidtico ejerce una gran presion sobre la productividad de las plantas
(Mordecai, 2011). Un caso comun de estrés bidtico combinado, son los ataques simultdneos
de patdgenos bacterianos y fangicos. Las plantas pueden estar gravemente dafiadas por
infecciones fungicas, bacterianas y virales concurrentes, que conducen a sintomas de
enfermedad mas graves que las infecciones separadas con cada uno de estos patdgenos
(Ahmad et al., 2019). Por ejemplo, los ataques combinados de la bacteria Xanthomonas
arboricola y patégenos fungicos como Fusarium spp., Alternaria spp., Cladosporium spp.,
Colletotrichum spp. o Phomopsis spp., causan necrosis apical marrén en Juglans regia
(Belisario etal., 2002). Los dafios causados tanto por el estrés bidtico y abidtico a los
cultivos, se prevé que podrian aumentar en el futuro cercano, incluso debido al cambio
climatico global, asi como que los costos asociados a los dafios causados por estrés, son
potencialmente enormes, pues tienen un gran impacto en la agricultura, la biodiversidad y el
ambiente (Acquaah, 2009; Ahmad et al., 2019).
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Las plantas han desarrollado un sistema inmune innato de dos capas para detectar y
hacer frente a diversos ataques bidticos(Jones & Dangl, 2006; Zhou & Zhang, 2020). La
primera capa del sistema inmune se activa al reconocer los patrones moleculares asociados a
patogenos (PAMP) o los patrones moleculares asociados al dafio (DAMP, por sus siglas en
inglés), a través de PRR localizados en la superficie celular, lo que lleva a la inmunidad
asociada a patrones (PTI por sus siglas en ingles); (Jones & Dangl, 2006). Asi, PTI juega un
papel prominente en la reduccion de la invasion de patdégenos (Melotto et al., 2006; Zipfel
et al., 2004) y el mantenimiento de la homeostasis de la microbiota foliar endéfita en la hoja
de la planta (Chen et al., 2020).

Para facilitar la invasion y la proliferacion, muchos patégenos, incluidas bacterias,
hongos, oomicetos y nematodos, entregan moléculas asociadas a la virulencia, como
efectores secretados a través del sistema de secrecidn bacteriana tipo 111 (T3SS por sus siglas
en inglés), en las células vegetales o el apoplasto para suprimir la inmunidad del huésped
(Rocafort et al., 2020; Xin et al., 2018). Para combatir la virulencia de los patégenos, las
plantas activan una segunda sefializacion inmune generalmente mas fuerte, conocida como
inmunidad asociada a efectores (ETI por sus siglas en ingles), tras el reconocimiento directo
o indirecto de efectores por parte de los receptores tipo NOD (NLR) (Jones & Dangl, 2006).
Jones y Dangl en el 2006, propusieron un influyente modelo en “zigzag" para describir los
resultados fisioldgicos del sistema inmune de las plantas de dos capas en respuesta a

diferentes patogenos (Jones & Dangl, 2006).

Cabe destacar que PTI y ETI implican la activacion de dos clases distintas de
receptores (PRR y NLR, respectivamente) y diferentes pasos en la sefializacion temprana
(Couto & Zipfel, 2016; Jones et al., 2016). Sin embargo, conducen a una serie de salidas
descendentes superpuestas, como las cascadas de proteinas cinasas activadas por mitdgenos
(MAPK por sus siglas en inglés), el flujo de calcio, el estallido ROS, la reprogramacion
transcripcional y la sefializacién de fitohormonas (Peng et al., 2018; Tsuda & Katagiri, 2010),
lo que sugiere puntos convergentes e interseccionales de estas dos cascadas de sefializacion.
Los ultimos afios fueron testigos de un progreso significativo en la comprension de cémo

PTly ETI se entrecruzan para garantizar una inmunidad robusta (Yuan et al., 2021).
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1.1.3 Inmunidad asociada a patrones moleculares asociados a patéogenos (PTI).

El sistema inmune de las plantas comprende multiples capas, una de ellas es la
inmunidad desencadenada por patrones activada por PAMPs. La PTI es suficiente para
suprimir el desarrollo de la enfermedad al impedir la colonizacion de patdgenos. Sin
embargo, algunos patdégenos pueden alterar la PTI (Jones & Dangl, 2006; Nguyen et al.,
2021; Seyfferth & Tsuda, 2014). Tras el reconocimiento de PAMP, se generan ROS, la
afluencia intracelular de calcio y se produce una activacion transitoria de MAPKs vy la
produccién de acido salicilico (SA por sus siglas en inglés) (Figura 2) (Seyfferth & Tsuda,
2014; Tsuda & Katagiri, 2010).

El primer nivel del sistema inmune de la planta corresponde a la percepcion del
patdgeno a través del reconocimiento de PAMP conservados, por PRR. Como los PAMPs a
menudo también se derivan de no patdgenos, se denominan preferentemente patrones
moleculares asociados a microbios (Ausubel, 2005). El reconocimiento de MAMPS por parte
de la planta, induce la inmunidad desencadenada por PAMP o la inmunidad desencadenada
por patdgenos o la inmunidad desencadenada por patrones o la inmunidad desencadenada
por MAMP, un conjunto complejo de respuestas destinadas a resistir un ataque de patdgenos.
La planta también es capaz de detectar DAMP, que son productos de degradacion de las
plantas resultantes de la accién de patdgenos invasores, o péptidos enddgenos,
constitutivamente presentes o recién sintetizados, que son liberados por las plantas después
de los ataques de patdgenos (Figura 2) (Boller Felix, 2009) El reconocimiento de DAMPs
también desencadena respuestas inmunes similares a la respuesta PTI (Yamaguchi &
Huffaker, 2011)

La percepcion de patdgenos también puede ocurrir a través del reconocimiento de
efectores de patdgenos, que son moléculas sintetizadas por los patdgenos y entregadas en la
matriz extracelular o en la célula vegetal para mejorar la aptitud del patdgeno, por ejemplo,
contrarrestando la induccién de PTI. Las plantas que no son capaces de detectar estos
efectores son susceptibles a un patdgeno, lo que resulta en una susceptibilidad desencadenada

por el efector, mientras que las plantas que pueden reconocer los efectores a traves de
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proteinas de resistencia a enfermedades (proteinas R) pueden implementar una respuesta
inmune llamada inmunidad desencadenada por el efector (Figura 2). La coevolucion de
patdgenos y plantas, en particular su repertorio de efectores y proteinas R condujo al Ilamado

modelo en zigzag (Bigeard et al., 2015; Jones & Dangl, 2006).

Después de la deteccion de patdgenos, las plantas son capaces de inducir una serie de
mecanismos de defensa, incluido el cierre estomatico, para limitar la entrada de bacterias
(Melotto et al., 2008; Sawinski et al., 2013), la restriccion de la transferencia de nutrientes
del citosol al apoplasto, para limitar la multiplicacion bacteriana (Chen et al., 2010; Wang
etal.,, 2012), la produccion y secrecion de compuestos antimicrobianos, incluidas las
fitoalexinas, como la camalexina, y proteinas/péptidos relacionados con la defensa, como
PR-1 (Ahujaet al., 2012; Bednarek, 2012; Cowan, 1999), la generacion de especies reactivas
de oxigeno, que tienen efectos toxicos sobre los patdgenos (O’Brien et al., 2012), y una
muerte celular programada (PCD por sus siglas en inglés), conocida como respuesta
hipersensible, en el sitio de la infeccion, para limitar la progresion del patégeno (Figura 2)
(Mur et al., 2008).

La sefializacion PTI se activa tras el reconocimiento directo de PAMPs o DAMPs por
PRRs, que hasta ahora incluyen dos tipos de proteinas de superficie celular, cinasas similares
a receptores (RRLK por sus siglas en inglés) y proteinas similares a receptores (Figura 2)
(RLPs por sus siglas en inglés) (Boutrot & Zipfel, 2017). La porcién extracelular de estas
proteinas a menudo contiene repeticiones ricas en leucina (LRR por sus siglas en inglés) (por
ejemplo, FLS2, EFR, PEPR y RLP23), LysM (por ejemplo, LYK4/5) o dominio S-lectina
(por ejemplo, LORE) (Couto & Zipfel, 2016), que perciben ligandos derivados de microbios
o plantas. Los RLK contienen un dominio de cinasa intracelular, mientras que los LRP
carecen de un dominio de cinasa, tienen una cola intracelular corta o nula y, por lo general,
son complejos con la proteina adaptadora SOBIR1, para el reconocimiento de ligandos (
Albert et al., 2015; Liebrand et al., 2013; Zhang et al., 2013). Tras la unién de ligandos, los
receptores RLK o RLP-SOBIR1 reclutan correceptores como BAK1 o CERKZ1, para formar
un complejo de receptores, en el que se produce la transfosforilacion (Figura 2) (Albert et al.,

2015; Chinchilla et al., 2007; Sun et al., 2013). EI complejo de receptores heteromericos
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activado fosforila a cinasas citoplasmaticas similares a los receptores (RLCK) (Liang &
Zhou, 2018; D. Lu et al., 2010), que posteriormente activan una variedad de proteinas de
sustrato, lo que lleva a diversos resultados fisiologicos que incluyen la produccion de ROS,
el cierre estomatico, la activacion de MAPK y la produccion de hormonas de defensa (Figura
2) (Yuan et al., 2021).
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Figura 2. Entrecruzamiento entre PTI y ETL.

Distintos mecanismos de activacion y eventos de sefializacion temprana en PTI versus ETI. Tomado de Yuan
et al., 2021) a) La sefializacion PRR y NLR co- regula las respuestas inmunes y converge en multiples puntos.
Tras el reconocimiento de PAMPs/DAMPSs, los PRR localizados en la superficie celular reclutan co-receptores
para formar complejos de receptores y activar RLCKs aguas abajo, que posteriormente fosforilan componentes
aguas abajo (por ejemplo, RBOHD, CNGCs/OSCAL.3, MAPKKKs, WRKYS), para desencadenar la explosion
de ROS, la afluencia de Ca2+, la activacion de MAPK, la produccion de fitohormonas y la reprogramacion
transcripcional. Los NLR forman resistosomas tras la activacion, que eventualmente conducen a respuestas
inmunes superpuestas, pero con diferentes dinamicas (b) y generalmente amplitudes mas fuertes en
comparacion con PTI. Varios estudios mostraron que componentes como RBOHD, RLCKs, CPKs y cascadas
de MAPK contribuyen y estan regulados tanto por PTI como por ETI. También se indican puntos de
convergencia PTI-ETI adicionales. Es importante destacar que la resistencia y las respuestas de ETI dependen
de los componentes de lavia PTly ETI. Por lo tanto, las dos cascadas de sefializacién trabajan juntas de manera
colaborativa para garantizar una inmunidad efectiva. Las flechas solidas indican efectos directos y las flechas
discontinuas indican efectos indirectos. Los signos de interrogacién indican mecanismos desconocidos. (b)
Dinamica y amplitudes de las respuestas inmunes en diferentes condiciones (es decir, PT1 solo, ETI solo o PTI
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+ ETI). El eje x indica el tiempo después del tratamiento de elicitores o la inoculacion de patdégenos para activar
diferentes sefiales. «PTI» se refiere a las respuestas tras la aplicacion de PAMP solo (PTI) y «<ETI» se refiere a
las respuestas a la expresion condicional de efectores que provocan ETI en plantas transgénicas. «PTI + ETI»
se refiere a las respuestas a la aplicacién/expresion de efectores que provocan PAMP y ETI o a la inoculacion
de patégenos avirulentos en las plantas. La produccién de ROS en la activacion de ETl1y MAPK en ETl iniciada
por TNL requiere sefializacion PRR, mientras que la activacion de MAPK en ET]1 iniciada por CNL parece ser
independiente de PTI. Se desconoce si el flujo de calcio en la ETI se basa en la sefializacién PRR.

1.1.4 Inmunidad asociada a efectores.

Otra capa de la respuesta inmune de las plantas es la inmunidad desencadenada por
efectores, que estd asociada a una variedad de proteinas efectoras desplegadas por patégenos
(Jones & Dangl, 2006; Nguyen et al., 2021; Seyfferth & Tsuda, 2014). Cuando algunos
patdgenos alteran la capa de la PTI, las plantas también se han adaptado para reconocer sus
proteinas efectoras y desencadenar ETI (de Vleesschauwer et al., 2018). La ETI es mas
especifica y es activada por un efector del patdgeno y una proteina especifica de resistencia
vegetal (R) en genotipos resistentes (Figura 2).

Los patdgenos adaptados liberan efectores al interior de la célula vegetal que interfieren
con la sefalizacion de PTI, comprometiéndola lo suficiente para permitir la proliferacion del
patégeno (Jones & Dangl, 2006). Este estado comprometido por PTI se denomina
susceptibilidad desencadenada por un efector (ETS por sus siglas en inglés). Sin embargo,
las plantas han desarrollado otra forma de detectar el ataque de patdgenos al reconocer directa
o indirectamente, algunos efectores de patdgenos por proteinas de resistencia a cognados
(Figura 2) (Dodds & Rathjen, 2010; Jones et al., 2016). Por ejemplo, los efectores del
patdgeno bacteriano Gram-negativo Pseudomonas syringae, AvrRpt2 y AvrRpml, son
reconocidos por las proteinas R de Arabidopsis RPS2 y RPM1, respectivamente (Bent et al.,
1994; Grant et al., 1995). Este reconocimiento por las proteinas R desencadena eventos de
sefializacion para ETI. En general, la ETI se asocia con fuertes respuestas inmunes, que
generalmente incluyen la muerte celular programada de las células vegetales en el sitio de la
infeccion, lo que se denomina respuesta hipersensible (Coll et al., 2011; Mur et al., 2008). Es
probable que lo malo de que se active ETI, es que conlleva un alto costo fisico y energético

para la planta (Hatsugai et al., 2017).
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La sefializacion de ET]I se inicia tras el reconocimiento directo o indirecto de los efectores
de patogenos por NLRs (Figura 3) y la activacion de ETI da como resultado una mayor
resistencia y respuesta hipersensible (HR) (Cui et al., 2015). La mayoria de los NLRs en
plantas contienen tres dominios, un dominio variable N-terminal, un dominio de union de
nucleétidos medios y un dominio LRR C-terminal (Jones et al., 2016). Los NLRs se pueden
clasificar en tres grupos principales en funcion del dominio N-terminal: los NLRs de tipo
bobina (CC) (CNL), los receptores NLRs tipo Toll/interleucina-1 (TIR) de tipo
receptor/proteina de resistencia (TNLs) y los NLRs con dominio 8 de resistencia tipo oido
(RPWS8) (Jones et al., 2016; Jubic et al., 2019), los cuales pueden funcionar como "sensores”

0 "ayudantes" durante el reconocimiento (Jubic et al., 2019).

En comparacion con un gran cuerpo de conocimiento en la sefializacion temprana de PTI,
la forma en que la activacion de NLR conduce a varios eventos posteriores de ETI sigue
siendo en gran medida dificil de alcanzar. Curiosamente, multiples proteinas RLCK como
PBS1, PBL2 y ED1/ ZRK, actuan como "sefiuelos™ o "adaptadores" en los complejos NLR
para iniciar ETI (Bastedo et al., 2019; Shao et al., 2003; Zhang et al., 2010), donde BIK1
media la produccion de ROS asociadas a ETI en Arabidopsis (Figura 2) (Yuan et al., 2021).

1.1.5 Regulacion de PTI por ETI.

A pesar de los distintos ligandos percibidos y los modos de activacién en PTIy ETI,
la creciente evidencia sugiere que las dos ramas de sefalizacion estan funcionalmente
vinculadas. Por ejemplo, los co-receptores PTI BAK1 y BKK1 en Arabidopsis son necesarios
para la restriccion de patdgenos asociada a ETI, mediada por TNLs RPP2 y RPP4 contra las
razas Hyaloperonospora arabidopsis (Hpa) Emoy2 y Cala2 (Roux et al., 2011). Se podria
argumentar que la restriccion asociada a ETI del crecimiento de patégenos medida en estos
estudios, en realidad representaba 'PTI + ETI', ya que los patdgenos avirulentos transportan
tanto PAMP como efectores. Para diseccionar claramente la relacion entre PTI y ETI, un
examen cuidadoso utilizando el tratamiento de PAMP solo, la expresion transgenica de
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efectores sola 0 ambos, demostraron que la sefializacion PRR es realmente importante para

las respuestas asociadas a ETI (Figura 3) (Ngou et al., 2021; Yuan et al., 2021).

La influencia entre PTI y ETI parece ser mutua. Estudios recientes mostraron que una
regulacién al alza de los componentes de PTI es una caracteristica importante de ETI. La
activacion de multiples NLR (es decir, RPM1, RPS2, RPS5, RPS4 y RPP4) desencadena la
transcripcion y la acumulacion de proteinas de multiples componentes de sefializacion PRR,
incluidos BAK1, SOBIR1, BIK1/PBL, RBOHD y MPK3 de manera independiente de PTI
(Ngou et al., 2021; Yuan et al., 2021). Del mismo modo, la activacion de la proteina N (un
TNL que confiere resistencia al virus del mosaico del tabaco en Nicotiana tabacum) conduce
a la sintesis de novo de WIPK (un ort6logo de Arabidopsis MPK3) (Zhang & Klessig, 1998).
Ademas, la activacion de ETI por RRS1/RPS4, que media la resistencia contra el patdgeno
fangico Colletotrichum higginsianum en Arabidopsis (Narusaka et al., 2009), potencia la
produccion de ROS y la muerte celular desencadenada por quitina del hongo PAMP (Ngou
etal., 2021). Estos sugieren que la ETI desencadenada por diferentes efectores puede
potenciar la respuesta PTI desencadenada por multiples PAMPs (Figura 3) (Yuan etal.,
2021).

Los mecanismos detallados por los cuales ETI potencia los componentes de
sefializacion PRR aun no estan claros. Si bien la aplicacion exdgena de SA puede conducir a
la acumulacion de PRR, MPK3 y RBOHD, tanto en Arabidopsis como en papa (Pogany
etal., 2009; Tateda et al., 2014), la regulacién del incremento de los componentes de
sefializacion de PRR durante ETI es independiente de ICS1 (SID2), una enzima clave
involucrada en la biosintesis de SA (Yuan et al., 2021). Por lo tanto, SA por si solo no parece
ser responsable de la regulacion del alza de ETI a los componentes de PTI. Curiosamente, la
transcripcion y la traduccién estdn mal correlacionadas durante PTI (Xu et al., 2017), pero
bien correlacionadas durante ETI (Xu etal., 2017; Yoo et al., 2020). Poco después de la
activacion, la PTI se regula negativamente, a través de la renovacion o desactivacion de
proteinas, para prevenir respuestas inmunes prolongadas (Couto & Zipfel, 2016). Por lo
tanto, es posible que la potenciacion ETI de los componentes de PTI, involucre mecanismos

transcripcionales y traslacionales (Figura 3) (Yuan et al., 2021).

18



Durante mucho tiempo se ha postulado que la ETI es una "respuesta PTI acelerada y
amplificada" (Jones & Dangl, 2006). De hecho, estudios recientes han proporcionado
evidencia experimental de la intrincada diafonia entre la sefializacién inmune mediada por
PRR y la mediada por NLR y comenzaron a desentrafiar los crecientes puntos de conexion
entre PTI y ETI. Estos resultados sugieren la necesidad de un refinamiento del modelo
'zigzag' (Figura 3). Parece que PTI actGa como el principal mecanismo de defensa contra los
patdgenos (Yuan et al., 2021). Los patdgenos virulentos utilizan efectores para suprimir la
PTI como un mecanismo importante de patogénesis. La sefializacion NLR regula al alza los
componentes clave de la sefializacion PRR, compensando la atenuacion de los componentes
PTI por patdgenos o la retroalimentacion negativa enddgena por parte de las plantas (Couto
& Zipfel, 2016; Ngou et al., 2021; Yuan et al., 2021). En un modelo refinado, ETI no es una
via inmune separada, sino mas bien un mddulo de amplificacion que depende de la

maquinaria PTI para funcionar de manera efectiva (Figura 3).

Figura 3. Modelo del sistema inmunoldgico de
PR plantas.

Un modelo actualizado del sistema inmunoldgico
de las plantas (Tomado de (Yuan et al., 2021). El
PTI acttia como el principal mecanismo de defensa
contra patégenos y microbios comensales, y los
componentes del PTI estan bajo control negativo
Incompatibie por los mecanismos enddgenos de "frenado™ de las
plantas para evitar la sobreactivacién v,
profundamente, por los efectores secretados por
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1.1.6 Respuesta hipersensible.

Los patrones moleculares asociados a patdogenos o microbios (PAMP o0 MAMP por
sus siglas en inglés), por moléculas presentes en la superficie del organismo invasor, pueden
ser reconocidos por receptores anclados en la membrana plasmética denominados receptores
de reconocimiento PAMP (PRR), para activar la primera capa de defensa de la planta, la cual
es la inmunidad desencadenada por PAMP (Baltrus et al., 2012; Ichinose et al., 2013). La
segunda capa de defensa de la planta, denominada inmunidad desencadenada por efectores,
es méas especifica y es activada por un patogeno efector y una proteina de resistencia
especifica en las plantas con genotipos resistentes. En este Gltimo caso, la planta a menudo
desarrolla la HR, que desencadena la sintesis de compuestos especificos que conducen a la
muerte celular programada (PCD por sus siglas en inglés), de las células vecinas al sitio de
la invasion, como un mecanismo para contener al patégeno en el sitio de la infeccién y, por
lo tanto, evitar su propagacion (Coll et al., 2011; Finkel, 2000; J. M. Rodrigues et al., 2021;
Zou et al., 2005).

Una respuesta inmune innata exitosa a menudo incluye la llamada respuesta
hipersensible, una PCD rapida que ocurre en un area limitada en el sitio de la infeccion. Esta
muerte de las células infectadas es para limitar la propagacion de patdgenos biotroficos.
Estudios recientes ha demostrado en las plantas, que los esfingolipidos como la
dihidroesfingosina (DHS) desencadenan eventos de PCD mediante la formacién de ROS. De
hecho, la aplicacion de DHS al tabaco resultd en el aumento del CA?* citosolico, relacionado
con la produccion de ROS vy la activacion de las defensas de la planta, asi como del Ca?*
nuclear, que desencadena la via PCD. Por lo tanto, ROS y Ca?* jugarian un papel importante
en el control de la PCD inducida por esfingolipidos (Lachaud et al., 2010; Pata et al., 2010).

Otra estrategia de defensa en las plantas ante la infeccion bacteriana, implica
alteraciones del metabolismo especializado, como la biosintesis de fitoalexinas, que
funcionan como compuestos antimicrobianos y se producen de forma constitutiva o en
respuesta al dafio (Alam et al., 2014; Falcone Ferreyra et al., 2012). Los flavonoides son

compuestos fendlicos que se acumulan en las plantas como compuestos centrales, llamados
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agliconas, o combinados con grupos quimicos (metilacion, acilacion, melonilacion,
prenilacion, glicosilacion o polimerizacién), llamados flavogeninas (Ahuja et al., 2012; Aron
& Kennedy, 2008; Falcone Ferreyra etal.,, 2012). En las plantas, la mayoria de los
flavonoides se presentan en forma de glicoconjugados que albergan funciones de sacaridos
que aumentan o reducen la actividad de las fitoalexinas contra los organismos invasores
(Alam et al., 2014; Aron & Kennedy, 2008; Zabala et al., 2006). Los flavonoides tienen una
amplia gama de funciones, incluida la actividad antioxidante, la proteccion contra la
radiacion UV y la defensa contra fitopatdgenos (Chin et al., 2018; Graham, 1998; Hassan &
Mathesius, 2012). Estudios recientes demuestran que la acumulacion de fitoalexinas aumenta

ante el desencadenamiento de PCD y la HR (Rodrigues et al., 2021).

Los compuestos fenolicos que se derivan de la fenilalanina, se encuentran entre los
grupos mas extendidos de metabolitos especializados en plantas y muestran una amplia gama
de propiedades bioldgicas. La sintesis y acumulacion de muchos fenoles vegetales son
inducidas por estreses biodtico y abidtico. Muchos compuestos fendlicos inducidos por
patdgenos, incluidas varias cumarinas y flavonoides, se consideran fitoalexinas dada su
acumulacién en los tejidos de las plantas tras la infeccidn y su actividad antimicrobiana in
vitro (Mierziak et al., 2014). Un estudio demostrd una diferencia notable en los perfiles de
flavonoides en plantas transgénicas que sobreexpresan BiP relacionado con WT (Rodrigues
etal., 2021).

Se detectaron diferencias de abundancia para la aglicona, asi como para los
glicoconjugados y estos respondieron a infecciones bacterianas no compatibles que
desencadenaron una HR. Los niveles de las agliconas naringenina, apigenina, daidzenina y
genisteina, fueron mas altos en las plantas transgénicas (Rodrigues et al., 2021). De hecho,
los flavonoides son muy importantes en la resistencia de las plantas contra bacterias y hongos
patdgenos, pero pueden ser inespecificos y resultar, en parte, de sus propiedades
antioxidantes. Los compuestos flavonoides son transportados al sitio de la infeccién donde
inducen la reaccion de hipersensibilidad, que es el mecanismo de defensa mas temprano

empleado por las plantas infectas, la muerte celular programada (Mierziak et al., 2014).
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1.1.7 Respuesta sistémica adquirida.

La respuesta sistémica adquirida (SAR por sus siglas en inglés), juega un papel critico
en la reduccion de la infeccion por patdgenos en las plantas y puede ser inducida por
microbios patdgenos e insectos. Es comUnmente aceptado que SAR es una defensa vegetal
dependiente de SA, caracterizada por la acumulacién de SA y la activacion de la expresion
de genes PR. (Bigeard et al., 2015; Thomma et al., 2011). Las plantas responden a su entorno
de una manera especifica del estimulo. Estas respuestas a menudo convergen en diferentes
vias de fitohormonas que interactuan entre si y, presumiblemente, afinan la respuesta neta de
la planta para optimizar su aptitud (Erb, 2019; Pieterse et al., 2012). Cuando se exponen al
estrés bidtico en forma de patégenos, las plantas elevan sus defensas a través de una o mas
de las fitohormonas canonicas como SA, JA o ET (Glazebrook, 2005; Pieterse et al., 2012;
Vlot et al., 2009).

Contra los patégenos biotréficos y hemibiotréficos, que dependen de los tejidos y
células del huésped vivo para su nutricion, las plantas se defienden principalmente a través
de mecanismos inmunes, dependientes de SA. Los patégenos necrotroficos que viven de
tejidos muertos o moribundos, asi como los insectos, mejoran las defensas que dependen de
JA, actuando en concierto con ET. Una vez inducidas localmente, las sefiales sistémicas se
propagan desde el sitio afectado a través de la planta, induciendo un estado de preparacion
en los tejidos sistémicos no afectados para responder con una mayor resistencia a un estrés
secundario posterior. Esto se conoce como resistencia inducida o sistémica, que a menudo es
mecéanicamente similar al 'cebado’, una forma de potenciacion que permite reacciones
exacerbadas después de un estimulo de estrés secundario (Conrath et al., 2015; Vlot et al.,
2021).

Los patdgenos hemibiotroficos inducen respuestas de defensa dependientes de SA
(Vlot etal., 2009). En el primer encuentro, las plantas reconocen patrones moleculares
asociados a patdgenos/microbios en la superficie de los patdgenos a través de receptores de
reconocimiento de patrones localizados en la superficie celular de la planta. Esto conduce a

la inmunidad desencadenada por PAMP, una forma de resistencia basal que restringe el
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crecimiento de patdgenos (Jones & Dangl, 2006). Después de ingresar al citoplasma de las
células huésped, los efectores de patdgenos inhiben la PTI, mejorando asi el crecimiento del
patdgeno. Sin embargo, si los efectores del patdgeno activan las respuestas dependientes de
proteinas de resistencia (PR) del huésped, esto induce una respuesta de defensa relativamente
fuerte, la inmunidad desencadenada por efectores, que culmina en la muerte programada del
tejido infectado y circundante que restringe completamente la propagacion del patégeno
(Jones & Dangl, 2006). PTI y ETI dependen de SA y cada uno induce una respuesta de
defensa sistémica dependiente de SA, que se conoce como resistencia sistémica adquirida
(Conrath et al., 2015; Spoel & Dong, 2012; Vlot et al., 2009).

La SAR es una forma duradera de resistencia contra un amplio espectro de patégenos
hemibiotroficos. En condiciones de laboratorio, el estado de SAR puede durar desde ~ 3-10
dias, dependiendo de la planta y el patdégeno utilizado, hasta periodos de tiempo
considerablemente mas largos, como lo demuestra el llamado SAR transgeneracional, donde
el estado SAR se propaga a la progenie de padres inducidos (Luna et al., 2012; Vlot et al.,
2021). El establecimiento de la SAR estd bajo el control de dos pequefios metabolitos

inmunoactivos clave, el &cido N-hidroxipipecolico (NHP por sus siglas en inglés) y el SA.

Desde que el NHP se informo por primera vez en 2018 como un metabolito de defensa
que se acumula naturalmente en Arabidopsis thaliana por Hartmann et al., y casi
simultaneamente por Chen et al., (Chen et al., 2018; Hartmann et al., 2018), una serie de
estudios han proporcionado evidencia de su papel critico en la SAR en diferentes especies de
plantas (Holmes et al., 2019; Schnake et al., 2020). El SA, por el contrario, fue reconocido
como una hormona de defensa relevante para la SAR aproximadamente un cuarto de siglo
antes (Gaffney et al., 1993; Wildermuth et al., 2001).

Se describen tres centros reguladores intrinsecamente diferentes que han surgido
recientemente, mediante los cuales se realiza una accion concertada de NHP y SA en la
induccion de la SAR: (1) conjuntos superpuestos de elementos reguladores controlan la
biosintesis de ambos metabolitos activos en la SAR; (2) un patégeno comin gue inducible
glicosiltransferasa, UTG76B1, inactiva tanto al NHP como al SA, formando NHP-N-O-
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glucésido (NHPG) y SA-O-B-glucésido (SAG) inactivos, respectivamente; y (3) un
componente aguas abajo compartido, en el que un co-regulador transcripcional y receptor SA
NONEXPRESSOR OF PR GENES1 (NPR1), median la transduccion de sefiales activada
por NHP y fortificada por el SA en la SAR (Bauer et al., 2021; Klessig et al., 2018; Zeier,
2021).

Tanto el NHP como el SA también se pueden convertir en ésteres de glucosa en
plantas (Bauer etal., 2021; Hartmann et al., 2018; Zeier, 2021), el metabolismo del SA
incluye ademas la esterificacion de metilo y diferentes reacciones de hidroxilacién cuyos
productos podrian glicosilarse nuevamente (Klessig et al., 2018). Por lo tanto, una induccion
efectiva de la SAR por el NHP elevado en Arabidopsis, también requiere mayores niveles de
SA. Para garantizar niveles elevados temporalmente de NHP y de SA de manera coordinada,
ambos activadores de la SAR se biosintetizan mediante principios reguladores superpuestos

y se inactivan mediante glicosilacion simultanea (Zeier, 2021).

Una interaccion cooperativa del NHP y el SA es clave requisito para el
establecimiento de la SAR (Hartmann & Zeier, 2019) (Figura 4). En el curso de la activacion
de la SAR en Arabidopsis, la induccion de la inoculacion de hojas desencadena una
reprogramacion transcripcional en las hojas distantes que se asocia con la regulacion al alza
de més de 3000 genes y una regulacion a la baja concomitante de un namero similar de genes.
Cualitativamente, estos extensos cambios sistémicos en la transcripcion de genes sugieren
que la SAR aumenta la preparacion de defensa de las plantas y disminuye la capacidad
fotosintética, asi como los procesos relacionados con el crecimiento (Bernsdorff et al., 2016).

El SA es necesario para amplificar la reprogramacion transcripcional sistémica
desencadenada por el NHP (Bernsdorff et al., 2016; Yildiz etal., 2021). La interaccion
sinérgica entre el NHP y el SA cambia el equilibrio de crecimiento/defensa de las plantas
hacia la inmunidad (Vlot et al., 2021; Zeier, 2021). Las respuestas de resistencia mediadas
por el NHP y el SA son parcialmente aditivas: las plantas con doble mutacion aldl sid2 o
fmol sid2, deficientes tanto en NHP como en SA, estan mas gravemente comprometidas en

la resistencia a patogenos relacionados con la PTI y la ETI que mutantes individuales
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respectivos que carecen de biosintesis de NHP o SA (Bartsch et al., 2006; Bernsdorff et al.,
2016; Liu et al., 2020).

La respuesta transcripcional desencadenada por el NHP asociada con la SAR, no solo
aumenta la expresion de todos los genes necesarios para la biosintesis del SA y el NHP en
las hojas distales, sino también de los genes UGT76B1, S3H y S5H, implicados en el
catabolismo del SA 'y el NHP (Yildiz et al., 2021). Por lo tanto, la acumulacion local de NHP
regula la biosintesis sistémica de novo de ambos inmunorreguladores y, al mismo tiempo,
organiza su homeostasis (Figura 4). Las plantas inducidas por la SAR reprogramadas
transcripcionalmente, muestran una caracteristica importante: estdn preparadas
sistémicamente para inducir reacciones inmunitarias potenciadas durante un ataque posterior
(Figura 4) (Zeier, 2021).

Un estado cebado asociado con la SAR, que depende de ALD1 y FMOL, se induce
en hojas secundarias distantes cuando las plantas de Arabidopsis son inoculadas con
patdgenos en las hojas primarias (Bernsdorff et al., 2016; Navarova et al., 2012). El cebado
de defensa se induce en las plantas Col-0 y fmo1l tratadas con el NHP exdgeno (Yildiz et al.,
2021). Estos hallazgos demuestran que el NHP es un desencadenante decisivo para la
induccién del cebado asociado con la SAR. Nuevamente, el SA entra en juego como un
amplificador de este proceso desencadenado por el NHP, porque se observa una respuesta de
cebado marcadamente reducida en las plantas sid2 para los escenarios de cebado inducido
biolégica y quimicamente. La medida en que el SA fortalece el cebado varia segln las
diferentes reacciones de defensa (Figura 4) (Bernsdorff et al., 2016; Yildiz et al., 2021).

Las respuestas provocadas por patdgenos que generalmente se potencian en las
plantas inducidas por la SAR y el NHP, implican la acumulacion de camalexina, la biosintesis
de SA, la acumulacion de Pip, la generacion de aminoacidos de cadena ramificada y la
expresion de varios genes relacionados con la defensa (Bernsdorff et al., 2016; Yildiz et al.,
2021) (Figura 4). La respuesta transcripcional asociada con la SAR se prepara para la
induccion de defensas amplificadas durante un desafio patégeno. Por ejemplo, una

acumulacion de metabolitos cebados podria basarse en la preactivacion de algunos, pero no
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todos, de los respetivos genes de la via biosintética (p. ej. camalexina). Alternativamente,
todos los genes biosintéticos de una ruta metabdlica podrian preactivarse durante la SAR
hasta cierto punto (p. ej. SA) (Yildiz et al., 2021).

2. transcriptional
reprogramming

3. de novo biosynthesis of ,—>

immune regulators

: P ALD1, SARD4, FMO1
4. immune priming

a) responses to 2° pathogen challenge

+ accumulation of phytoalexins

+ biosynthesis of immune signals
+ hypersensitive cell death A

A

immune response
(2° leaves)

5. homeostasis

2°-challenge - + = of immunity
1%-inoculation  _  _ % b) responses to SA
or exogenous NHP + expression of PR genes

plant state naive SAR

Current Opinion in Plant Biology

Figura 4. Respuesta sistémica adquirida (SAR) en plantas.

El NHP es un activador movil de la SAR que induce la reprogramacidn transcripcional y un estado preparado
de mayor capacidad de respuesta a patdgenos y el SA (tomado de (Zeier, 2021). Derecha: En el ataque
microbiano en una hoja, la activacion de una ruta catabolica L-Lys de tres pasos inducible por patégenos, da
como resultado la acumulacién local de NHP. Otros cambios metabdlicos en las hojas 1° implican la
acumulacién de conjugados de glucosa del NHP (NHPG y NHPGE) y conjugados del SA (principalmente SAG
y SGE). EI NHP es movil y viaja a hojas distantes (2), presumiblemente a través del floema (1). Como resultado,
los niveles del NHP comienzan a aumentar en el tejido sistémico de la hoja, lo que inicia una respuesta de la
SAR transcripcional dependiente de NPR1 en el tejido de la hoja 2° (2). Esto incluye la activacién de genes
biosintéticos de NHP, lo que promueve ain mas la acumulacion de NHP a través de la sintesis de novo y la
transcripcion mejorada de genes biosintéticos del SA, lo que conduce a la biosintesis del SA (3). Por lo tanto,
los niveles crecientes del SA en tejidos alimentan decisivamente la respuesta transcripcional de la SAR. En la
induccién completa de la SAR, la planta esta preparada para una activacion reforzada de las defensas si se
produce una futura infeccion de desafio (4a). El grafico de la izquierda ilustra una posible manifestacion de una
respuesta inmune particular. De izquierda a derecha: las plantas no desafiadas muestran una respuesta inmune
basal baja (-/-). Un desafio de patdgenos induce esta respuesta localmente en el marco de una modesta reaccion
inmune basal (-/+). Una inoculacion inductora eleva el NHP y activa la SAR, lo que puede llevar a una
activacion cuantitativamente baja o parcial de la respuesta a nivel sistémico (+/-). Las plantas inducidas por la
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SAR estan preparadas para una respuesta fuertemente potenciada después de un subsiguiente desafio por
patdgenos (+/+). En el estado cebado, las plantas también se sensibilizan para activar respuestas inducibles por
el SA mas fuertes (4b). Ademas, la respuesta transcripcional inducida por el NHP equilibra la inmunidad a nivel
sistémico al aumentar la actividad de UTG76B1 y otras enzimas catabolizantes que reducen los niveles de los
metabolitos de NHP y el SA activos en la SAR (5).

Las respuestas provocadas por patdgenos que generalmente se potencian en las
plantas inducidas por la SAR y el NHP, implican la acumulacion de camalexina, la biosintesis
de SA, la acumulacion de Pip, la generacion de aminoacidos de cadena ramificada y la
expresion de varios genes relacionados con la defensa (Bernsdorff et al., 2016; Yildiz et al.,
2021) (Figura 4). La respuesta transcripcional asociada con la SAR se prepara para la
induccién de defensas amplificadas durante un desafio patogeno. Por ejemplo, una
acumulacion de metabolitos cebados podria basarse en la preactivacion de algunos, pero no
todos, de los respetivos genes de la via biosintética (p. ej. camalexina). Alternativamente,
todos los genes biosintéticos de una ruta metabdlica podrian preactivarse durante la SAR
hasta cierto punto (p. ej. SA) (Yildiz et al., 2021).

Varios estudios indican que el NHP también aumenta la muerte celular por la
ejecucion de la HR, como se observa en las interacciones de Arabidopsis con bacterias
avirulentas inductoras de la HR (Y.-C. Chen et al., 2018). La inmunidad desencadenada por
NHP de Arabidopsis contra oomicetos compatibles, que no provocan la HR en plantas no
desafiadas, se asocio con el desarrollo de lesiones microscopicas de la HR en sitios
presumibles de intento de penetracion (Hartmann etal., 2018). Como otro modo de
interaccion positiva entre el NHP y el SA en la inmunidad, el NHP también sensibiliza a las
plantas para que respondan con mas fuerza al SA (Figura 4) (Bernsdorff et al., 2016). Por
ejemplo, un tratamiento previo con el NHP localizado de hojas de Arabidopsis potencid la
expresion inducida de PR-1 por el SA exdgeno en el tejido de las hojas distales. Ademas, el
tratamiento previo con el NHP permiti6 que el tejido distal mejorara la expresion de ALD1
en respuesta al SA, lo que no se observé en las plantas de control no tratadas previamente
(Yildiz et al., 2021). Como otro modo de interaccion positiva entre el NHP y el SA en la
inmunidad, el NHP también sensibiliza a las plantas para que respondan con mas fuerza al
SA (Figura 4) (Bernsdorff et al., 2016).
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Las respuestas de defensa desencadenadas por el SA estan mediadas por el
coactivador transcripcional NPR1. En la inoculacion del patdgeno, los niveles acumulados
del SA reubican a NPR1 del citosol al nucleo (Y. Wu et al., 2012). El SA luego se une a
NPR1y, por lo tanto, provoca una mayor expresion de genes relacionados con la patogénesis
y la activacion inmune (Ding et al., 2018; Y. Wu et al., 2012). La respuesta similar a SAR de
Arabidopsis provocada por la aplicacion de Pip disminuyé considerablemente en las plantas
Knockout para nprl, lo que indica que la via del NHP también emite sefiales a través de
NPR1 (Navarova et al., 2012). Consistentemente, el NHP exdgeno fue incapaz de inducir la
SAR a la infeccidn por patdgenos bacterianos y oomicetos en mutantes de Arabidopsis nprl
(Y. Liu et al., 2020; Yildiz et al., 2021). Cuando se aplicé el NHP a hojas locales de plantas
sid2, las hojas distantes desarrollaron una SAR modesta, pero los mutantes dobles sid2 nprl
y simple nprlno (Yildiz et al., 2021). Esto indica que el NHP induce la SAR a través de una
via dominante dependiente del SA y NPR1 y una via menor independiente del SA pero aln
dependiente de NPR1 (Zeier, 2021). Curiosamente, los analisis con mutuantes sugirieron que
NPR1 funciona en el control de la biosintesis del NHP y la homeostasis del SA en

combinacion con su paralogo NRP4 (Y. Liu et al., 2020).

Diferentes observaciones sugieren fuertemente que el NHP funciona como una
hormona de defensa movil que viaja, después de acumularse en las hojas inoculadas
localmente, a hojas distantes en el curso de la induccion de la SAR (Figura 4). En primer
lugar, un analisis detallado del curso temporal de Arabidopsis inoculada con P. syringae,
reveld que los niveles del NHP en las hojas distantes comienzan a aumentar el comienzo
mismo de la SAR en una etapa en la que los niveles sistémicos del precursor Pip y el SA aln
no han cambiado (Hartmann et al., 2018). Es poco probable que estos aumentos sistémicos
tempranos del NHP se produzcan a partir de una biosintesis de novo del NHP en hojas
distantes y, por lo tanto, con toda seguridad se deban al transporte a larga distancia. En
segundo lugar, el NHP se acumuld fuertemente en la sabia del floema de las plantas de pepino
recolectada tanto de hojas distantes, como inoculadas con patégenos, mientras que apenas se
observaron aumentos sistémicos del SA en la savia del floema. Esto apoya un escenario de
movimiento de hoja a hoja del NHP a través del floema (Schnake et al., 2020). En tercer

lugar, la expresion localizada de los genes de Arabidopsis ALD1 y FMO mediada por A.
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tumefaciens en foliolos de tomate, desencadend elevaciones del NHP en foliolos distantes
(Holmes et al., 2019).

Diferentes estudios indican ademas que proporciones significativas del NHP o
versiones deuteradas del NHP, que se administraron localmente a las hojas de Arabidopsis
mediante infiltracion a presion, se traslocaron a hojas distantes (Cai et al., 2021; Y.-C. Chen
et al., 2018; Mohnike et al., 2021). EI movimiento del NHP también ocurrié en sid2 y nprl
lo que indica que la sefializacion del SA no es necesaria para la traslocacion del NHP (Yildiz
etal., 2021). EI NHP aplicado localmente etiquetado también se convirtié en versiones
etiquetadas de NHPG y NHPGE en las hojas tratadas y NHPG y NHPGE luego aumentaron
en las hojas distantes (Yildiz et al., 2021). Esta observacion, abre la posibilidad de que uno
de los conjugados de glucosa del NHP también pueda viajar entre las hojas y contribuir a los
aumentos sistémicos del NHP, después de reconvertirse en NHP libre. Sin embargo, es
improbable una contribucién del NHPG al movimiento sistémico del NHP, porque la
traslocacion del NHP se observo facilmente en el mutante ugt76bl, deficiente en NHPG,
después de la aplicacion local (Cai et al., 2021; Mohnike et al., 2021). Esto esta en la linea
con el hallazgo de que los aumentos sistémicos del NHP y el NHPGE, fueron
proporcionalmente mas altos que los del NHPG en una aplicacion local de NHP (Yildiz et al.,
2021).

Una mirada mas cercana a los cambios metabdlicos y transcripcionales en las hojas
locales y distales de plantas mutantes de Arabidopsis para ¢?inoculadas con patdgenos,
proporciona mas informacion valiosa sobre los procesos de transporte metabdlico que
subyacen a la SAR, por la sencilla razén de que los cambios metabdlicos activados
enddgenamente ocurren dentro de la situacion fisioldgica de la SAR, mientras que los
experimentos de transporte que se basan en la administracion de compuestos exdgenos
pueden tener un componente artificial. Por ejemplo, el NHP y el éster de glucosa NHPGE se
acumulan sustancialmente en las hojas distales de nprl después de la inoculacién de
patdgenos en las hojas locales, aunque el aumento relacionado con SAR en la transcripcion
de genes biosintéticos de NHP se ve comprometido en esta mutante (Yildiz et al., 2021,
Zeier, 2021).
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1.1.8 Respuesta sistémica inducida.

Otra forma destacada de resistencia inducida a patégenos es desencadenada por
bacterias comensales en la rizdsfera de la planta y se denomina resistencia sistémica inducida
(ISR por sus siglas en inglés) (Pieterse et al., 2014). En comparacion con la SAR, la ISR
parece actuar contra un espectro considerablemente mas amplio de patégenos, incluidos los
patégenos hemibiotréficos y necrotroficos. Aunque una preexposicion local o temprana de
las plantas al estrés abidtico también desencadena la propagacion sistémica o
transgeneracional de la tolerancia (Vlot etal., 2021). La ISR es mediada por microbios

beneficiosos que viven en la rizosfera ((Pieterse et al., 2014; Zamioudis et al., 2015).

La ISR depende de las vias JAy ET. Sin embargo, maltiples informes han demostrado
la activacion de las vias de sefializacion el SA y el JA/ET en la ISR desencadenadas por
microbios beneficiosos, revelando la complejidad y diversidad de las vias de sefializacion
involucradas en la ISR (Yu et al., 2022). La ISR es diferente de la SAR en que es causada
por microorganismos benéficos del suelo que interactian con las raices de las plantas
(Pieterse etal., 2014). Los inductores de la ISR incluyen rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPR por sus siglas en inglés), como Pseudomonas spp., Bacillus spp.,
y Streptomyces spp., y hongos promotores del crecimiento vegetal (PGPF por sus siglas en
inglés), incluidos Trichoderma spp. y Serendipita indica (anteriormente Piriformospora
indica) (Aloo et al., 2019; Balmer et al., 2013; Gill et al., 2016; Newitt et al., 2019). Los
PGPR o PGPF tienen multiples efectos, tanto en las plantas monocotileddneas como en las
dicotileddneas, pero todas estimulan el crecimiento de las plantas (Vacheron et al., 2013) y
pueden inducir respuestas de resistencia contra una amplia gama de patogenos (Pieterse et al.,
2014).

Similar a la SAR, la ISR protege los tejidos aéreos de las plantas contra patdgenos
hemibiotroficos. Al mismo tiempo, ISR también es eficaz contra patdgenos necrotroficos
(Pieterse et al., 1996, 2014; Ton et al., 2002; Van der Ent et al., 2008). Serendipita indica
desencadena la tolerancia a una variedad de estreses bidticos y abidticos en muchas especies

de plantas (Gill et al., 2016). En la cebada, aumenta la tolerancia al estrés salino, asi como la
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resistencia a Blumeria graminis f. sp. hordei y F. culmorum (Waller et al., 2005). Después
de una infeccion de desafio con Blumeria graminis f. sp. hordei, el cebado de plantas
inoculadas con Serendipita indica se vuelve obvio con una induccion temprana y rapida de
la expresion de genes de defensa (Molitor et al., 2011; Waller et al., 2008). Por lo tanto,
parece que, al igual que en otros de la ISR, también en dicotileddneas, la resistencia inducida

por Serendipita indica en monocotileddneas se basa en el cebado (Pieterse et al., 2014).

Los primeros estudios para identificar los componentes de sefializacién involucrados
en este tipo de resistencia, han demostrado que la ISR depende del JA y el ET, con un papel
dominante para el factor de transcripcién central asociado al JA MYC2 en el tejido foliar
(Figuras 4 y 5) (Pozo et al., 2008). En las raices, MYC2 podria contribuir adn mas a la
inhibicidn de la PTI para facilitar la colonizacion de raices por PGPR/F (Jacobs et al., 2011;
Millet et al., 2010). Ademas, los niveles del ABA aumentan en las raices, pero ain mas en
las hojas, lo que restringe la entrada de patogenos foliares a través del cierre de los estomas
(Kumar et al., 2012).

Aunque la ISR protege a las plantas de patdgenos hemibiotroficos, esto no parece
estar asociado con niveles elevados del SA o sefializacion (Pieterse et al., 2014). De acuerdo
con esta hipdtesis, la ISR se ha asociado con una funcion no dependiente del SA de NPR1,
que por lo tanto, parece ser bifuncional para respaldar la SAR y la ISR (Nie etal., 2017;
Weller et al., 2012). Curiosamente, la respuesta de fitohormonas a Serendipia indica que es
altamente especifica del huésped, por ejemplo, los niveles del JA aumentan en el arroz, pero
no en el maiz, mientras que el &cido giberélico lo hace al revés (Liu etal., 2019). Este
comportamiento especifico del huésped también se observa en respuesta a otro inductor de
resistencia, Tricoderma spp., que puede inducir la sefializacion del SA 'y el JA/ET segun las

condiciones experimentales y la especie exacta de Tricoderma involucrada (Vos et al., 2015).

En trigo, la colonizacién de raices con la bacteria Pseudomonas fluorescens o el
hongo T. harzianum puede inducir resistencia contra Bipolaris sorokiniana (Singh, et al.,
2019a; Singh, etal., 2019b). Curiosamente, esta reaccion se fortalece con la aplicacion

conjunta del SA en el caso de Pseudomonas fluorescens y de MeJA en el caso de T.
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harzianum que también induce la produccion del SA en la planta. Estos ejemplos respaldan
la idea de que la ISR, al ser efectiva contra patdgenos hemibiotréficos, de alguna manera
rompe la regla general del “antagonismo SA-JA”. De manera similar, el cebado en cebada a
través de N-acil homoserina lactonas, agentes de deteccion de quérum de bacterias del suelo,
también exhibe sinergia en lugar de antagonismo entre el JA 'y el SA (Schenk & Schikora,
2015). Por lo tanto, parece que la interaccion entre las diferentes vias de sefializacion de las
fitohormonas determina el resultado de la ISR y esto depende de la naturaleza de la planta,
el inductor de resistencia y el fitopatdgeno (Figura 5) (Vlot et al., 2021).

Los componentes esenciales de las plantas que respaldan la ISR, incluyen el factor de
transcripcion MYB72, que se induce en las raices pero no en las hojas de las plantas al entrar
en contacto con las rizobacterias (Van der Ent etal., 2008) o con los COV que emiten
(Martinez-Medinaet al., 2017; Sharifi & Ryu, 2016; Zamioudis et al., 2015). En Arabidopsis,
MYB72 es esencial para la ISR contra patégenos hemibiotréficos y necrotréficos (Van der
Entet al., 2008), y se coexpresa con otros factores que influyen en la respuesta a la deficiencia
de hierro de la planta (Zamioudis et al., 2015). MYB72 regula atin mas la expresion de la -
glucosidasa BGLU42, que es esencial para la ISR y presumiblemente media la hidrolisis de
la escopoletina cumarina dependiente de MYB72 a escopoletina, que es secretada por las
raices de las plantas e influye en la colonizacion de las raices por microbios (Figura 5)
(Stringlis et al., 2018; Zamioudis et al., 2014).

La evidencia reciente sugiere que los mecanismos moleculares de la SAR y la ISR no
son procesos completamente separados. La ISR en Arabidopsis estd asociada con la
expresion inducida y/o cebada tanto en las raices como en las hojas de AZI1, EARLI1 y/o el
homologo de LLP1, LEC, que recientemente asociamos con la SAR bajo el acrénimo LLP2
(Wenig et al., 2019; Zamioudis et al., 2015). Ademas, AZI1 y EARLI1 son necesarios para
la ISR desencadenada por Pseudomonas simiae en Arabidopsis y, junto con las MAP cinasas
3y 6, para la defensa aérea inducida por el riego con AzA (Figura 5) (Cecchini et al., 2015,
2019).

32



SAR ISR
Effective against (hemi-)biotrophic Effective against (hemi-)biotrophic
pathogens and necrotrophic pathogens

@-dependent SA—mdependent / JA-/ET-dependent SA—dependerN
genes 4 / genes genes

[: cacse -
WRKYS stomatal 02 WRKYs
LLP1 closure

\ SA Plp / K\ //

Phloem-mobile, cell-to-cell
and airborne signals

‘v DIR1/DIR1 LIKE \
K SA-signalli
AZ|1IEARLI1
G3P

?7?7?

signalling

a2 ABA
¢ VOCs —» MYB72
Pathogenic MOTOISPRESS Y i
bacteria ROS~—~NO Beneficial Root
root microbes colonisation
NHP BGLU42 ( LLP2 ]
SA Pip T
PTI
Foliar resistance,

—

iron deficiel
" J =8 o=

O Regulatbory genes
© Wrogutaed gmres

© soth

Figura 5. Diferencias entre SAR y SIR.

Comparacién de los componentes moleculares de la resistencia sistémica adquirida (SAR) y la resistencia
sistémica inducida (ISR) (tomado de Vlot et al., 2021). La SAR se representa en los paneles de la izquierda, la
ISR en la derecha, con tejidos locales en la parte inferior y tejidos sistémicos en la parte superior. Los genes
reguladores importantes se representan en cuadros rojos, los genes regulados positivamente durante los procesos
se representan en cuadros azules. Los genes con ambas propiedades se representan en cuadros con ambos
colores. AZI1 (AZELAIC ACID INDUCED 1) Y EARLI1 (EARLY ARABIDOPSIS ALUMINUM INDUCED
1) son necesarios para ISR, pero ain no se sabe si se necesitan a niveles local y/o sistémico. ABA, &cido
abscisico; AzA, 4acido azelaico; BGLU42, BETA GLUCOSIDASA 42; DIR1, DEDECTUOSO EN
RESISTENCIA INDUCIDA 1; ET, etileno; ETI, inmunidad asociada a efectores; G3P, glicero-3-fosfato; JA
4cido jasmonico; LLP, PROTEINA TIPO LECTINA DE LEGRUMBRES; MYB72, PROTEINA 72 DEL
DOMINIO MYB; NHP, &cido N-hidroxipipecdlico; NO, 6xido nitrico; NPR1, GEN NO EXPRESOR
RELACIONADO CON LA PATOGENIA 1; Pip, acido pipecélico; PTI, inmunidad asociada a patrones
moleculares asociados a patdgenos; ROS, especies reactivas de oxigeno; SA, acido salicilico; TGA,
PROTEINA DE UNION ESPECIFICA DE SECUENCIA TGACG.

Finalmente, la acumulacién de G3P en las hojas cumple una funcién esencial en la
resistencia a patdgenos tipo ISR inducida en soja por rizobios (Shine et al., 2019). Aunque
solo se estd comenzando a comprender las similitudes potenciales, es posible que los

mecanismos moleculares que respaldan la ISR no sean tan diferentes de los que operan en la
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SAR, como se esperaba anteriormente (Figura 5). Si la ruta SAR no-SA, que incluye G3P,
AZI1, EARLI1y LLP1, se dirigiera aguas abajo de la interaccion de PGPR/F con las raices,
esto podria explicar por qué la ISR a menudo se activa contra patdgenos hemibiotroficos en

una via aparentemente independiente del SA (Vlot et al., 2021).

El microbioma juega un papel importante para la salud y el estado fisico de muchos
eucariotas, al proporcionarles nutrientes y apoyo contra los patdgenos. Esto ultimo se logra
atacando directamente a los patdgenos con sustancias antimicrobianas o mediante el
crecimiento competitivo y el agotamiento de las fuentes de nutrientes. En las plantas, la
interaccion con los microbios beneficiosos del microbioma también puede conducir a la
activacion del sistema inmunitario, sobre todo en forma de la ISR. Reciprocamente, la
composicion del microbioma de la planta esta influenciada por la inmunidad (Teixeira et al.,
2019; Yuet al., 2019). Centrandose en las interacciones sistémicas, las bacterias beneficiosas
que estan asociadas con las hojas pueden desencadenar una respuesta inmune y aumentar la
resistencia de la planta contra los patdgenos (Figura 6). En las hojas de Arabidopsis,
Sphingomonas melonis Frl desencadena cambios en la expresion génica asociados al SA 'y
la SAR (Vogel et al., 2016). En plantas axénicas, esto conduce a una mayor resistencia contra

Pseudomonas syringae patdgena (\VVogel et al., 2016).

PGPR/F en el microbioma de las raices forman ejemplos bien estudiados para la
induccion de la ISR. Reciprocamente, las plantas parecen moldear activamente el
microbioma de su rizosfera. Al exudar una variedad de compuestos organicos e inorganicos
al suelo circundante, lo que se conoce como rizodeposicion, las plantas atraen selectivamente
microbios que son beneficiosos para su propio crecimiento y salud (Dakora & Phillips, 2002;
Jones et al., 2009). Durante la ISR, Arabidopsis exuda escopoletina cumarina, que tiene
propiedades antimicrobianas selectivas; varias bacterias inductoras de ISR, como
Pseudomonas simiae WCS 417 y Pseudomonas capeferrum WCS358, son insensibles a ella,
mientras que el crecimiento de ciertos microbios patégenos, incluidos los hongos F.
oxysporum y Verticillium dahliae, se inhiben (Stringlis et al., 2018). De esta manera, la ISR
influye en la defensa de Arabidopsis contra patdgenos del suelo/raiz, mientras moldea

activamente el microbioma de la rizosfera (Figuras 5 y 6).
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Una infeccion foliar de las plantas también puede influir en el reclutamiento de
consorcios bacterianos en las raices/rizosfera. Arabidopsis, por ejemplo, recluta tres cepas
PGPR diferentes Xantomonas spp. WCS2014-23, Stenotrophomonas sp. WCS2014-113 y
Microbacterum sp WCS2014-259, tras la infeccion de las hojas con el patdgeno
Hyaloperonospora arabidopsis (Berendsen et al., 2018). Los PGPR reclutados, a su vez,
provocan la respuesta de la ISR en la planta para defenderse de los patdgenos. De manera
similar, una infeccion inductora de la SAR en las hojas de Arabidopsis con Pseudomonas

syringae patdgena induce la secrecion de acido L-malico de las raices.

Figura 6. Relacién entre el sistema
inmune de las plantas y su microbioma.

Interacciones reciprocas entre la
o ; inmunidad sistémica y el microbioma
o rorr vegetal (tomado de Vlot etal., 2021). Los
G Commensal , . . -
. patogenos en las hojas pueden inducir
) Compounds ssiecte or resistencia sistémica adquirida (SAR) (a),
\ ISR-eficitng microbes . .,
mientras que también se ha demostrado que
los microbios comensales en las hojas
& \ : desencadenan inmunidad sistémica (b).
- = Mientras que las rizobacterias promotoras
: del crecimiento de las plantas (PGPR)

Release of
selective

e pueden provocar resistencia sistémica
— ISR = inducida (ISR) (c), ciertas bacterias
7 s A patégenas en las hojas pueden inducir la
liberacion de compuestos de las raices de las
plantas a la rizosfera (d). Algunos de estos
compuestos atraen selectivamente microbios
inductores de la ISR, que pueden proteger de
enfermedades a sucesivas generaciones de
plantas que crecen en el mismo suelo (e).

En la rizésfera, el acido L- malico acta como agente quimiotaxico atrayendo al inductor de
la ISR Bacillus subtilis FB17 y promoviendo la formacion de su biopelicula (Rudrappa et al.,
2008). De esta manera, SAR induce no solo resistencia sistémica a enfermedades, sino que
fortalece esta inmunidad sistémica al promover respuestas de la ISR adicionales (Figura 6).
En particular, estos pueden transmitirse a futuras generaciones de plantas que crecen en el
mismo suelo (Berendsen etal., 2018). Por lo tanto, las plantas enfermas fortalecen su

rizosfera al reclutar microbios inductores de la ISR, que protegen a su descendencia de la
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infeccion, un principio que muy probablemente sea responsable de los efectos beneficiosos

de los llamados “suelos supresores de enfermedades” (Berendsen et al., 2018).

1.1.9 Las fitohormonas de la defensa.

Las plantas han desarrollado sistemas de defensa para contrarrestar los ataques de
microorganismos patdgenos y un sistema inmunoldgico de dos niveles, que comprende varias
capas estratégicas de defensas constitutivas, como el SAR, e inducibles, como el ISR
(Bigeard et al., 2015; Jones & Dangl, 2006; Rodrigues et al., 2021). Las barreras fisicas y
quimicas preformadas constituyen la primera linea de defensa y evitan la mayoria de los
patdgenos. Ademas, esos pocos patdgenos capaces de romper las defensas constitutivas de la
planta se enfrentan a una serie de respuestas inmunes inducibles, incluida una explosion del
metabolismo oxidativo, la produccion de metabolitos antimicrobianos y proteinas
relacionadas con la defensa y el fortalecimiento local de la pared celular por depésitos de
callosa y lignina (Macho & Zipfel, 2014). La activacion y regulacion de estas defensas
inducibles esta controlada por una matriz de vias de transduccion de sefales entrelazadas,
dentro de las cuales las fitohormonas juegan un papel central (De Vleesschauwer et al., 2016;
Pieterse et al., 2012).

La sefializacion por MAPK ha sido relacionada con la produccion y sefializacion del
acido salicilico (SA), acido jasmdnico (JA), y el etileno (ET), las cuales son consideradas
como las tres hormonas mayormente involucradas en la respuesta de defensa de las plantas
(Lin & Agehara, 2021; Shigenaga & Argueso, 2016). La importancia del SA, el JAy del ET
en la red de sefializacién de defensa de la planta esta bien establecida (Pieterse et al., 2009).
Tras la infeccion, las plantas producen mezclas especificas de estas hormonas, con la
combinacion exacta aparentemente dependiendo del estilo de vida del patogeno (Lin &
Agehara, 2021; Shigenaga & Argueso, 2016).

La activacion de los mecanismos de defensa en las plantas es un proceso que requiere
cantidades sustanciales de energia y generalmente se produce a expensas del crecimiento y

del desarrollo, la diafonia hormonal también permite a las plantas utilizar sus recursos
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limitados de una manera rentable (Bolton, 2009; Pieterse et al., 2012). En cumplimiento de
este concepto, trabajos recientes han subrayado la importancia de los mecanismos de diafonia
del JA 'y el &cido giberélico (GA por sus siglas en inglés) en el establecimiento del conflicto
de crecimiento vs defensa de la planta, donde ocurre un entrecruzamiento de la sefializacion
hormonal, donde se encuentran sinergias o antagonismos entre las sefiales hormonales, o

cual varia de especia a especie (Huot et al., 2014; Wild et al., 2012; Yang et al., 2012).

A medida que las plantas responden al ataque de patdgenos activando las vias del SA
y del AJ/ET vy las respuestas de defensa, otras vias de identificacion hormonal también se
activan. Se cree que estas vias, reguladas por hormonas mas a menudo asociadas con el
crecimiento y las respuestas al estrés abidtico, afinan las respuestas a los patdgenos,
activando las respuestas fisioldgicas apropiadas requeridas para combatir al organismo
invasor especifico. A medida que los patégenos manipulan la fisiologia del huésped para
crear condiciones que mejoren sus posibilidades de éxito y reproduccion, también es probable
que se dirijan a las vias de desarrollo de las plantas controladas por las hormonas de
crecimiento, generando una respuesta paralela en estas vias de desarrollo por parte de la

planta (Shigenaga & Argueso, 2016).

1.1.9.1 Acido salicilico

El SA es un compuesto fendlico con actividad hormonal vegetal, que es mas
reconocido como una importante molécula de sefializacion enddgena en la inmunidad de las
plantas. Sin embargo, también se ha documentado que el SA esta indirectamente involucrado
en la germinacién, la floracion, el transporte de electrones mitocondriales y la resistencia al
estrés abidtico, incluida la termotolerancia (Shigenaga & Argueso, 2016). El &cido salicilico
es conocido porque su sefializacion generalmente confiere resistencia en A. thaliana ante
organismos patdgenos de tipo hemibiotréficos (De Vleesschauwer et al., 2016; Pieterse et al.,
2009).
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En arroz, las interacciones sinérgicas entre SA-JA parecen prevalecer y se plantea la
hipotesis de que las dos hormonas participan en una via de defensa comdn que puede ser
efectiva contra los patdgenos hemibiotréficos y necrotroficos (De Vleesschauwer et al.,
2013, 2014; Tamaoki et al., 2013). La mutante mpk4 de Arabidopsis thaliana tiene elevados
niveles de SA y confiere mayor resistencia a patdogenos (Petersen etal., 2000). Es
comunmente aceptado que la SAR es dependiente del SA en la defensa de las plantas,
caracterizandose por acumulacién de SA y activacion de genes PR (Yu et al., 2022). Bajo
estrés de tipo biotico, la expresion de genes como PATHOGENESIS-RELATED-1 (PR-1) es
asociado con activacion de la sefializacion del SA (Criollo-Arteaga et al., 2021; Seyfferth &
Tsuda, 2014; Yuan et al., 2019).

1.1.9.2 Acido jasménico.

El JA es una molécula de sefalizaciéon derivada de lipidos involucrada en varios
procesos de desarrollo y defensa en las plantas. EI JA confiere resistencia ante organismos
de tipo necrotrdéfico, al antagonizar al SA, sin embargo, la activacion de la sefializacion de
JA puede ocasionar susceptibilidad ante organismos hemibiotro6ficos como Pseudomonas
syringae pv tomate, el cual causa manchas foliares, lo cual sugiere que el JA es un regulador
positivo de la defensa ante organismos necrotroficos y un regulador negativo en la defensa
ante organismos hemibiotréficos (Navarro et al., 2008; Shigenaga & Argueso, 2016). La ISR
es dependiente de las vias del JA y del ET, sin embargo, multiples informes han demostrado
la activacion de las vias de sefializacion del SA 'y del JA /ET en la ISR desencadenadas por
microbios beneficiosos, revelando la complejidad y diversidad de las vias de sefializacion
involucradas en la ISR (Yu et al., 2022).

Bajo estrés de tipo biotico, la expresion de genes como LIPOXYGENASE?2 (LOX2) se
asocia con activacion de la sefializacion del JA (Rubil et al., 2021; Santino et al., 2013). El
primer paso en la biosintesis del JA es la liberacion de acido linoleico de las membranas del
cloroplasto, seguida de la oxigenacidon por las enzimas LIPOXIGENASA (LOX). Las heridas
o los ataques de patdgenos son seguidos de una regulacion significativa al alza de los genes

sensibles al JA, incluidos los genes LOX. Una vez oxigenado, el &cido-linoleico se convierte
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en JA, gque luego se modifica rapidamente en varios derivados del JA. Uno de estos derivados,
(+)-7-iso-jasmonoyl-I-isoleucina (JA-lle), sintetizado a través de la conjugacion de
isoleucina al JA por la enzima JA AMIDO SINTETASA (JARL). El JA también se puede
convertir en la planta en el volatil metil-jasmonato (MeJA), a través de la metilacion por la
enzima JA CARBOXYL METHYLTRANSFERASE (JMT) (Shigenaga & Argueso, 2016).

1.1.9.3 Etileno (ET).

La hormona vegetal gaseosa etileno se considera un componente importante de la
respuesta inmune de los patdgenos de las plantas. EI ET se sintetiza a partir del aminoacido
metionina, que se convierte en S-adenosilmetionina (SAM), por la enzima SAM
SINTETASA. La SAM se convierte en acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), por
la enzima ACCSINTASA (ACS), en lo que se considera la biosintesis de paso mas limitante
de la velocidad de sintesis del ET. EI ACC se convierte entonces a ET en una reaccion
catalizada por ACC OXIDASE (ACO) (Argueso et al., 2007; Shigenaga & Argueso, 2016).

Al igual que el JA, el ET también confiere resistencia ante organismos necrotréficos.

Usualmente la sefializacion del ET se activa en sinergia con la sefializacion del JA,
pero estas vias de sefializacion pueden actuar independientemente (De Vleesschauwer et al.,
2016; Robert-Seilaniantz et al., 2011). EI ET se relaciona junto con el JA en la activacién de
MPK3/MPKG6 via MKK9 (Bethke et al., 2009). La sefializacion del ET en las plantas se inicia
mediante la unién del ET a uno o més de sus receptores, ETILENO RESPONSE 1 (ETR1),
ETHYLENERESPONSE 2 (ETR2), ETHYLENE RESPONSE SENSOR 1 (ERS1), ETHY-
LENE RESPONSE SENSOR 2 (ERS2) y ETHYLENE INSENSITIVE 4 (EIN4), que son
cinasas hibridas de histidina localizadas en la membrana del reticulo endoplasmico
(Shigenaga & Argueso, 2016).

1.1.9.4 Acido abscisico.

La hormona vegetal ABA se ha asociado durante mucho tiempo con respuestas a estreses

abioticos, especialmente la sequia y la salinidad. Sin embargo, en la ultima deécada se ha
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comenzado a dilucidar su funcion en el estrés biotico. La biosintesis del ABA ocurre
principalmente en plastidios y se inicia por la conversion del carotenoide zeaxantina a trans-
violaxantina, por la enzima ZEAXANTINA EPOXIDASA (ZEP) (Marin etal., 1996;
Schwartz etal., 1997). Este paso es seguido por la escision en xantosina por 9-cis-
EPOXICAROTENOIDES DIOXIGENASAS (NCED), en lo que se considera la etapa
limitante de la velocidad de la biosintesis del ABA (luchi etal., 2001). En el citosol, la
xantosina se convierte en aldehido abscisico por una CADENA CORTA
DESHIDROGENASA/REDUCTASA (SDR), que luego se oxida a ABA por la enzima
ALDEHIDO OXIDASA (AAO) (Seo et al., 2000). El dltimo paso en la via biosintética del
ABA consiste en la adicion de un cofactor molibdeno, por la enzima MOLIBDENO
COFACTOR SULFURASULFURASA (MOCO/ABA3) (Bittner et al., 2001).

La sefializacion del ABA en plantas implica la percepcion por parte de un componente
receptor formado por las proteinas PYRABACTIN RESISTANCE 1 (PYR) y PYR1-LIKE
(PYL), también conocidas como COMPONENTES REGULADORES DE LOS
ABARECEPTORES (RCAR). En ausencia del ABA, las proteinas PYR/PYL/RCAR forman
dimeros, que se disocian al unirse al ABA. La dimerizacion conduce a cambios
conformacionales en las proteinas PYR/PYL/RCAR vy a la formacion de un sitio de union
para las proteinas FOSFATASA TIPO 2C (PP2C). La union de PP2C a PYR/PYL/RCAR es
seguida por la liberacién de los blancos de la PP2C, SNF1-RELATED KINASES (SnRK25s).
Los SnRK2 liberados pueden entonces pasar al nucleo y fosforilar factores de transcripcién
del tipo bZIP que activan la expresién de genes regulados por el ABA, para producir
respuestas fisiologicas (Hauser et al., 2011).

La primera indicacion del papel del ABA en las respuestas de defensa provino de
observaciones de patdgenos que alteraron la susceptibilidad del huésped en plantas tratadas
con ABA. La aplicacion de ABA a plantas de papa condujo a una reduccion de la produccion
de fitoalexinas y, en consecuencia, a una disminucién de la resistencia a Phytophthora
infestans (Henfling, 1980). Del mismo modo, la aplicacion de ABA condujo a una mayor
susceptibilidad de las plantas de tabaco a Peronospora tabacina (Salt et al., 1986). Otros

experimentos mostraron que la aplicacion de ABA podria regular la expresion génica de
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defensa, como en el tratamiento de cultivos de células de tabaco con ABA, lo que conduce a
la regulacion a la baja del gen PR-2 (P. Wang etal., 2018). Estos estudios iniciales
condujeron a la conclusion de que el ABA actuaba aumentando la susceptibilidad de las

plantas a los patdgenos, especialmente a los hongos.

Recientemente el ABA, junto con otras fitohormonas como los brasinoesteroides (BR por
sus siglas en ingles), las citocinas, el acido giberélico y las auxinas, también surgieron como
reguladores criticos de las interacciones planta-microbio. Ademas, se sugiere que estas
hormonas influyen en los resultados de la enfermedad al interferir con la columna vertebral
SA-JAJET del sistema inmunoldgico de la planta, lo cual es un fenémeno que a menudo se
le denomina diafonia hormonal (De Vleesschauwer et al., 2016; Robert-Seilaniantz et al.,
2011). EI ABA también esta relacionado con la via de TOR, pues la produccion del ABA 'y
la activacion de la autofagia inducen la expresién de SnRK2, que a su vez inactiva TOR y,
en consecuencia, los mecanismos regulados por TOR (Margalha et al., 2019; Zanetti &
Blanco, 2017). La sefializacion del ABA es otra via importante a travées de la cual SnRK1 y
TOR pueden afectar las respuestas al estrés. Se han establecido vinculos entre la sefializacion
de SnRK1 y el ABA (Margalha et al., 2019). Lineas de Arabidopsis sobreexpresoras de
SnRK1al son hipersensibles a ABA (Jossier et al., 2009) y se han propuesto que SnRK1
media los efectos del ABA durante la maduracién de la semilla y el llenado de guisantes,
posiblemente a través de ABI3 (Radchuk et al., 2006, 2010).

El ABA puede activar la sefializacion de SnRK1 a través de la accion de las proteinas
fosfatasas de tipo 2C (PP2C), que actian como reguladores negativos de SnRK1. En
consecuencia, SNRK1 y el ABA inducen respuestas transcripcionales que se superponen en
gran medida (Rodrigues et al., 2013). Por el contrario, los sobreexpresadores de TOR en
arroz muestran insensibilidad al ABA durante la germinacion (Bakshi et al., 2017), mientras
que los mutantes de Arabidopsis raptorlb son hipersensibles (Salem et al., 2017). Muy
recientemente, se informa que se establecié un equilibrio entre las respuestas de crecimiento
y estrés a través de la regulacion reciproca entre la sefializacion de estrés por TOR y el ABA.
En condiciones favorables, TOR fosforila los receptores PYL de ABA, lo que impide su

asociacion con las fosfatasas ABA y PP2C y conduce a la inactivacion de las cinasas SnRK2
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y de las respuestas al estrés; por su parte, TOR se inactiva de manera dependiente de la cinasa

SnRK2 para reprimir el crecimiento (Rosenberger & Chen, 2018; Wang et al., 2018).

1.1.9.5 Entrecruzamiento de las fitohormonas en SAR e ISR.

Al considerar las respuestas de defensa en un entorno natural, es raro que las plantas solo
estén expuestas a un unico factor estresante. Por lo tanto, es de gran importancia comprender
el entrecruzamiento entre las SAR/ISR y otras cascadas de sefializacion, por ejemplo,
aquellas activadas por estrés abiotico. Una de las fitohormonas mas criticas involucradas en
las respuesta al estrés abidtico es ABA 'y, por lo tanto, la interaccion entre esto y SAR/ISR
tiene potencialmente un impacto profundo en la efectividad de la defensa sistémica después
de experimentar presiones ambientales simultaneas (Vlot etal., 2021). De hecho, las
respuestas asociadas con el SA se inhiben mediante la aplicacion conjunta de ABA exdgeno
(Yasuda et al., 2008). Aunque se desconoce el punto directo de interaccién, el ABA mejora
la degradacion mediada por proteosoma del receptor NRP1 de SA, lo que a su vez

compromete las defensas asociadas al SA (Ding et al., 2016).

La aplicacion de analogos funcionales de SA también reduce la expresion de genes de
biosintesis y de respuesta al ABA después del tratamiento con sal, lo que indica que SA/SAR
también podrian suprimir las respuestas de estrés mediadas por el ABA (Yasuda et al., 2008).
Esta diafonia no se limita a Arabidopsis, ya que los inductores de SA/SAR también muestran
antagonismo con la sefializacion de ABA en tomate (Kusajima et al., 2017; Pye et al., 2013,
2018). Los componentes de la via de induccion de la SAR independiente del SA, también se
han asociado con respuestas de estrés abidtico mediadas por el ABA. Las sobreexpresion de
AZI1 confiere susceptibilidad a la sequia (Atkinson etal., 2013). Por el contrario, la
tolerancia a la congelacion y la tolerancia a la sal parecen ser promovidas por AZI1 a través
de un mecanismo dependiente del ABA (Pitzschke et al., 2014; Xu et al., 2011). Esto sugiere
un papel dual de AZI1 en la resistencia al estrés abiotico, segun el tipo de estrés encontrado.
Ademas, los datos de expresion génica de (Gruner et al., 2013) sugieren un papel positivo

para el ABA en las primeras etapas de la sefializacién de Pip (Figura 5).
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La SAR también interactla con las vias del JA bajo una variedad de tensiones. En general,
se ha reconocido que las sefiales basales de SA que se necesitan para el inicio de SAR son
mutuamente antagonicas con el JA (Glazebrook, 2005), pero esto no estd tan claro con
respecto a la defensa sistémica (Figura 4). En Arabidopsis hay informes contradictorios sobre
la necesidad de JA para la SAR (Attaran et al., 2009; Truman et al., 2007). Ademas, una
infeccion que induce la SAR confiere susceptibilidad a los patdgenos necrotroficos, a través
de la supresion de la sefial de JA en el tejido local infectado, lo que probablemente este
asociado con una funcion citosélica de NPR1 (Spoel et al., 2003, 2007; Wittek et al., 2015).
La ultima funcion de NPR1 podria respaldar las respuestas de la ISR asociadas a JA/ET (Nie
etal., 2017; Weller et al., 2012). Sin embargo, durante la SAR, que esté respaldada por una
funcion nuclear de NPR1 aguas debajo de SA, no parece haber cambios en la susceptibilidad
sistémica a los patdgenos necrotroficos (Spoel et al., 2007; Wittek et al., 2015). Esto podria
deberse a que la acumulacion sistémica de SA asociada a la SAR no alcanza niveles lo
suficientemente altos como para alcanzar el umbral necesario para que ocurra el antagonismo
de SA-JA (Spoel et al., 2007).

Si bien la interaccion SA-JA durante la SAR no se comprende bien, la situacién se vuelve
aun méas compleja durante la ISR. Anteriormente se creia que se basaba en las vias de JA,
ahora parece que un componente sinérgico de la via SA-JA esta involucrado en este tipo de
defensa, segun el huésped y la especie de PGPR (Wu et al., 2018; Yuan et al., 2019). La
aparente falta de antagonismo entre SA y JA durante la ISR puede deberse a una regulacion
positiva del factor de transcripcion ORA59, que se induce después de la inoculacién de
Arabidopsis con el inductor de la ISR Paraburkholderia phytofimans PsIJN (Timmermann
etal., 2019). Se ha demostrado que la sobreexpresion de ORA59 reduce los efectos
reguladores negativos del SA en los genes inducidos por el JA aguas abajo (Van der Does
et al., 2013). Durante mucho tiempo se ha considerado en el fitomejoramiento que las lineas
con mayores capacidades de defensa muestran un déficit correspondiente en la promociéon
del crecimiento y visceversa (Huot et al., 2014). La diafonia entre la SAR y otras vias de
defensa agrega mayor complejidad a estas consideraciones y, por lo tanto, debe tenerse en
cuenta al investigar las posibles aplicaciones de los inductores de la SAR y la ISR en la
agricultura (Vlot et al., 2021).
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1.2 Vias de sefializacion implicadas en las respuestas de defensa.

Existen diferentes vias implicadas en la respuesta de defensa de las plantas, las cuales
pueden ser similares entre diferentes especies. Estas vias, se activan para regular procesos en
los que activan o desactivan genes de defensa o genes implicados en la regulacion de la
produccion de fitohormonas, como el JA, el SA, el ET o el ABA, o generan procesos como
la produccion de ROS, silenciamiento de genes implicados en el desarrollo y crecimiento de
las plantas, asi como la regulacion de la autofagia, manteniendo el equilibrio en los procesos
necesarios para la supervivencia de las plantas. Algunas de las vias relacionadas a la respuesta
de defensa son la via de las proteina cinasas activadas por mitégenos (MAPK por sus siglas
en inglés) de TOR y de SnRK1 (Margalha et al., 2019; Shi et al., 2018; Zhang et al., 2018).

1.2.1 Viade las MAPK.

El comportamiento celular en respuesta a estimulos extracelulares es mediado a través
de vias de sefializacion intracelular, como las vias MAPK que conforman cascadas de sefiales
discretas que sirven como puntos focales en respuesta a una variedad de estimulos
extracelulares. La via de sefializacion de las MAPK se relaciona con el desarrollo y el
crecimiento de las plantas (Lopez-Bucio et al., 2019; Xu & Zhang, 2015), pero esta via de
sefializacion esté altamente implicada en la respuesta de defensa de las plantas. EI genoma
de A. thaliana codifica para 80 MAPK cinasa-cinasa (MAPKKK), 10 MAPK cinasa
(MAPKK) y 20 MAPK, que forman modulos funcionales que contienen unas u otras y son
activados mediante fosforilaciones (Meng & Zhang, 2013; Pecher et al., 2014; Pitzschke
etal., 2009). La sefializacion de la via de las MAPK ha sido relacionada también con la
produccién y sefializacion del SA, JAy el ET (Lin & Agehara, 2021; Shigenaga & Argueso,
2016).

1.2.1.1 Modulo MPK3/MPK6 y MPK4.

Hay conservacion notable en el reconocimiento de patrones moleculares asociados a
patdgenos de inmunorespuestas naturales de plantas, insectos y mamiferos (C. Lu etal.,

2002; Pitzschke et al., 2009). Las respuestas mediadas por las MAPK, estan reguladas en
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parte por su repertorio de sustratos, lo cual estd muy poco estudiado en las plantas (Bethke
et al., 2009). Las cascadas de las MAPK transducen sefiales externas en respuestas celulares
en todos los eucariotas (Valdespino-Gémez et al., 2015).

Factores de virulencia como la proteasa y la flagelina han sido descritos como PAMPs
(Ramirez-Prado et al., 2018), reconocidos por receptores de reconocimiento de patrones
localizados en la superficie (Ranf, 2017) y median la activacion de diferentes médulos de
MAPKSs, donde MPK3/MPK6 y MPK4 participan (Figura7) (Withers & Dong, 2017; Zhang
et al., 2018), promoviendo la expresion de genes de respuesta a patdgenos, tales como PR1
0 LOX2 (Criollo-Arteaga et al., 2021; Santino etal., 2013). El modulo que contiene las
proteinas MPK3/MPK®6 es considerado un regulador positivo de la respuesta de defensa en
plantas, mientras que el modulo que contiene MPK4 es reconocido como un regulador
negativo (Figura 7) (Pitzschke et al., 2009).
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Figura 7. Via de sefializacion de las MAPK.

Proteasa y flg22 activan médulos MPK3/MPK6 y MPK4 (tomado de Zhang et al., 2018). La percepcion de
patrones moleculares asociados a patdgenos/ microbios exdgenos (PAMP) por parte de los complejos de
receptores de reconocimiento de patrones (PRR) RLK/RLP de plantas, activa la cascada MPK3/MPK6 y MPK4
en la inmunidad de las plantas. La fosforilacion de diversos sustratos de MAPK conduce a la activacion de las
respuestas de defensa. La proteina G, las RLCK y otros componentes no identificados juegan un papel
importante en la conexidn de los complejos de receptores y las cascadas de MAPK. Los signos de interrogacién
indican componentes de sefializacion no identificados. Una flecha puede representar varios pasos debido a
componentes desconocidos en las vias de sefializacion.
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1.2.2 Via de AtTOR-S6K.

La cinasa blanco de la rapamicina (TOR, por sus siglas en inglés) es un componente
central de una via de transduccion de sefiales que regula el crecimiento celular en respuesta
a mitdgenos, nutrientes y factores de crecimiento en eucariotas (Figura 8). Estudios previos
indican que la actividad de TOR en Arabidopsis thaliana (AtTOR) es resistente a la
rapamicina, mientras que en maiz (ZmTOR) no lo es, lo que sugiere que las plantas podrian
tener mecanismos de regulacion diferentes de esta via de transduccion de sefiales (Agredano-
Moreno et al., 2007).
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Reguladores aguas arriba de TORC1 (tomado de Shi et al., 2018). En las células de mamiferos, el ensamblaje
de un dimero TORC1 es impulsado por actividades TCA-ETC dependientes de nutrientes/energia en las
mitocondrias de una manera dependiente del complejo TTT-WAC-RUVBL, que puede conservarse en las
plantas. mMTORC1 es activado por la pequefia GTPasa RHEB en la membrana lisosomal, mientras que las
pequefias ROP de GTPasa de las plantas actian como activadores de AtTORCL1 corriente abajo de la auxina.
Tanto en mamiferos, como en plantas el estrés cominmente suprime las funciones de TORCL a través de

Figura 8. Via de sefializacion de TORC1.
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AMPK/SnRK1. La hormona del estrés vegetal ABA se acopla con SNRK2 para regular AtTORCL corriente
debajo de la auxina de manera reciproca, lo que equilibra el crecimiento y las respuestas al estrés. También son
evidentes las diferencias en la localizacién de complejos que contienen TOR en células vegetales y animales.
AtTORC1-ROP2 de plantas, se localiza en el endosoma durante la activacion de la auxina, mientras que las
funciones TOR nucleares se han informado tanto en células de plantas como de mamiferos. CaMV, virus del
mosaico de la coliflor; Glc, glucosa; Gln, glutamina; PP2C, proteina fosfatasa 2C; PYL, resistencia a la
pirabactina 1; RAG, GTPasa de trapo; RUVBL, RuvB como AAA ATPasa; ciclo TCA, ciclo del éacido
tricarboxilico; WAC, adaptador que contiene el dominio WW con bobina en espiral.

La proteina TOR se conserva en todos los eucariotas. En mamiferos, TOR esta
presente en dos complejos: MTORC1 y mTORC2. mTORC1 se define por sus tres
componentes principales: mTOR, Raptor (proteina reguladora asociada con mTOR) vy
mLST8 (proteina de mamifero 8 Secl3, también conocida como GBL). mTORC2 también
contiene mTOR y mLST8; sin embargo, en lugar de Raptor, mTORC2 contiene Rictor
(companiero insensible a la rapamicina de mTOR) (Figura 9) (John etal., 2011; Sabatini,
2017; Shi et al., 2018). Hasta la fecha, solo se ha reportado el complejo analégico mMTORC1
en plantas. EI complejo AtTORCL estd formado por AtTOR, LST8, FKBP12 y RAPTOR
(Figura 9) (Sabatini, 2017; Shi et al., 2018).
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crecimiento, estimulan o reprimen esta red de sefializacion, donde la proteina cinasa de
serina-treonina TOR desempefia un papel central (Figura 10). La insulina y factores de
crecimiento tipo insulina (IGFs) son generadores de esta via de regulacion de crecimiento,
gue activa selectivamente la maquinaria traduccional, regula la sintesis de proteinas, la
biogénesis de ribosomas y en ultima instancia el crecimiento celular. En las plantas, hay un
creciente numero de informes que describen varios componentes de la via TOR, como TOR,

RAPTOR, las cinasas S6K1 y S6K2 y otras proteinas implicadas que regulan la actividad de
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TOR, como FKBP12 o la proteina de control traduccional de tumor (Figura 10) (TCTP)
(Garrocho-Villegas & Sénchez de Jiménez, 2012).
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Figura 10. Procesos regulados por AtTORCI.

La cinasa TOR fosforila y modula directamente los componentes de sefializacion aguas abajo (Shi et al., 2018).
Sustratos de AtTORC1 directos, sus funciones y componentes de sefializacién clave en plantas.

1.2.2.1 Participacion de TOR en el balance y crecimiento de plantas.

Otra via de sefializacién involucrada en las respuestas de defensa de las plantas contra
microorganismos patdgenos es la via del blanco de la rapamicina (TOR) (Margalha et al.,
2019; Petersen & Nurse, 2007), que se ha relacionado cominmente con el desarrollo y
crecimiento de las plantas (Hall, 2016; Sabatini, 2017). Se ha documentado ampliamente que
la via TOR es el transductor de sefiales de estimulos externos como la disponibilidad de
nutrientes, de fitohormonas, la exposicion a la luz y el estrés, entre otros (Albert & Hall,
2015; Daniel-Rexin et al., 2015; Dobrenel et al., 2016).
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Evidencias recientes en plantas muestran que TOR funciona como un interruptor en
conjunto con SnRK1, redirigiendo la energia a la defensa o las respuestas de desarrollo y
crecimiento. Si TOR esta activo, SnRK1 se inactiva y viceversa. Si SnRK1 inactiva TOR, se
desencadenaran las respuestas de defensa contra el estrés biotico, como el silenciamiento de
ARN, la produccion de SA y JA, la muerte celular programada, la activacion de genes de
defensa y la autofagia (Figura 11) (Dobrenel et al., 2016; Margalha et al., 2019; Zanetti &
Blanco, 2017). Bajo estrés biotico, la expresion de los genes PR-1 0 LOX2 se asocia con la
activacion de la sefializacion de SA y JA, respectivamente (Figura 11) (Rubil et al., 2022;
Seyfferth & Tsuda, 2014; Yuan et al., 2019). La activacion de la autofagia y la produccion
de ABA activan SnRK2, que a su vez inactiva TOR y, en consecuencia, l0s mecanismos
regulados por TOR (Figura 11) (Dobrenel etal., 2016; Margalha et al., 2019; Zanetti &
Blanco, 2017).
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Figura 11. SnRK1 y TOR, balance entre defensa y crecimiento.

SnRK1 y TOR son reguladores metabdlicos centrales que desempefian funciones antagdnicas en gran medida
en el crecimiento y la defensa de las plantas (Margalha et al., 2019). En condiciones desfavorables, cuando la
produccion de energia se ve comprometida por factores de estrés bidtico o abiético, ShnRK1 se reprime mientras
gue TOR se activa, para impulsar los procesos asociados con la proliferacion y el crecimiento celular. Las
compensaciones de crecimiento-defensa pueden resultar de una regulacion cruzada negativa entre SnRK1 y
TOR, asi como a través de su regulacion independiente de los procesos posteriores. Los componentes resaltados
en gris y blanco designan reguladores negativos y positivos, respectivamente, de la cinasa indicada. Las flechas
hacia arriba y hacia abajo codificadas por colores designan los efectos positivos y negativos, respectivamente,
de la cinasa correspondiente en los procesos posteriores. SnRK1, TOR, PP2Cs, SnA, ROP, SnRK2.

49



Pseudomonas aeruginosa como patogeno oportunista de plantas.

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram-negativa en forma de bastoncillo que se
encuentra de forma ubicua en el ambiente, pertenece al reino bacteria; filo proteobacteria;
clase Gamaproteobacteria; genero Pseudomonas; especie aeruginosa, posee movilidad
unipolar debido a la presencia de un flagelo y no forma esporas (Chandler et al., 2019). P.
aeruginosa tiene una notable versatilidad metabolica y puede sobrevivir en ambientes
aerobicos, hipdxicos y anaerobicos, 1o que la convierte en un patdgeno oportunista para
plantas, animales y humanos (Dubern et al., 2015; Gellatly & Hancock, 2013; Rudrappa
et al., 2008; Savoia, 2014). Se cataloga como organismo de tipo hemibiotréfico, al tener un
mecanismo donde inicialmente coloniza a la planta y posteriormente la mata (Chahtane et al.,
2018; Rudrappa & Bais, 2008). Se encuentra de manera ubicua en el ambiente y es
comunmente asociada a la infeccidn de vias respiratorias en pacientes con fibrosis quistica
(Chandler et al., 2019).

Aunque se han informado y descrito muchos aislamientos de P. aeruginosa, la cepa
PAOL1 sigue siendo la cepa de referencia utilizada para la investigacion en laboratorios de
todo el mundo (Chandler etal., 2019). Esta cepa proviene del aislamiento de PAO
(anteriormente llamado “cepa 1 de P. aeruginosa”) en el laboratorio de Bruce Holloway
(Holloway & Morgan, 1986; Holloway, 1955). La cepa PAO1 se aislé de una herida en un
paciente en Melbourne, Australia, en 1954. La cepa actual surgié después de una mutacion
espontanea en la cepa original que produjo resistencia al cloranfenicol y es actualmente la
principal cepa de referencia para los andlisis genéticos y fenotipicos de Pseudomonas
(Holloway & Morgan, 1986; Holloway, 1955).

PAO1 fue la primera cepa de P. aeruginosa completamente secuenciada, cuyo genoma
completo se publicd en el 2000 (Stover et al., 2000). Ademas, una subcepa alternativa de
PAOL1 sirvid como base para la biblioteca de mutantes de transposones de P. aeruginosa
desarrollada por el laboratorio Manoil de la Universidad de Washington-Seattle (Jacobs
etal., 2003; Lewenza et al., 2005). Las sublineas PAO1 se han distribuido, mantenido y

propagado en todo el mundo. Una version de PAO1 de Holloway se deposito en la American

50



Type Culture Collection (ATCC) (Chandler et al., 2019). Hasta el momento se considera que
su genoma es uno de los mas grandes en bacterias; tiene 6.2 MPb y se predice que tiene 5,570
ORFs (Tabla 1). ElI genoma de P. aeruginosa es comparable con el tamafio de los eucariotas
simples como Saccharomyces cerevisiae. Otra de las caracteristicas del genoma de P.

aeruginosa es que es rico en G+C, con alrededor de 66.6% (Stover et al., 2000).

Tabla 1. Clases funcionales de genes predichos de P. aeruginosa (modificado de Stover et al., 2000).

Tipo de funcion ORFS % ORFS
A daptacion, proteccion (por ejemplo proteinas de choque de baja temperatura) 60 1.1
Biosintesis y metabolismo de aminodcidos 150 27
Resistencia v susceptibilidad a antibiéticos 19 0.3
Biosintesis de cofactores, grupos prostéticos v de transporte 119 21
Metabolismo de compuestos de carbono 130 23
Division celular 26 0.5
Pared celular, LPS 83 15
Metabolismo intermediario central 64 1.1
Chaperonas v proteinas de choque térmico 52 09
Quimiotaxis 43 0.8
Replicacion, recombinacion, modificacion vy reparacion de DNA 81 15
Metabolismo energético 166 3.0
Metabolismo de fosfolipidos v dcidos grasos 56 1.0
Proteinas de membrana 7 0.1
A ccesorios v motilidad 65 12
Biosintesis y metabolismo de nucledtidos 60 1.1
A paratos de secrecion y exportacion de proteinas. 83 15
Enzimas putativas 409 73
Relacion con fagos, transposones o plasmidos 38 07
Factores de secrecion (toxinas, enzimas y alginato) 58 1.0
Proceso de transcripeion v degradacion de RNA 45 0.8
Reguladores transcripcionales 403 7.2
Traduccion, modificacion v degradacion post traduccional 149 27
Trasporte de moléculas pequefias 555 10.0
Sistemas de regulacion de dos componentes 118 21
Hipotéticos 1774 31.8
Desceonocidos (Hipotéticos conservados) 757 136
Total 5570 100.0

1.3.1 Sistema de Quérum sensing (QS).

El quorum sensing (QS por sus siglas en inglés) es un mecanismo en el que las
bacterias se comunican utilizando moléculas como sefial quimica. En bacterias, la
comunicacion quimica implica la produccion, liberacién, detecciéon y re suspension de

pequefias moléculas hormonales llamadas autoinductores. Este proceso, permite que las
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bacterias monitoricen otras bacterias del entorno para alterar el comportamiento a escala de
toda la poblacion, en respuesta a cambios en el nimero y las especies presentes en una
comunidad (Waters & Bassler, 2005).

El primer sistema de QS descrito es el de la bacteria Vibrio fischeri; que es un
simbionte facultativo de peces marinos y calamares y se considera el paradigma de QS de la
mayoria de las bacterias Gram negativas (Nealson & Hastings, 1979). La regulacion de la
bioluminiscencia de esta bacteria estad mediada por el sistema LuxI-LuxR, que pertenece a la
red de sefializacion de quérum sensing. Luxl sintetiza la sefial, una acil-homoserina lactona
(AHL) de seis carbonos (3-oxo-hexanoil-HSL), que a medida que se acumulan llevan a la
union y activacion de un regulador especifico LuxR. El LuxR activado se une a secuencias
palindrémicas especificas del ADN, llamadas ‘“caja lux”, donde recluta a la ARN polimerasa

para asi aumentar la expresion de genes (Gonzalez & Keshavan, 2006).

La bien caracterizada red QS de P. aeruginosa comprende dos homologos de LuxIR
de sistemas de sefializacion dependientes de AHL (las y rhl), y otro mecanismo de
sefializacion que depende de la sefial 2 heptil-3-hidroxi-4-(1H)-quinolona (PQS) (Diggle
et al., 2006; Gallagher et al., 2002) (Figura 12). El sistema las estd compuesto de la sintasa
Lasl, que dirige la biosintesis del autoinductor, N-(3-oxododecanoil)-I-homoserina lactona
(30C12HSL), vy el activador transcripcional afin LasR (Pesci etal., 1997) (Figura 12),
Analdgicamente, el sistema rhl incluye el regulador RhIR vy la sintasa Rhll que produce N-
butiril-I-homoserina lactona (C4HSL) (Brint & Ohman, 1995; Ochsner & Reiser, 1995;
Winzer & Williams, 2001) (Figura 12).

A alta densidad celular, la acumulacion de las sefiales de QS 30C12HSL y C4HSL a
una concentracion umbral, incrementa la union y la activacion a sus reguladores
transcripcionales afines. El sistema las mas alla se comunican con el sistema rhl a través de
la interaccion y activacién de RhIR, por el complejo 30C12HSL-LasR, lo que resulta en una
superposicién en su regulon (Glessner et al., 1999). Como tal, el sistema las y rhl ejerce
control transcripcional sobre la produccidn de factores de virulencia extracelulares similares,

como la elastasa, proteasa alcalina, proteasa lasA, exotoxina A, ramnolipidos, piocianina,
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cianuro de hidrdégeno, lectinas citotoxicas PA-IL y PA-1IL y sobre la motilidad bacteriana

(Diggle et al., 2002; Latifi et al., 1995; Stintzi et al., 1998; Winson et al., 1995; Winzer &

Williams, 2001).
e «* @ W e
l BDC!-E“IEL 1 l COPs 1
- . ®
e [t ] e 3
[’%sn_b o> »
. { & CED
et oy Gy =
= ; F________J'________'I
ombE  ambi
CRE
<Gy
ol pedl ped] pvell
MAPS genes

— Positive reguiation
——a Negative eguistion

{;L-Il_ﬂ-"l B o Mechanizm unknown
—— T s Diirection of signal
&3 o £ q::l transportaticn/transduction

Figura 12. Sistema de Quorum Sensing (QS) en P. aeruginosa.

Los sistemas de comunicacion quimica interconectados en P. aeruginosa (tomado de Ahator & Zhang, 2019).
El sistema de respuesta al estrés por agotamiento de fosfato y las QS aguas arriba representado por PhoB, regula
los sistemas PQS y Rhl QS aguas abajo, a través del sistema de sefializacion 1QS. La biosintesis de CDPs esta
influenciada por alguna enzima NRPS, y la mezcla de CDPs podria estimular el sistema las con algun
mecanismo desconocido. Estos sistemas de comunicacion quimica interconectados son capaces de modular la
fisiologia bacteriana y la virulencia en respuesta a diversos cambios ambientales, incluida la dindmica de la
densidad de poblacion y el estrés por agotamiento de fosfato. Abreviaturas: C4HSL, N-butiril-L-homoserina
lactona; CDPs, dipéptido ciclico; 1QS, Integrador de quorum sensing; NRPS, péptido sintetasa no ribosomal;

PQS, 2-heptil-3-dihidroxi-4-(1H)-quinolona; QS, deteccién de quérum.
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La tercera sefal QS, PQS, se sintetiza a través de la condensacion de antranilato y -
ceto dodecanoato (Bredenbruch et al., 2005). EI grupo de genes pgsABCD estéa involucrado
en la produccion del precursor de PQS, 2-heptil-4(1H)-quinolona (Bredenbruch et al., 2005),
que se convierte en PQS por PgsH, una monooxigenasa putativa (Deziel et al., 2004,
Gallagher et al., 2002). La produccién de PQS esta regulada por el regulador de tipo LysR
PgsR (también conocido como MvfR) (Figura 12), y este sistema QS controla la biosintesis
de ciertos factores de virulencia asociados a AHL, como piocianina, ramnolipidos, elastasa
y lectina galactofilica, y también afecta el desarrollo de biopeliculas (Diggle et al., 2003,
2006; Pesci et al., 1999). Ademas, PQS regula la formacion de microvesiculas, un sistema de
entrega de la sefial de PQS, proteinas, toxinas y ADN (Bomberger et al., 2009; Mashburn &
Whiteley, 2005), ademés posee propiedades antioxidantes, actividad quelante de hierro y
tiene un efecto inhibidor del crecimiento contra otras especies de bacterias (Bomberger et al.,
2009; Bredenbruch et al., 2006; Toyofuku et al., 2010).

Los tres sistemas de QS en P. aeruginosa estan organizados jerarquicamente, donde
el sistema las esta en la posicion anterior del circuito QS y controla los genes pgs y rhl aguas
abajo en condiciones in vitro normales (de Kievit et al., 2002; Gallagher et al., 2002; Pesci
etal., 1999) (Figura 12). El sistema PQS desempefia una funcién reguladora intermediaria
en la retrasmision de las sefiales Las-Rhl de QS, ya que el PQS exdgeno aumenta la expresion
de RhIR e influye en la expresion de factores de virulencia dependientes de rhl.
Curiosamente, el sistema Rhl regula negativamente el sistema PQS segun la abundancia
relativa de sus moléculas de sefializacion afines en el medio extracelular y la capacidad de

las bacterias para percibirlas (Wade et al., 2005; Xiao et al., 2006).

El sistema de quorum sensing es importante por coordinar diferentes procesos
bioldgicos en P. aeruginosa PAOL, tales como la simbiosis, resistencia al estrés oxidativo y
resistencia a antibioticos (Ahator & Zhang, 2019; Papenfort & Bassler, 2016; Waters &
Bassler, 2005). Ademas de los autoinductores, como las AHL y PQS, el sistema de quorum
sensing en P. aeruginosa regula la produccion de ciclodipéptidos (CDPs) que pueden actuar
como antagonistas compitiendo con las AHL por el sitio de union a su regulador LasR (Figura
13) (Ahator & Zhang, 2019; Waters & Bassler, 2005). P. aeruginosa PAO1 produce cuatro
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ciclodipéptidos: ciclo(L-Pro-L-Val), ciclo (L-Pro-L-Leu), ciclo(L-Pro-L-Tyr) y ciclo(L-Pro-
L-Phe); (Figura 13), que han sido reportados por su actividad tipo auxina incrementando la
biomasa foliar y radicular en A. thaliana, donde se involucra la via de sefializacion de
AtTOR- S6K (Gonzélez et al., 2017; Gonzalez-L6pez et al., 2021; Ortiz-Castro et al., 2011).
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Figura 13. Sefiales quimicas de QS de P. aeruginosa PAOL1.

Estructuras de las sefiales quimicas y derivados enunciados en Ahator & Zhang, 2019. Abreviaturas: 30C6HSL,
3-oxohexanoil-homoserina lactona; 30C12HSL, N-(3-oxododecanoil)-L-homoserina lactona; AHL, acil
homoserina lactona; AMB, 1-2-amino-4-metoxi-trans-3-acido butenoico; BDSF, &cido cis-2-dodecanoico;
C4HSL, N-butiril-1-homoserina lactona; CDA, &cido cis-2-decanoico; CDP, dipéptido ciclico; CDSF, &cido cis-
11-metildodeca-2,5-dienoico; DSF, factor de sefial difusible; HHQ, 2-heptil-4(1H)-quinolona; ALA, acido
indol-3-acético; 1QS, integrador de quorum sensing; PAA, acido fenilacético; PQS, 2-heptil-3-hidroxi-4-(1H)-
quinolona; SDP, espermidina; SPM, espermina.
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Se ha descrito que la produccion de los CDPs es regulada por un grupo de genes
descritos como péptido sintetasas no ribosomales (NRPS), algunos de ellos estan implicados
en la produccion de 1QS, pioverdina y piocianina (Figura 13) (Ahator & Zhang, 2019; Wang
et al., 2014). La mutacion de genes NRPS modifica la produccion de CDPs y otros factores
de virulencia importantes para P. aeruginosa PAO1 (Diaz-Pérez et al., 2022; Gonzélez et al.,
2017). Se sugiere ademas que los PAO1-CDPs acttan de manera antagénica con las AHL de
PAO1, compitiendo por la region transcripcional de LasR del sistema de QS de PAO1, pues
en estudios moleculares hechos por Gonzélez etal., 2017, mostraron que el sitio de
interaccion 3-ox0-C12-HSL en el regulador LasR ocurrio en un sitio bien definido,
interactuando con los residuos Ser129, Asp73 y Trp60; mencionando también que la energia
de enlace de los CDPs con LasR es alta, dentro del rango de la energia de enlace de 3-oxo-
C12-HSL-LasR la cual es de -7.3 Kcal/mol, ademéas se menciona que la dimension de la
rejilla de la estructura de la proteina LasR de P. aeruginosa con el 3-oxo-C12-HSL y los
CDPs fue similar (=1 A).

1.3.2 Factores de virulencia y su relacion con el QS.

Como patdgeno oportunista, P. aeruginosa PAO1 es una bacteria muy competitiva
que produce factores de virulencia como ramnolipidos, piocianina, flagelina, biopelicula,
catalasa, proteasa alcalina, elastasa y lecitina, entre otros (Papenfort & Bassler, 2016; Smith
& Iglewski, 2003). Los factores de virulencia que produce P. aeruginosa le proporcionan
una capacidad eficiente de colonizacion (Rudrappa & Bais, 2008). Factores de virulencia
tales como proteasa y flagelina han sido descritos como PAMPs (Ramirez-Prado et al., 2018),

reconocidos por receptores PRRs.

El circuito de QS es esencial para la expresion de factores de virulencia, asi como
para la formacién de biopelicula, se ha especulado que la actividad patdgena y la regulacion
por QS estan estrechamente ligadas para el establecimiento efectivo de la infeccion (Ahator
& Zhang, 2019; Juhas et al., 2005). Muchos de los factores de virulencia secretados y
fenotipos, como la formacion de biopelicula, estan bajo el control del QS regulado mediante

moléculas autoinductoras (Tabla 2).
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Muchos de los factores relacionados con la virulencia de P. aeruginosa participan
directa o indirectamente en la interaccion fisica con la célula huésped y las proteinas del
anfitrion, incluyendo a los sistemas de secrecion (tipo I, tipo Il y tipo VI) y efectores
asociados (incluyendo ExoT, ExoU, ExoS y ExoA, fosfolipasa C y proteasa alcalina),
flagelos y estructuras asociadas en la adhesion a las células del huésped, tal como el pili tipo
IV. Otros factores de virulencia reconocidos incluyen los implicados en el quorum sensing
(sistemas AHL y PQS), en la adquisicion de hierro (Pioquelina y Pioverdina), produccién de
moléculas pequefas/sintesis de toxinas (fenazinas, cianuro de hidrogeno), alginato, LPS y la

formacion de biopelicula (Feinbaum et al., 2012).

Tabla 2. Funciones controladas por el circuito de QS en P. aeruginosa (tomada de Juhas, et al., 2005).

Controlado por las Controlado por rhl Controlado por PQS
sintesis PQS sintesis PQS sistema rhl

sistema rhl ramnolipidos ramnolipidos
formacion de biofilm proteasa alcalina formacion de biofilm
proteasa alcalina elastasa elastasa

elastasa piocianina piocianina

lipasa lipasa lecitinaAy B

ac. cianhidrico lecitinaAyB

secrecion Xcp ac. cianhidrico

exotoxina A secrecion Xcp

neuraminidasa guitinasa

endoproteasa PvdsS RpoS

catalasa exoenzima $

peraxido dismutasa swarming

aminopeptidasa twiching

swimming

swarming

twiching

1.3.2.1 Pigmentos producidos por P. aeruginosa.

P. aeruginosa posee la capacidad de formar diferentes pigmentos hidrosolubles
(Figura 14), entre los cuales se incluye el compuesto fluorescente pioverdina (también

producido por Pseudomonas putida y Pseudomonas fluorescens). Cuando la pioverdina se
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combina con el pigmento fenazinico azul piocianina, se crea el color verde brillante,
caracteristico de P. aeruginosa, que también puede producir otros pigmentos hidrosolubles,
como la piorrubina (rojo) y la piomelanina (marrén). Estas sustancias, cuya produccion se ve
favorecida por temperaturas menores a 37 °C y por la presencia de hierro en el medio, fueron
aplicadas como marcadores fenotipicos con utilidad variable, se ha demostrado que poseen

actividad antibacteriana y efecto sobre la integridad del epitelio respiratorio (Merino, 2007).

Figura 14. Pigmentos de P. aeruginosa PAOL1.

Colonias de aislamientos hospitalarios de P. aeruginosa. Se aprecian los
diferentes pigmentos producidos sobre agar Mueller Hinton, luego de 48 h
de incubacién a 28 °C (tomada de Merino 2007).

1.3.2.2 Ramnolipidos

Los ramnolipidos (RLs por sus siglas en inglés) producidos por P. aeruginosa son los
biosurfactantes mas estudiados debido a sus aplicaciones potenciales en una amplia variedad
de industrias y los altos niveles de su produccidon. Sin embargo, se reporta que otras especies
bacterianas como Burkholderia mallei y B. pseudomallei, también son productoras de

ramnolipidos (Toribio et al., 2010).

La estructura de los RLs varia debido al namero de fraccion de ramnosa y la longitud y
el nimero de cadena de carbono. En vista de las estructuras, los RL se pueden describir de la
siguiente manera: son glucésidos compuestos principalmente de dos partes, primero una
fraccion de ramnosa (parte glicona) y la segunda fraccion de lipidos (parte aglicona). La
fraccion de ramnosa de RLs esta compuesta por una o dos fracciones de ramnosa unidas entre
si, que se llaman mono-RLs y di-RLs, respectivamente. La fraccion lipidica, sin embargo,
estd compuesta por cadenas de acidos grasos hidroxi (saturadas, mono o poliinsaturadas y de

longitud de cadena que varian de C8 a C16) unidas entre si (Eslami et al., 2020).
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Los RLs son glicolipidos producidos por bacterias que estan involucrados en la
motilidad de la superficie y el desarrollo de biopeliculas, son esenciales para la motilidad
bacteriana y el desarrollo de biopeliculas (Chrzanowski et al., 2012; Eslami et al., 2020;
Vatsa et al., 2010). Estudios diversos reportan que los RLs desencadenan una respuesta
inmune en A. thaliana caracterizada por la acumulacion de moléculas de sefializacion y la
activacion de genes de defensa. Esta respuesta inmune participa en la resistencia contra la
bacteria hemibiotréfica Pseudomonas syringae pv tomate, el oomiceto bidtrofo

Hyaloperonospora arabidopsidis y el hongo necrotrofico Botrytis cinerea.

La resistencia mediada por RLs implica diferentes vias de sefializacién que dependen
del tipo de patogeno. ElI ET estd involucrado en la resistencia inducida por RLs a H.
arabidopsidis y a P. syringae pv tomate, mientras que el JA es esencial para la resistencia a
B. cinerea. EIl SA participa en la restriccion de todos los patdgenos. Actualmente se sugiere
que las plantas dependientes de SA son potenciadas por los RLs después del desafio por

organismos como B. cinerea o P. syringae pv tomate (Sanchez et al., 2012).

Los RLs son potentes estimuladores de la inmunidad animal (Vatsa et al., 2010).
Recientemente también se ha demostrado que provocan respuestas de defensa de las plantas
e inducen resistencia contra B. cinerea en la vid (Varnier et al., 2009). Igualmente participan
en la actividad de biocontrol de la bacteria beneficiosa de la planta Pseudomonas aeruginosa

PAQ1, contra los oomicetos (Perneel et al., 2008).

Los RLs desencadenan una respuesta inmune en A. thaliana caracterizada por la
acumulacién de moléculas de sefializacion y la activacion de genes de defensa. Se ha
reportado que los RLs pueden desencadenar las vias de sefializacion de ET, JA 'y SA, contra
microorganismos biotréficos, hemibiotroficos y necrotréficos y que la sefializacion de las
fitohormonas y vias de sefializacion como las MAPK depende del microorganismo con el
que se confronte A. thaliana, sin embargo, se sugiere que los RLs juegan un rol central en la

respuesta de defensa modulada por SA (Sanchez et al., 2012).
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1.4 Elicitores de la respuesta de defensa en plantas.

Las plantas también pueden percibir estimulos externos, incluidas moléculas producidas
por algunos patogenos, como RLs, CDPs o vesiculas bacterianas de membrana externa
(OMVs por sus siglas en inglés), que funcionan como elicitores que activan los sistemas de
defensa. A través de la preexposicion a pequefias dosis de estos compuestos, las plantas
pueden ser inmunizadas, reduciendo asi los efectos durante los ataques de patdgenos
(McMillan et al., 2021; Noh et al., 2017; Sanchez et al., 2012).

1.4.1 Vesiculas bacterianas de membrana externa (OMVs).

Las vesiculas bacterianas de la membrana externa (OMVs por sus siglas en ingles),
realizan una variedad de funciones en la supervivencia bacteriana y la virulencia. En los
sistemas de mamiferos, las OMVs activan las respuestas inmunes y se explotan como
vacunas. Sin embargo, poco trabajo se ha centrado en las interacciones de las OMVs con los
huéspedes de las plantas (McMillan et al., 2021).

Las células de todos los reinos de la vida producen vesiculas extracelulares. Las
bacterias pueden usar estos "paquetes" bioldgicos secretados, de 40 a 200 nm de diametro,
para eliminar compuestos toxicos como las proteinas mal plegadas, facilitar la adaptacion
bacteriana al cambio ambiental y el estrés, y comunicarse con su entorno utilizando

mediadores insolubles (Horspool & Schertzer, 2018; Volgers et al., 2018).

En las bacterias Gram-negativas, las vesiculas brotan de la membrana externa en un
proceso que no dafia ni debilita la membrana bacteriana (Kulp & Kuehn, 2010;
Schwechheimer et al., 2013). La produccion de OMVs esta influenciada por muchos factores,
incluida la etapa de crecimiento y el estrés, investigaciones anteriores sugieren que la
produccion alcanza su punto maximo durante el registro tardio y la fase estacionaria temprana
y aumenta en respuesta al estrés (Orench-Rivera & Kuehn, 2016; Pathirana & Kaparakis-
Liaskos, 2016).
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Para los patogenos bacterianos, los estudios han demostrado que las OMVs estan
enriquecidas en toxinas y factores de virulencia e interactian especificamente con, y a
menudo se internalizan en, las células huésped (Schwechheimer & Kuehn, 2015; Volgers
et al., 2018). Las interacciones OMV-huésped pueden beneficiar a los patégenos y contribuir
a su estrategia general de virulencia; sin embargo, los sistemas inmunes del huésped también
detectan las OMVs y los usan como sefiales para activar respuestas inmunes que mejoran la
capacidad del huésped para superar la infeccion (Caruana & Walper, 2020; Kaparakis-
Liaskos & Ferrero, 2015).

Estudios proteémicos han revelado que las OMVs de las bacterias patogenas de las
plantas contienen enzimas que degradan la pared celular, componentes de la maquinaria de
secrecion de proteinas y efectores, acidos nucleicos conocidos por inducir respuestas
inmunes y una variedad de factores de virulencia (Kulkarni et al., 2015; Solé et al., 2015). Se
ha demostrado que las OMVs de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, X. campestris pv.
campestris y X. oryzae pv. oryzae y los factores de virulencia purificados de estas OMVs,
desencadenan respuestas inmunes que incluyen la deposicion de callosa, el aumento de la
transcripcion de los receptores PAMPs y la liberacion de especies reactivas de oxigeno
(Bahar et al., 2016; Tayi et al., 2016).

Ante la exposicion a las OMVs bacterianas, las plantas pueden montar una respuesta
inmune de amplio espectro, contra patdgenos bacterianos y oomycetes. Esta respuesta se
conserva para las OMVs de una variedad de especies bacterianas, aungque no para todas las
especies, e incluye una compleja gama de respuesta inmune directa de la planta e inhibicién
directa del crecimiento, lo cual resulta como una herramienta Util para desacoplar el
crecimiento de las plantas y la activacion de la respuesta de defensa (Figura 15). El estudio
de estas diferentes respuestas proporciona una vision unica de como las plantas diferencian
entre interacciones bacterianas beneficiosas, comensales y patégenas. Ademas, los datos
revelan un nuevo y emocionante uso de las OMVs como una herramienta para desacoplar el
crecimiento de las plantas y la activacion de la defensa, asi como la sefializacion y el resultado
inmune (McMillan et al., 2021).
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Figura 15. Efecto OMVs de patégenos, balance entre proteccion y crecimiento.

Efecto de OMVs sobre la respuesta de defensa de A. thaliana (tomada de McMillan, et al., 2021). Las vesiculas
de la membrana externa bacteriana (OMV) realizan una variedad de funciones en la supervivencia y virulencia
bacteriana. En mamiferos, las OMV activan respuestas inmunitarias y se explotan como vacunas. Las OMV de
Pseudomonas syringae y P. fluorescens activan las respuestas inmunitarias de las plantas que las protegen
contra patdgenos bacterianos y oomicetos. La actividad inmunomoduladora mediada por OMV de estas
especies mostro una sensibilidad diferente a los factores de estrés bioquimicos, lo que refleja diferencias en el
contenido de OMV. Es importante destacar que las respuestas de las plantas mediadas por OMV son distintas
de las desencadenadas por epitopos bacterianos conservados y moléculas efectoras solas. Las respuestas
inmunitarias protectoras inducidas por OMV son independientes del sistema de secrecién tipo 111 (T3SS) y sus
proteinas, pero la inhibicion del crecimiento de plantulas mediada por OMV, depende en gran medida de los
componentes proteicos.

1.4.2 Péptidos bacterianos

Las rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas (PGPR por sus siglas en
inglés), que colonizan la superficie de la raiz y la rizosfera, regulan positivamente el
crecimiento de las plantas y también mejoran su resistencia a las enfermedades (Lugtenberg

& Kamilova, 2009). Los efectos beneficiosos de las PGPR se deben principalmente a la
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produccidn de diversos metabolitos que pueden modular directa e indirectamente la fisiologia
vegetal, relacionada con el crecimiento y la inmunidad (Lugtenberg & Kamilova, 2009;
Zamioudis & Pieterse, 2012).

La resistencia inducida a menudo se clasifica en dos grupos segun los tipos de agentes
biolodgicos causales y las vias de sefializacion de las plantas desencadenadas por los
inductores. En primer lugar, la resistencia inducida acelerada por las PGPR generalmente
aprovecha la maquinaria de sefializacion mediada por JA y la resistencia inducida se
denomina resistencia sistémica inducida (Choudhary etal., 2007). Por otro lado, la
inmunizacion foliar con patdgenos virulentos y/o avirulentos, que inducen necrosis severa y
respuesta hipersensible, respectivamente, también activa la resistencia sistémica adquirida
(Ryals et al., 1996). En el caso de la SAR, las plantas necesitan acumulacion de SA, tanto en
tejidos sistémicos locales como distales, y generan sefiales moviles de larga distancia, para
establecer una respuesta inmune exitosa contra la infeccion secundaria por patégenos
(Dempsey & Klessig, 2012). Varios andlisis genéticos revelan que las plantas mutantes de
Arabidopsis defectuosas en la sefializacion dependiente de JA y SA, son insensibles a las
aplicaciones exogenas de PGPRs y microbios inductores de SAR (Jung etal., 2009;
Zamioudis & Pieterse, 2012).

La estimulacion exdgena de la respuesta inmune de las plantas por microorganismos,
puede activar directamente las respuestas de defensa dependientes de SA y/o JA,
independientemente de la infeccion patogena posterior (Wiesel et al., 2014). Incluso si el
tratamiento confiere efectivamente resistencia a la enfermedad, se altera una asignacion de
energia adecuada, lo que resulta en un defecto de crecimiento en las plantas (Walters et al.,
2013). Un modo diferente de accion de los microorganismos beneficiosos, es preparar a las
plantas para que activen rapida y fuertemente los eventos relacionados con la defensa durante
la infeccidn por patogenos (Conrath, 2011). En este caso, las plantas no muestran ningun
cambio fisioldgico significativo sin infeccidon por patégenos (Conrath et al., 2015). Por lo
tanto, el cebado de la respuesta de defensa es un fenédmeno notable para el manejo efectivo

de las enfermedades de las plantas (van Hulten et al., 2006).
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Los dipeptidos ciclicos son uno de los compuestos mas simples que se derivan de
bacterias a humanos (Bellezza et al., 2014). El género Bacillus también genera muchos CDPs
conjugados con moléculas lipidicas, como iturinas, fengicina y surfactinas, que
desencadenan la activacion de la respuesta inmune de las plantas (Park et al., 2016). Ademas,
los CDPs producidos por Streptomyces sp. y Bacillus spp., tienen actividades antibacterianas
y antifangicas (Kumar et al., 2014; Wattana-Amorn et al., 2016). Estos informes sugieren
fuertemente que los CDPs son buenos candidatos para el manejo de enfermedades de las
plantas. Tanto un CDPs sintético, ciclo(Gly-L-Pro), como tres CDPs diferentes, ciclo(L-Ala-
L-1le), ciclo(L-Ala-L-Leu) y ciclo(L-Leu-L-Pro) aislados de B. vallismortis BS07, que no
tienen actividad antimicrobiana directa in vitro, requieren ciertas proteinas importantes para
las respuestas de defensa dependientes de SA y/o JA para inhibir con éxito el crecimiento de
bacterias en Arabidopsis. Ademas, el tratamiento exdgeno de estos CDPs puede preparar a
las plantas para que expresen fuertemente el gen PR4, involucrado en la defensa relacionada
con JA en Arabidopsis (Noh et al., 2017).

2. ANTECEDENTES.

2.1 CDPs de Pseudomonas aeruginosa PAO1 como elicitores de la respuesta de defensa
en plantas.

En nuestro grupo de trabajo se ha reportado que Pseudomonas aeruginosa PAO1 produce
cuatro ciclodipéptidos (PAO1-CDPs), ciclo(L-Pro-L-Phe), ciclo(L-Pro-L-Val), ciclo(L-Pro-
L-Tyr) y ciclo(L-Pro-L-Leu), que son sintetizados a través de las péptido sintetasas no
ribosomales (O. Gonzélez et al., 2017), los cuales han sido reportados por su actividad similar
a la auxina de aumentar la biomasa radicular y foliar en A. thaliana con la participacion de
la via AtTOR-S6K (Gonzélez et al., 2017; Gonzéalez-Lo6pez et al., 2021; Ortiz-Castro et al.,
2011). Ademas, se determind que los PAO1-CDPs influyen en la deteccion del quérum
sensing (Gonzalez et al., 2017). También se ha reportado que los PAO1-CDPs promueven el
crecimiento y desarrollo del maiz, a través de la via de sefializacion TOR/S6K, como un
mecanismo de crecimiento de la planta y desarrollo de raices en la interaccion planta-

microorganismo (Corona-Sanchez et al., 2019).
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Otros reportes del grupo sugieren que los CDPs-PAQL1 tienen potencial anticancerigeno,
por su efecto citotoxico sobre lineas celulares HelLa (cancer cervicouterino) y CaCo (cancer
colorrectal) (Vazquez-Rivera etal., 2015). Ademas, se dilucidd que el efecto
antiproliferativo de los PAO1-CDPs es a través de la via de sefializacion de mTOR-PI3K-
AKT-S6K, evitando la fosforilacion de las cinasas AKT y S6K, donde también hay
participacion del complejo mTORC1/C2, bloqueando las proteinas cinasas de multiples vias
de sefalizaciéon involucradas en la supervivencia, proliferacion, invasividad, apoptosis,
autofagia y metabolismo energetico, como PI3K/Akt /mTOR, Ras/Raf/MEK/ERK1/2, PI3K
IINK/PKA, p27Kipl/CDK1/ survivin, MAPK, HIF-1, Wnt/B-catenina, HSP27, EMT, CSC
y receptores, como EGF/ErbB2/HGF Met (Hernandez Padilla, 2016; Hernandez-Padilla
etal., 2017, 2020).

Ademas, se ha reportado que los PAO1-CDPs disminuyeron el tamafo del melanoma y
la formacion de tumores en un modelo de melanoma de raton xenoinjertado subcutaneo,
donde los PAO1-CDPs aceleraron la muerte de las células de melanoma murino B16-F0. En
ratones, el efecto antitumoral mejoré mediante el tratamiento con PAO1-CDPs gue utilizaron
ciclodextrinas como vehiculo farmacolégico. En los tumores, los PAO1-CDPs causaron
fragmentacion nuclear y cambiaron la expresion de los marcadores apoptoticos Bcl-2 y Ki67
y promovieron la restauracién de la hiperactivacion de la via PI3K/Akt/mTOR (Duréan-
Maldonado et al., 2020). Lo anterior, demuestra que los PAO1-CDPs producidos por P.
eruginosa PAOL tienen diferentes potenciales. P. euroginosa, clasificada como un
organismo hemibiotréfico, produce multiples factores de virulencia y afecta a A. thaliana
mediante la produccién de biopelicula y ramnolipidos. En este trabajo se sugiere que los
PAO1-CDPs pueden tener un efecto elicitor igual al de CDPs producidos por otros

microorganismos, como Streptomyces sp., Bacillus spp y B. vallismortis BS07.

Realmente poco se sabe acerca del potencial de los PAO1-CDPs como elicitores de la
respuesta inmune de las plantas, sin embargo, en este trabajo se pretende elucidar el tipo de
respuesta de defensa que activan, asi como el de sus factores de virulencia, como piocianina
y ramnolipidos, sobre A. thaliana, donde pueden estar involucradas las capas de defensa SAR

y SIR, asi como la sefializacion de diversas fitohormonas, como JA, SA'y ET, lo cual puede
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incluir la participacién de vias de sefializacion de proteinas cinasas como MAPK3/MPKG6 y
AtTOR-S6K, desencadenando la activacion de genes de respuesta a patégenos como PR-1 'y
LOX2. Al respecto, se sabe que la sobreexpresién de TOR en plantas produce un efecto
negativo durante los ataques de patdgenos, lo que resulta en plantas mas dafiadas. Por el
contrario, la inhibicion de TOR reduce el dafio patdgeno (Figura 16) (De Vleesschauwer
et al., 2016; Vleesschauwer et al., 2018; Zanetti & Blanco, 2017).
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Figura 16. Participacion de TOR en la modulacién del sistema inmune en plantas (tomado de De
Vleesschauwer, et al., 2017).

OsTOR induce la susceptibilidad al patégeno bacteriano del tizon de la hoja Xanthomonas oryzae pv. oryzae
(X00). Todas las plantas de la progenie T1 se inocularon con la cepa PX0O99 virulenta de Xoo utilizando el
método de recorte de hojas y 12 dias después de la inoculacion se midié la longitud de las lesiones. Los
resultados muestran que la salida de sefializacién del objetivo de la rapamicina (TOR) esta inversamente
correlacionada con la resistencia a Xo0o. Se tomaron fotografias que ilustran los sintomas representativos de la
enfermedad 12 dias después de la inoculacion y se muestran en (d). Poblaciones de Xoo PX099 en Kitaake, un
control de transgén nulo y dos lineas independientes de ARNi T2 TOR OX y Raptor (proteina asociada a la
regulacion de mTOR) a los 0-16 dias después de la inoculacion (e). Los datos que se muestran son medias +
SD de tres réplicas de al menos dos hojas agrupadas. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas en relacion con las muestras de Kitaake para cada punto de tiempo por separado (Duncan, a <
0.05). Para analizar el bloqueo de la sefializacion de Xoo en plantas de tipo salvaje (f, g). Se separaron las dos
hojas mas jovenes completamente desarrolladas de plantas de Kitaake de 6 semanas de edad, se inocularon con
P0O99 y se flotaron en soluciones acuosas que contenian dimetilsulfoxido (DMSQO) o inhibidores de TOR. Las
densidades bacterianas se determinaron a intervalos de 3 dias. Los datos son medias + SD de tres réplicas de
cuatro hojas agrupadas. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas en relacion con las
muestras control de Kitaake (Duncan, o <0.05). Una repeticion del experimento arrojo resultados similares.
UFC, unidades formadoras de colonias.
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3. JUSTIFICACION.

Los CDPs producidos por P. aeruginosa PAOL regulan su sistema de QS y este a su vez
la produccién de factores de virulencia como piocianina (PC) y ramnolipidos (RLs). Se ha
reportado que los PAO1-CDPs modifican la arquitectura de A. thaliana a través la via de
AtTOR, sin embargo, se desconoce si la via de MAPKSs puede estar involucrada en estos
procesos, especificamente un mddulo donde participan MPK3/MPK®6. También se desconoce
si en A. thaliana los PAO1-CDPs activan genes de defensa, como PR-1 y LOX2, asociados a
SA y JA respectivamente. Para abordar etas preguntas, es importante el estudio del efecto de
mutantes NRPS afectadas las en produccion de CDPs, sobre las respuestas de defensa de las

plantas.

4. HIPOTESIS.

La produccién de CDPs modifica la patogenicidad de P. aeruginosa PAO1, actuando como

elicitores de la respuesta inmune de A. thaliana a través de las vias AtTOR y MPK3/MPKG6.

5. OBJETIVO GENERAL.

Analizar la participacion de las vias de sefializacion MAP cinasas y AtTOR en la
respuesta inmune de A. thaliana ante la patogenicidad de una cepa P. aeruginosa PAO1

modificada en la produccion de CDPs.

5.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1: Evaluar la respuesta inmune de A. thaliana ante la patogenicidad de una cepa de P.

aeruginosa PAO1 modificada en la produccion de CDPs.

2: Determinar la participacion de las vias de MAP cinasas y/o AtTOR en las respuestas de
A. thaliana ante la patogenicidad de una cepa de P. aeruginosa PAO1 modificada en

produccion de CDPs.
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6. RESULTADOS.
6.1. Resultados publicados

Los resultados mas relevantes de este trabajo y la discusion de los mismos estan incluidos
en la siguiente publicacién internacional (archivo adjunto):

Solis-Ortiz, C. S., Gonzalez-Bernal, J., Kido-Diaz, H. A., Pefia-Uribe, C. A., Lopez-
Bucio, J. S., Lopez-Bucio, J., ... & de La Cruz, H. R. (2022). Bacterial cyclodipeptides elicit
Arabidopsis thaliana immune responses reducing the pathogenic effects of Pseudomonas
aeruginosa PAO1 ambB/pvdl and PA4078/pvdl strains on plant development. Journal of Plant
Physiology, 153738.

El archivo electrdnico de esta publicacion, incluyendo los materiales suplementarios, pueden
consultarse directamente en el siguiente enlace:
https://doi.org/10.1016/j.jplph.2022.153738
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1. Introduction

Plants being sessile organisms are exposed to different external fac-
tors that produce stress, Plant stress can be classified as biotic and
abiotic depending on its nature. Abiotic stresses include water stress,
mechanical stress, high and low temperatures, and nutrient deficiencies,
among others, while biotic stress is produced by a wide variety of mi-
croorganisms, including necrotrophic ones, such as Bomyts cinerea
(AbuQamar et al., 2017; Fujita et al., 2006; Nie et al., 2017), biotrophic
ones, such as Cladosporium fulvum (Doehlemann and Hemersberger,
2013), and hemibiotrophic ones, such as P. aeruginosa (Rudrappa and
Bais, 2008). Pseudomonas acruginosa PAO1 is listed as an opportunistic
pathogen in humans (Dubern et al, 2015) and also has a high mortality
rate in plants (Chahtane et al, 2018; Rudrappa and Bais, 2008).
P. aeruginosa produces various virulence factors that provide an efficient
colonizing capability (Rudiappa and Bais, 2008). Some of the virulence
factors produced by the P. aeruginosa PAOL strain are rhamnolipids,
pyocvanin, flagellin, biofilm, catalase, alkaline protease, elastase, and
lecithin, among others (Smith and Iglewsid, 2003), The quorum sensing
(QS) systems regulate the production of all these compounds, which also
coordinates biological processes such as symbiosis, resistance to oxida-
tive stress, and resistance to antibiotics (Ahator and Zhang, 2019
Papenfort and Bassler, 2016; Waters and Bassler, 2005). Virulence fac-
tors, such as protease and flagellin, have been described as
pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) (Ramirez-Prado et al.,
2018), recognized by surface-localized pattern recognition receptors
(PRRs) (Ranf, 2017), and triggering the activation of different
Mitogen-Activated  Protein  Kinase (MAPK) modules, where
MPE3/MPK6 and MPK4 are part of these MAPK pathways (Withers and
Dong, 2017; Zhang et al.,, 2018), which in turn promotes the expression
of response genes to pathogens such as PATHOGENESIS-RELATED-1
(PR-1) or LIPOX YGENASE2 (LOX2) (Criollo-Arteaga et al., 2021; Santino
et al., 2013). The MAPK module containing MPK3/MPK6 proteins is
considered a positive regulator of the plant defense response, whereas
the module that contains MPK4 is regarded as a negative regulator
(Pitzschke et al., 2009), The MAPK pathway is related to plant devel-
opment and growth (Lopez-Bucio et al., 2019; Xu and Zhang, 2015), but
it is also one of the main signaling pathways involved in the defense
response of plants, The A. thaliana genome encodes for 80 MAPK
kinase-kinase (MAPKEK), 10 MAPK kinases (MAPKK), and 20 MAPK,
which form functional MAPK modules containing at least one of each,
and are activated by phosphorylation (Meng and Zhang, 2013; Pecher
et al., 2014; Pitzschke et al., 2009),

MAPK signaling has been related to the production and signaling of
salieylic acid (SA), jasmonic acid (JA), and Ethylene (ET), the three
major plant hormones involved in the plant defense responses (Linet al.,
2021; Shigenaga and Argueso, 2016). The plant immunity system
comprises multiple layers, such as pattern-triggered immunity (PTI)
activated by PAMPS and effector-triggered immunity (ETI) triggered by
a variety of effector proteins deployed by pathogens (Jones and Dangl,
2006; Nguyen et al., 2021; Sevfferth and Tsuda, 2014). PT1 is sufficient
to suppress disease development by impeding pathogen colonization.
However, some pathogens can disrupt PTI; plants, in turn, have adapted
to recognize their effector proteins and trigger ETI (De Vleesschauwer
et al,, 2018), Upon PAMP recognition, reactive oxygen species and
intracellular calcium influx are generated, and a wansient activation
MAPKs and the production of SA occurs (Seviferth and Tsuda, 2014;
Tsuda and Katagirl, 2010). These processes trigger the hypersensitive
response (HR) and, subsequently, the systemic acquired response (SAR)
(Bigeard et al., 2015; Thomma et al., 2011). Plant systemic resistance
can be divided into SAR, induced by pathogenic microbes and insects,
and induced systemic resistance (ISR), mediated by beneficial microbes
living in the rhizosphere (Romera et al., 2019). It is commonly accepted
that SAR Is a SA-dependent plant defense, featured by the accumulation
of 5A and activation expression of PR genes and that ISR is dependent on
JA and ET pathways. Nevertheless, multiple reports have demonstrated
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activation of both SA and JA/ET signaling pathways in ISR triggered by
beneficial microbes, revealing the complexity and diversity of signal
pathways involved in ISR (Vu et al, 2022). Another signaling pathway
involved in plant defense responses against pathogenic microorganisms
is the target of the rapamyein (TOR) pathway (Margalha et al., 2019;
Petersen and Nuise, 2007), which has been commonly linked to plant
development and growth (Hall, 2016; Sabatini, 2017). It has been
extensively documented that the TOR pathway is the transducer of
signals from external stimuli such as nutrient availability, phytohor-
mones, light exposure, and stress, among others (Albert and Hall, 2015;
Dobrenel et al., 2016; Rexin et al., 2015). TOR protein is conserved in all
eukaryotes. In mammals, TOR is present in two complexes: mTORC1
and mTORC2, mTORCI is defined by its three main components: mTOR,
Raptor (regulatory protein associated with mTOR), and mlSTS
(mammalian protein & Sec13, also known as GjL). mTORC2 also con-
tains mTOR and mLSTS; however, instead of Raptor, mTORC2 contains
Rictor (rapamycin-insensitive companion of mTOR) (John et al., 2011;
Sabatini, 2017; Shi et al., 2018). To date, only the mTORC! analog
complex has been reported in plants. The AtTORC1 complex consists of
AtTOR, LSTS, FKBP12, and RAPTOR (Sabatini, 2017; Shi et al., 2018),
Recent reports in plants show that TOR works as a switch in conjunction
with SnRK1, redirecting energy to defense or development and growth
responses. 1f TOR is active, SnRK1 becomes inactivated, and vice versa.
1f SnRK1 inactivates TOR, defense responses against biotic stress, such as
RNA silencing, SA and JA production, HR progranumned cell death, de-
fense gene activation, and autophagy, will be triggered in plants (Mau-
galha et al., 2019; Zanetti and Blanco, 2017). Under biotic stress,
expression of the genes PR-1 or LOX2 is associated with SA and JA
signaling activation, respectively (Sevfferth and Tsuda, 2014; Rubil
et al., 2022; Yuan et al., 2019). Autophagy activation and abscisic acid
(ABA) production activate SnRK2, which in turn inactivates TOR, and
consequently the mechanisms regulated by TOR (Margalha et al., 2015;
Zanetti and Blaneo, 2017). Overexpression of TOR in plants produces a
negative effect durlng pathogen attacks, resulting in more damaged
plants. Conversely, TOR inhibition reduces pathogen damage (De
Vleesschauwer et al., 2016; Zanett] and Blanco, 2017).

Plants that adequately activate thelr immune system respond effi-
ciently to pathogenic stimuli, which is considered the key response for
survival (McMillan et al., 2021). Plant defense systems are intricated
mechanisms that activate networks of signaling pathways to respond
specifically to lethal threats caused by pathogenic organisms, triggering
HR and cell death (Macho and Zipfel, 2014; Ramirez-Prado et al., 2018).
In addition, it has been reported that plants can also perceive external
stimuli, including molecules produced by some pathogens, such as
rhamnolipids, microbial peprides, or bacterial outer membrane vesicles
(OMVs) that funetion as elicitors that activate the defense systems.
Through pre-exposure to small doses of these compounds, plants can be
immunized, thus, reducing the effects during pathogen attacks
(McMillan et al., 2021; Noh et al, 2017; Sanchez et al, 2012).
P. aeruginosa PAOL produces four CDPs, cyeclo(L-Pro-L-Val), eyclo
(L-Pro-L-Leu), cyclo(L-Pro-L-Tyr), and cyclo(L-Pro-L-Phe), which have
been reported for their auxin-like activity of increasing root and foliar
biomass in A, chaliana with the involvement of the AtTOR-56K pathway
(Gonzalez et al., 2017; Gonzdlez-Lépez et al., 2021; Ortiz-Castro et al.,
2011). Therefore, in the present work, we investigated whether the
CDPs produced by P. aeruginosa PAO1 can also function as elicitors, the
involvement of the JA and SA phytohormones, and the MAPKs and
AtTOR signaling pathways in the plant immune response.

2. Results

2.1. Pre-exposure of A. thaliana to CDPs reduces the pathogenicicy of P.
aeruginosa PAOT

Plant-pathogen interaction experiments without (Fig. 1) and with
pre-exposition of plants to bacterial CDPs (Fig. 2) were conducted to
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elucidate whether pre-exposure of A. thaliona seedlings to CDPs
decreased the negative effects (plant growth inhibition and plant dam-
age) of pathogenic P. aeruginosa PAOL strains. In addition, in our
interaction appioach to elucidate the participation of MAPK and TOR
signaling pathways in pathogen recognition and plant immunity acti-
vation, we used the Arabidopsis mpk6 mutant and a line overexpressing
TOR (oxTOR). Regarding P. aeruginosa strains, in addition to the PAOL
wild type (WT), PAO1-derived double mutants ambB/pvd! (ambB /pvdl)
and PA4078/pvdl (PA4078 /pvdl) were utilized to compare with the
effects of the non-pathogenic double mutant rhll/lasl (rhil /lasl') strain.
The ambB/pvdl and PA4078/pvdl are pathogenic double mutants with
altered production of CDPs and increased production of virulence fac-
tors, obtained in our workgroup by interrupting both of the indicated
genes, which encode for putative non-ribosomal peptide synthase
(NRPS) (unpublished data). The rhl/Lasl double mutant was reported to
have increased CDPs production and reduced virulence factors
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Fig. 1. Effect of P. aeruginosa strains on A. thaliana lines, Col-0, mpk6, and oxTOR.
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production (Ortiz-Castro et al, 2011). The results showed that, as ex-
pected, the pathogenic strains affected Arabidopsis growth and induced
plant damage compared with non-inoculated contol and rhil/las!
inoculated seedlings (Fig. 1). When seedlings were pre-exposed to CDPs
isolated from the PAOL WT and then inoculated with the P. aeruginosa
strains, a decrease in the negative effects was observed in all Arabidopsis
lines (Fig. 2), indicating that the CDPs elicit plant defense against the
bacterial pathogenic attack. The results also show that Arabidopsis
seedlings that overexpress TOR or the mpké mutant are more susceptible
to the negative effects of P. aeruginosa strains ambB/pvdl, highlighting
the relevance of the MAPK and AtTOR pathways in plant defense re-
sponses against this mutant. Both plant lines (oxTOR and mpk6) treated
with this strain show an increased number of plants with lesions. The
oxTOR plants have an increased CFU/mL with all the strains used except
for ambB/pvdl compared with Col-0 plants.

A CDPs sample extracted from the P. aeruginosa PAOL strain was
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and PA4078/pvdl strains (2.5 % 10° CFU) were placed. a) representative photographs of plants grown for 12 days with the bacterium, scale bar = 1 em. b) Graphics of

plants’ fresh weight, number of plants with lesions, and bacterial CFU dara. The values rep

the mean + dard deviation (n = 10). A 2-way ANOVA with a

post hock Tukey test was performed on the data; letters represent a significant staristical difference (P < 0.05). The experiment was repeated thrice.
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decreases with pre-exposure to CDPs. The Col-0, mpk6, and oxTOR Arabidopsis lines were

germinated and grown for five days, and then the plants were placed in an MS medium supplemented with | pg/mL CDPs and grown for 2 days. After this, the plants
were tansferred to Petri dishes, where steaks of PAO1 (WT), rhir/lasT, ambB/pvdl, and PA4078/pvdl strains (2.5 x 10° CFU) were placed. a) Representative
photographs of plants grown for 12 days with the bacterium, scale bars = 1 em. b) Graphics of plants’ fresh weight, number of plants with lesions, and bacterial CFU/
mL data. The values represent the mean + standard deviation (n = 10). A 2-way ANOVA with a post hock Tukey test was performed on the data; letters represent the

significant statistical difference (P < 0.05). The experiment was repeated thrice.

fractionated by column chromatography, and the fractions were tested
for their capacity to elicit plant defense (Fig. 51). We found that the
CDPs mixture diminished the plant damage caused by the P. aeruginosa
strains, and all the fractions tested reduced the damage caused by the
PAO1 WT strain. However, with the ambB/pvdl and PA4078/pvdl
strains, only the CDPs mixture reduced the damage on Arabidopsis
2.2 ihe ATTOR patweay & involved it planr resporises oeeeraed by P.
APPIMAAST

The ArTOR pathway bas been described o play important roles in

regulating plant defense responses, suggesting that AfTOR redirects
development and growth energy to trigger the plant defense responses
(Marzalha et al., 2019). In this way, TOR activation indicates plant
growth, whereas plant defense responses imply TOR inactivation. The
SBK protein is one of the AtTOR. targets, and its phosphorylation level is
indicative of TOR pathway activation. For this reason, the S6K phos-
plhonylaton was detected compared willh control seedlings (withoul
bacterial inocolum:, On the other hand. Col-¢ plants meated with the
double nurant in the Q8 systems rhil/Tosl, A stain with decreased pro
ducton of viulenee Zactors aud overproduction of CDPy, shiowed S0K
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phosphorylation levels similar to control plants but higher than the
pathogenic PAO1 and ambB/pvdl strains (Fig. 3). These results further
confirm the involvement of the AtTOR pathway in plant responses to
pathogenic bacteria.

2.3. MPK3 and MPK6 aciivity are resulated during plant-pathogen
inceraction

In the presence of PAMPs, some modules of MAPK signaling cascades
are related to defense responses in plants. The module that consists of
MEKKI (a MAPKKK), MKK4/5 (a MAPKEK), and finally MPK3/MPE6 (a
MAPK) has been described as a positive regulator of the defense re-
sponses activated by protease, which is recognized by a sensor attached
to the plant cell's membrane. MPK3 and MPKé are reported as homol-
ogous proteins with redundant MAPK functions (Zhang et al., 2018), To
elucidate the participation of MAPKs signaling cascades in the
A. thaliana defense response observed against the P. acruginosa bacte-
rium, confrontation assays using the Arabidopsis mpk3 and mpk6 mutant
lines were carried out, determining the phosphorylation activity of
MPE3 and MPK6 kinases. Results did not show significant differences
between the growth of mpk3 and mpk6, even after pre-exposure of plants
to CDPs (Fig. S3). However, in the kinase assay in protein extracts of
Arabidopsis seedlings, the co-inoculation of the P. aeruginosa PAO1 WT
and its mutant ambB/pvdl caused an increased activity of MPK3 and
MPK6 compared with untreated (control) plants, contrary to the rhil/las!
strain that provoked a decrease in MPK6 activity and inhibition of MPK3
activity (Fig. 4). In addition, a minor level of phosphorylation was
observed in both MPK3 and MPK6 in seedlings co-inoculated with the
mutant strain PA4078/pvdl. These results suggest that both MAPKs are
involved in sensing the virulence factors produced by the pathogenic
P. aeruginosa PAO1 strain.

2.4, Effect of P. aeruginosa strains on SA and JA pathways
Phytohormones, such as SA, JA, and ET, are closely related to plant

defense responses during plant-pathogzen interaction. The PR-1 and
LOX2 proteins ave related to SA and JA signaling activation, respectively

Coomassie
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Fig. 3. Effects of P. aeruginosa strains on AtTOR pathway activity. The
seeds of Arabidopsis thaliana Col-0 plants were grown in MS medium and
transferred (7 days) to Petri dishes, where streaks of PAO1 WT, rhll /lasl,
ambB/pvdi, and PA4078/pvdl strains (2.5 x 10° CFU) were placed. After 12
days of growth in the bacteria, plants were collected and protein extracts pre-
pared, resolved by SDS-PAGE, and analyzed by protein gel blot hybridization
using anti-AtS6K-phosphorylated (Thr449)(upper panel) or anti-AtS6K (middle
panel) antibodies. The images correspond to representative m!mbmnes of three
independent treatments. The lower panel corresponds to the C tained
gel. The numbers represent gel dot bands’ relative intensiry (R1) (p-S6K/S6K).
The asterisk denotes statistical differences with the control.
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Fig. 4. In-gel kinase assay of MPK3 and MPKG from plants confronted with
P. aeruginosa strains. Plants of A. thaliana Col-0 were confronted for 10 days
against PAO1 (WT), rill /lasl’, ambB/pvdl, and PA4078/pvdl strains, followed
by protein extraction, and finally, an in-gel kinase assay using Myelin Basic
Protein (MBP) as a substrate o analyze the activity of MPK3 and MPKS (upper
panel). The mpke line corresponds to proteins extracted from the mpké mutant
plant grown under control conditions. The test was conducted on 60 plants per
weatment. The experiment was repeated twice. The lower panel corresponds to
the Coomassie-stained gel.

(Rubil et al., 2022), These proteins regulate the plant immune responses
associated with PTI and ETI (Naveed et al., 2020). The activation of SA
and JA is related to SAR, and on the other hand, the activation of JA and
ET is associated with ISR. The production of these phytohormones is
dependent on MAPK activation, although it has also been reported that
JA production is related to the TOR pathway (Song et al,, 2017). To
establish the mechanisms involved in the plant responses to P. aeruginosa
strains, GUS activity assays were performed using PR-1::GUS and LOX2::
GUS Arabidopsis transgenie lines, which were treated with cultures of
bacterial strains, or with cell-free supernatants (Fig. 5). As expected, the
cultures of the PAOL, ambB/pvdl, and PA4075/pvdl strains and their
supernatants showed increased p-glucuronidase activity in both the
transgenic Arabidopsis lines PR-1::GUS and LOX2::GUS, which is indic-
ative of SA and JA signaling activation (Fig. 5C-E, H-J, M-O, R-T),
contrary to the control seedlings and the ones co-inoculated with the
non-pathogenic rhll/lasl strain (Fig. 5A-B, K-L). Although a slight in-
crease in GUS activity was observed in the cell-free supematant of
rhli/lasl strain in both the transgenic lines (Fig. 5G, Q), this could be due
to the that although this strain has a reduced eapacity, it still can pro-
duce virulence factors.

2.5. Effect of purified CDPs from P. aeruginosa PAO1 on PR-1 and LOX-
2 expression

To gain insights into whether the CDPs induce SA and JA signaling
activation, the transgenic PR-1::GUS and LOX2::GUS Arabidopsis plants
were ftreated with a purified CDPs mixture extracted from the
P. aeruginosa PAO1 WT strain cultures (Fig. 6). Results showed that the
CDPs mixture did not induce the PR-1::GUS marker, suggesting the lack
of SA signaling activation (Fig. 6A-L). However, the CDPs mixture
induced LOX2::GUS expression in a dose- and time-dependent manner
(Fig. 6M-X), indicating the activation of the JA pathway. The purified
CDPs mixture was fractionated (see Materials and Methods), and three
of the fractions obtained (F2, F3, and F5) and a mix of these fractions
(FM) were tested for their capability of inducing PR-1 or LOX2 expres-
sion. We also found that all the CDPs fractions tested activated the
expression of LOX2 (Fig, 7B) but not that of PR-1 (Fig. 7A).

3. Discussion
Cyelodipeptides have been described to participate in the quorum-

sensing systems of P. aeruginosa PAO1 (Ahator and Zhang, 2012) and
are also invelved in promoting plant growth through the TOR pathway
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Fig. 5. Activation of salicylic acid (SA) or jas-
monic acid (JA) pathways by P. aeruginosa strains.
The effect of PAO1 and its mutants strains on SA and
JA pathways was reviewed using the PR-1::GUS and
LOX2::GUS transgenic lines, respectively. PR-1:GUS
and LOX2::GUS plants were treated without (Control)
or with cultures (C) and cell-free supernatants (S) of
PAOL, rhir /lasl', ambB/pvdl, and PA4078/pvd! for a
time of 12 h, and GUS activity analysis were per-
formed. (A-E) PR-1::GUS vs. bacterial cultures; (F-J)
PR-1::GUS vs. cell-free supernatants; (K-O) LOX2:
GUS vs. bacterial cultures; (P-T) LOX2:GUS vs. cell-
free sup The photographs are rep

tive of a total of three photographs per treatment,
scale bars = 200 pm.

Fig. 6. Activation of SA and JA pathways by the

6h

PR-1::GUS | 12 h

24h

LOX2::GUS | 121

(Gonzalez-Lopez et al., 2021). In this work, we present evidence of the
effect of CDPs as elicitors of defense responses in A. thaligna against the
pathogenic bacteria P. aeruginosa PAOL1. When A. chaliana Col-0 plants
were co-cultured in a streak of P. aeruginosa PAO1 WT, and its mutants
ambB/pvdl and PA4078/pvdl, pathogenic for the plants, it showed
negative effects on plant growth (Fig. 1). On the other hand, the
P. geruginosa mutant in both QS systems rhll/las! (rhil /lasl) shows a
plant growth promotion effect, as reported previously (Ortiz-Castro
et al., 2011). The participation of MAPKs in plant defense responses is
widely documented (Meng and Zhang, 2013; Yamada et al., 2017; Zhang
et al., 2018), Recently, the role of the TOR pathway during a plant
pathogen’s attack, funetioning as a switch between growth and plant

CDPs mixture. The effect of purified CDPs mixture of
P. acruginosa PAO1 on SA and JA pathways was
analyzed using the PR-1::GUS and LOX2:GUS trans-
genic Arabidopsis lines, respectively. The lines PR-1::
GUS and LOX2::GUS were treated with different doses
(0, 1, 10, and 100 pg/mL) of the CDPs mixture [cyclo
(L-Pro-L-Phe), cyclo(L-Pro-L-Val), cyclo(L-Pro-L-Phe),
and cyclo(L-Pro-L-Leu)] obtained from PAOI1 strain.
(A-D), PR-1::GUS vs CDPs 6 h; (E-H) PR-1:GUS vs
CDPs 12 h; (I-L) PR-1:GUS vs CDPs 24 h; (M-P)
LOX2::GUS vs CDPs 6 h; (Q-T) LOX2:GUS vs CDPs
12 h; (U-X) LOX2:GUS vs CDPs 24 h. The photo-
graphs are representative of a total of three photo-
graphs per treatment, scale bars = 200 ym.

defense responses with the SnRK1 protein, which is activated when TOR
is inactivated due to factors such as biotic and abiotic stress or nutrient
deficiency was described (Margalha et al., 2019; McMillan et al., 2021).
To analyze the participation of these signaling pathways during
P. aeruginosa pathogenicity, mpké (a null mutant for MPK6 protein) and
oxTOR (overexpressing TOR) plants were exposed to bacterial strains.
Compared with Col-0, mpké and oxTOR plants showed a more signifi-
cant number of plants with lesions with the ambB/pvdl strain despite a
similar reduction in fresh weight. Moreover, oxTOR plants showed a
more significant CFU/mL number with all the strains, except for the
PA4075/pvdl, indicating an increased bacterial proliferation. De Viees-
schauwer et al. demonstrated that the damage caused by X. oryzae pv.
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Fig. 7. Activation of SA and JA pathways by pu-
rified CDPs of P. aeruginosa. The Arabidopsis lines

5 ™ PR-1::GUS and LOX2::GUS were treated with | pg/mL

0 [10 ug/mL] F2 F3

6h

of fraction 2, cyclo(L-Pro-L-Leu); fraction 3 cyclo(L-
Pro-L-Val), and cyclo(L-Pro-L-Leu); fraction 5, cyclo
(L-Pro-L-Phe); and | pg/mL of the mixture of these
three purified fractions (FM). a) PR-1::GUS vs. CDPs

12h

PR-1::GUS

with 6 h of treatments (A-F); 12 h of treatment (G-L),
and 24 h of weatment (M-R); SA (10 pg/mL) was used
as the positive control. b) LOX2::GUS vs. CDPs with 6
h of treatment (A-F); 12 h of treatment (G-L), and 24

24h

b) JA

h of (M-R); JA (10 pg/mL) was used as a
positive control. The photographs are ive

of a total of three photographs per treatment, scale
bars = 200 pm.

[CDPs 1 ig/mL]

F3

LOX2:GUS

oryzae in rice was greater in oxTOR lines or rice lines that overexpress
Raptor (Raptor OX) (De Vleesschauwer et al., 2018). They also showed
that the effects decreased in Raptor RNAI lines, which inhibits the ac-
tivity of the AtTOR complex (Shi et al., 2018).

Recent studies show that MPK6 is involved in the regulation of root
meristem development in plants, in addition to the fact that this protein
participates in the activation of transcription factors for the expression
of defense genes when PAMPs are perceived by the plants (Lopez-Bucio
et al., 2019; Zhang et al., 2018). The pre-exposure of plants to bio-
molecules such as rhamnolipids or microbial peptides s effective in
counteracting the negative effects of pathogenic organisms in plants
(Nie et al., 2017; Noh et al., 2017; Sanchez et al., 2012). With this in
mind, we wondered whether CDPs have a similar funetion. It was found
that the CDPs mixture from PAO1 at 1 pg/mL acts as an elicitor in
A thaliana, demonstrating that the pathogenic effects of PAOIL,
ambB/pvdl, and PA4078/pvdl strains on plants were counteracted with
CDPs pre-exposition decreasing the number of plants with lesions even
in the mpké mutant and oxTOR plants (Fiz. 2),

The ambB/pvdl and PA4075/pvdl strains are mutants in genes that
encode for non-ribosomal peptide syntheses (NRPS). The mutations in
these genes modify the CDPs production in P. aeruginosa PAOIL
(Gonzalez et al., 2017) and other relevant virulence factors for the
pathogenicity of PAOL bacterium (unpublished data). It was previously
shown that the CDPs, individually or in the mix, have similar effects on
Hela Cells (Hernandez-Padilla et al., 2017). To test whether individual
CDPs carry out the elicitor effect, the extract containing the CDPs
mixture was fractionated by column chromatography, and the elicitor
effects of the fractions were analyzed. Although all the purified fractions
tested counteracted the negative effects of the PAO! stiain in
pre-exposition assays, the purified fractions separately did not revert the
negative effect of the mutants ambB/pvdl and PA4078/pvdl. The fresh
weight increased with the mixture of CDP fractions as well as with the
purified extract of CDPs mix in a more significant proportion than with
the treatment of the fractions separately. Moreover, the number of

plants with lesions decreased with both the purified CDPs mixtures,
compared with the result shown in Fig. 1. In addition to the increase in
fresh weight, an increase in CFU/mL is also observed in plants that were
pre-exposed to the mixture of purified CDPs. These results indicate that
the mixture of purified CDPs has an elicitor effect.

The AtTOR pathway is important for plant development (Sabatini,
2017) and its overexpression negatively affects the rice interaction with
the pathogen X. oryzae pv. oryzae (De Vleesschauwer et al., 2018).
Downstream the AtTOR pathway, ditferent targets such as S6K are found
(Shi et al., 2018). So, the phosphorylation of $6K in plants treated with
different strains of P. acruginosa PAO1 was assayed, which allows us to
directly evidence the activity of the AtTOR pathway and its participation
in the defense response of A. thaliana. The results show that pathogenic
strains such as PAOL, ambB/pvdl, and PA4078/pvdl decrease the phos-
phorylation of S6K compared with rhil/lasl strain, a non-pathogenic
strain that promotes plant growth and over-produces CDPs (Ortiz-Cas-
tro et al., 2011), This result suggests that to activate the defense re-
sponses in plants, it is necessary to deactivate AtTOR and redirect the
energy of the plant, perhaps through the activation of SnRKI, where
signaling pathways such as JA and SA are dependent on transeription
factors and defense genes, and autophagy, cell death, and hypersensitive
response could be involved (Margalha et al., 2019). In addition to the
AtTOR. pathway, the MAPKs pathway is essential for plant development.
80 MAPKs are present in Arabidopsis that participate in different pro-
cesses. In defense response, MPK3 and MPK6 have been identified and
are considered homologous proteins located in the same pathway. The
MAPE module that contains MPK3/MPKG is considered a positive
regulation of defense (Zhang et al., 2018), so we specifically reviewed
this module. To this end, the MPK3/MPKG6 activities from plants con-
fronted with the different strains were analyzed. The results showed that
the pathogenic PAOL, ambB/pvdl, and PA4078/pvd! strains increased
the MPK3/MPEE activities, while the non-pathogenic rhll/lasl reduced
MPK3/MPK6 activities, compared with the non-confronted (control)
plants. Although the treatment with ambB/pvdl and PA4078/pvd!
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showed lower MPK3/MPK6 activity compared to the PAO1 treatment,
there were also differences between the activity of MPK3 and MPK6 in
the teatment group PA4078/pvdl, which had lower MPK3 activity.
These results indicate that MPKG is essential for the activity of the MAPK
module during the interaction of A. thaliana with pathogenic
P. aeruginosa strains, Moreover, the results suggest that for the activation
of MPK3 and MPK6 at the same level, the virulence factors produced by
PAO1 are necessary, taking into account that ambB/pvdl and
PA4078/pvdl mutants have modified the production of CDPs and other
virulence factors. The treatment with the rhll/lasl strain presented a
decreased MPK6 activity, and no MPK3 activity was evidenced
compared to plants that were not confronted with any strain (control).
To validate these results, MPK3/MPK6 activity in gel was analyzed in
protein extracts from the Arabidopsis mpk6 mutant, observing the
absence of the band corresponding to MPK6 but showing the presence of
the band corresponding to MPK3. All the above indicate that the MAPK
pathway is activated in the presence of pathogens and suggests that the
activation of MPK3/MPK6 could be due to other virulence factors and
not by CDPs.

In addition to reviewing the activity of MPK3/MPKG6 in gel, the ef-
fects of the strains PAOL, rhll/lasl, ambB/pvdl, and PA4078/pvdl on the
mutant lines mpk3 and mpké of A. thaliana were analyzed to establish
similarities or differences between the phenotypes of these lines. How-
ever, the results showed that there were no differences between these
two lines, but there were differences concerning Col-0: therefore, it was

confirmed that MPK3 and MPK6 have a redundant function, in addition
to the fact that the elicitor effect of the CDPs was presented in both mpk3
and mpk6. After activating the MAPK cascade, transcriptional factors are
activated, which, in turn, activate genes that participate in different
plant processes (Yuan et al., 2019; Zhang et al., 2018). In this case,
MPK3/MPK6 activates transcription factors that induce processes such
as cell death, hypersensitive response, and activation of defense genes
such as PR genes (Zhang et al., 2018). In this context, the key result
concerning AtTOR and MAPK signaling pathways’ activity is the rhll/-
lasl-Arabidopsis interaction. This strain promotes plant growth through
overproduction of CDPs and reduced production of virulence factors
(Ortiz-Castro et al., 201 1), It was observed that rhll/las! does not reduce
the S6K protein phosphorylation, indicating that the AtTOR pathway is
active; however, plants confronted with this strain showed reduced
MPK3/MPEG activity. On the other hand, plants confronted with path-
ogenic strains (which produce CDPs and other vitulence factors) showed
reduced AtTOR pathway activity and augmented MPK3/MPK6 activity,
Taken together, all these results reveal an antagonistic role of TOR and
MAPK pathways during plant growth or pathogenic attack.

Phytohormones such as SA, together with JA, are closely related to
the defense response in plants (De Vieesschauwer et al., 2016), and the
synergy or antagonism of these compounds rezulate and activate ISR
(regulated by JA) or SAR (regulated by SA) (Shigenaga et al, 2017).
There are different PR genes, but the PR-1 gene, whose expression is
activated by SA, Is the one that is more studied and related to the defense
response in plants (Criollo-Arteaga et al., 2021; Santino et al., 2013;
Rubil et al., 2022). Expression activation of the lipoxygenase, encoded
by LOX2 in A. thaliana, is indicative of JA production because it pro-
duces its precursors, oxylipins (Gfeller et al., 2010; Vellosillo et al,,
2007).

To gain insights into which defense responses are activated by
P. acruginosa in Arabidopsis, PR-1::GUS and LOX2::GUS transgenic plants
were exposed to cultures and supernatants of the cultures of all strains
used in this work. We found that GUS activity was induced in both the
transgenic lines by the pathogenic strains PAO1, ambB/pvdl and
PA4078/pvdl only (with bacterial cultures or their supernatants),
demonstrating the participation of both SA and JA signaling in the de-
fense response during the pathogenic attack. Although the PAOL WT
strain induces the strongest effect on TOR and MAPKs activities, it
showed lower GUS activity in PRI:GUS and LOX2:GUS plants than
ambB/pvdl and PA4078/pvdl. This could be explained by the altered
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CDPs production and increased production of virulence factors of these
double mutants on two putative NRPS genes. We observed a slight in-
duetion of GUS activity in the leaf tips of LOX2::GUS plants exposed to
the culture rhll/lasl, and that the supernatant of this strain induces GUS
activity in both transgenic lines but with less intensity than the super-
natants of pathogenic strains. In addition to CDPs, P. aeruginosa PAO1
releases different virulence factors into the environment, such as pyo-
cyanin, rhamnolipids, protease, elastase, catalase, and biofilm, among
others (Ahator and Zhang, 2019; Smith and Iglewski, 2003). We decided
to analyze whether CDPs could induce GUS activity in PR-1::GUS and
LOX2::GUS plants. We found that GUS activity was not induced by the
CDPs mixture in PR-1::GUS plants at any time or dose; however, GUS
activity was induced in the LOX2::GUS seedlings at 10 pg/mL dose, with
a peak of induction at 12 h, indicating the participation of JA signaling
in the effect of CDPs. When we exposed the PR-1::GUS and LOX2::GUS
seedlings to 1 pg/mL CDPs fractions, we further found that neither the
CDP fractions nor the mixture of CDP fractions induced GUS activity in
PR-1::GUS plants at any time; however, all the fractions and the mixed
fraetions of CDPs induced GUS activity in LOX2::GUS plants after 6 h of
treatment, revealing that the SA pathway is not activated, but the JA
pathway is.

In conclusion, we present evidence that indicates that CDPs have an

elicitor effect in A thaliana’s response to the pathogenicity of
P. aeruginosa PAOL. We also demonstrate that the S6K phosphorylation
is lower when plants are confronted with the pathogenic PAO1 and
ambB/pvdl strains, indicating that the AtTOR pathway is downregulated
and the MAPKs pathway is upregulated during the bacterial pathogenic
attack, and conversely, AtTOR activity is not affected and the MPK3/
MPE6 module is downregulated during plant promotion. Finally, our
evidence indicates that the elicitor effect of the bacterial CDPs in
A. thaliana occurs through the LOX-2 expression suggesting the activa-
tion of ISR, while that during pathogenic attack occurs through the PR-1
and LOX2 expression, suggesting activation of both SAR and ISR.
However, to reinforce this conclusion, other markers of ISR or SAR
should be investigated in response to CDPs in the future.

4. Materials and methods
4.1. Growing media

Medium 0.2x Murashigue and Skoog (MS) 1 L: 0.886 g MS salts were
used, in addition to 20 g sucrose, dissolved with 1 L distilled H20, and
added 10 g Phyto agar. The mixture was sterilized for 20 min.

Liquid medium Luria-Bertani (LB) 100 mL: 0.5 g NaCl, 1 g Casein
peptone, 0.5 g yeast extract, and distilled Ho0. The pH was adjusted to
7.0. For 100 mL solid LB medium, 1.5 bacteriological agar was added.
The media were sterilized for 20 min.

4.2 Biological materials

Arabidopsis thaliana lines: The wild-type line of Arabidopsis thaliana
(Col-0) was used. In addition to the mutant lines mpk3 and mpké (ob-
tained from the Salk T-DNA collection hitp:/ arabidopsis.org
SALK 073907 /mpk6-2, and SALK_151594/mpk3-1), an overexpressing
line of TOR. (oxTOR), and reporting lines of SA and JA (PR-1::GUS and
LOX2:GUS, respectively) were used. All seeds of A. thaliana were
germinated in solid medium Murashige and Skoog (MS) at 21 °C with
50% relative humidity and a photoperiod of 16 h light and 8 h darkness.
The number of days required for seedling growth varied berween 5 and
7.

Bacterial strains: The P. aeruginosa PAO1 wild-type strain was used
(Gonzalez et al, 2017), It was grown at 37 °C in liquid LB medium at 80
rpm or in solid LB medium with 200 pg/mL streptomyein. We used the
P. aeruginosa PAO1 double mutant rhli/lasl (rhil/lasl) (Ortiz-Castro
etal, 2011), which shows decreased production of virulence factors and
overproduction of CDPs. It was grown at 37 °C in LB liquid medium with
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60 pg/mL tetracycline at 80 rpm shaking. The P. aeruginosa derivative
PAO1 double mutants ambB/pvdl and PA4078/pvdl were obtained from
simple mutants of PAO1 in these genes (Gonzalez et al., 2017) by per-
forming a second mutation in the other putative non-ribosomal peptide
synthase genes (NRPS) and then interrupting the gene sequence by
inserting a gentamicin resistance cassette. The ambB/pvdl and
PA4078/pvdl mutants were grown at 37 °C in selective LB liquid me-
dium at 80 rpm shaking or in selective LB solid medium with 30 pg/mL
gentamyein and 60 pg/mL tetracycline. This mutant strain shows
increased production of virulence factors, such as rhamnolipids and
pyocyanin, and decreased CDP production (unpublished data).

4.3. Extraction and chemical characterization of CDPs from P.
aeruginosa PAOQI strains

The CDPs’ preparation was performed according to Gonzilez-Lépez
et al. (2021) (Gonzalez-Lépez et al., 2021). Briefly, 500 mL LB liquid
medium was inoculated with 2.5 % 10° CFU of rhll/lasI strain from
P. ageruginosa and incubated at 37 °C for 24 h. Free-cell supernatants
were obtained by centrifugation at 10,000xg, 25 °C for 10 min in an
Eppendorf 5810 R centrifuge. The resulting supernatants were extracted
twice with two volumes of acetic acid acidified ethyl acetate (0.1 mL/L).
The solvent-extracted samples were concentrated by evaporation using a
rotavapor at 60 °C and then solubilized with 1 mL methanol-acetonitrile
(1:1). The solvent solutions were centrifugated, and the supernatants
were concentrated with rotavapor and dissolved in DMSO-water (1:3) to
obtain the sample baeterial CDPs. The CDPs samples were analyzed by
High-Resolution Liquid Chromatography (HPLC; Varian-240) using a
photodiode detector (Varian-410) and a reverse-phase peptide column
C18, 12 pm, 4.6 mm x 250 mm (Amersham).

4.4. Purification and chemical characterization of CDPs from P.
acruginosa PAO1 strains

A column with a 219 em?® resin stopper compacted with deionized
water was used as a stationary phase to adjust the flow to 3 mL per min
with the help of a mixture of methanol:water [2:98]. The sample of CDPs
extracted from PAO1 was added and mobile phases eluted through the
column as follows: 500 mL methanol: water [10:90], 2000 mL methanol:
water [25:75], 1000 mL methanol: water [40:60], and finally 1000 mL
methanol: water [90:10]. Finally, the column is balanced by adding 500
mL methanol: water [2:98]. Each phase was placed before the previous
one was finished. The eluted volume was collected in different fractions
of 50 mL, and the optical density was measured. CDPs were detected at
274 nm in HPLC, and optical density was measured at 230 nm using
methanol as reference. HPLC individually identified the CDPs using
retention times of synthetic cyclodipeptides as internal standards (ac-
quired from Bachem Co., Torrance, CA, USA). The process was per-
formed according to Hernandez Padilla et al. (2017). Considering the
area under the curve obtained at minute 4.476 for the cyclodipeptide
(L-Pro-L-Tyr), at minute 4.465 for the eyclodipeptide (L-Pro-L-Tyr), at
minute 5.715 for eyelodipeptide (L-Pro-L-Val), and at minute 7.858 for
cyclodipeptide (L-Pro-L-Phe). Later the fractions were unified aceording
to the criterion of optical density and finally were analyzed in HPLC. We
obtained six fractions: fraction 1 contained a cyclo(L-Pro-L-), fraction 2
contained a cyclo(L-Pro-L-Leu), fraction 3 contained a cyclo
(L-Pro-L-Val) and cyclo(L-Pro-L-Leu), fraction 4 contained a cyclo
(L-Pro-L-), fraction 5 contained a cyclo(L-Pro-L-Phe), and fraction 6
contained a cyelo(L-Pro-L-). Fractions 2, 3, and 5 were chosen because
fractions 1, 4, and 6 contained similar compositions. It was also intended
to have most of the eyelodipeptides produced by P. acruginosa PAO1,
either alone or in combination in the selected fractions.

4.5, Arabidopsis seedlings cultivation

Arabidopsis thaliana seeds were surface sterilized by washing with
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sterile distilled H50, and then successive washes with 70% (v/v) ethanol
for 5 min, 20% (v/v) conunercial bleach solution for 5 min, and finally
five washes with sterile distilled H50. The seeds were stored in sterile
distilled H20 at 4 °C for 48 h for vernalization. After this, the seeds were
germinated and grown on agar plates containing semisolid 0.2x MS
medium (0.866 g/L of MS salts lacking amino acids and vitamins, 10 g/L
Phyto agar micropropagation grade, and 6 g/L sucrose) in a plant grow
chamber at 21 °C, 80% relative humidity, and a photoperiod of 16 h
light/8 h darkness for 7 days. The seedlings were transferred to fresh
semisolid 0.2x MS media. A bacterial streak at a density 0f 2.5 x 10° CFU
of the different P. aeruginosa strains was placed in front of the plant rot
tip as described by Conzalez et al. (2017) and incubated for 12 days.
Then the plants were photographed, the fresh weight (FW) and the
number of plants with lesions (NPLs) were determined, and bacterial
CFU/mL was recorded.

To place 2.5 x 10° CFU in the streak, a 10 pL calibrated microbio-
logical loop was used, and a loop was taken from a bacterial culture with
an optical density of 0.7 at 600 nm, to which a CFU eount was previously
performed using the serial dilution and plating method, to determinate
the bacterial density.

The CFU/mL number was calculated using the serfal dilution and
plating method from plants confronted with bacterial streaks. After the
exposure, all plants were removed from the Petri dishes and washed
with 1 mL of distilled sterile water. This was performed for triplicated.

4.6. Plant pre-exposition to bacterial CDPs

Before bacterial interactions, Arabidopsis seedlings were pre-exposed
to the P. aeruginosa PAO1 CDPs samples as follows: after surface-
disinfection, vernalization, and growth for five days, seedlings were
transferred to fresh semisolid 0.2x MS medium supplemented with 1
mg/mL of PAO1-CDPs and incubated for 2 days. After this period,
seedlings were transferred again to a fresh MS semisolid medium, and a
bacterial streak of the different strains was inoculated. As mentioned
above, the interaction system was allowed to grow for ten days, and then
the plant’s fresh weight, the number of plants with lesions, and bacterial
CFU/mL were quantified.

4.7. Immunodetection assays

Cytoplasmic protein extracts were prepared using 150 Arabidopsis
seedlings from each treatment. Seedlings were ground in liquid nitrogen
using a mortar, and the powder was placed in an extraction buffer (1 mm
sodium ortho-vanadate, 1 mM sodium molybdate, 1 mM benzamidine,
20 mM sodium fluoride, 0.2 mM phenylmethylsulphonyl fluoride, 2 mM
dithiothreitol, and 50 mM 4-(2-Hydroxyethyl) piperazine-1-
ethanesulfonic acid; pH 7.6). The homogenate was centrifugated
(9000xg, 30 min at 4 °C), the supernatants were collected, and the
protein content was quantified using the Bradford method (BioRad). 10
g of total protein was mixed with denaturation buffer (0.06 M Tris-HCI,
pH 6.8, 5% glycerol, 4% SDS, 4% p-mercaptoethanol, and 0.0025%
bromophenol blue), boiled for 5 min, and separated through SDS-PAGE
using a 12% polyacrylamide gel. One gel was dyed with Coomassie blue,
and the other was transferred to polyvinylidene fluoride (PVDF) mem-
branes (Millipore). The membranes were blocked with 5% milk powder
in TBS-T (50 mM Tris-HCL, 0.15 M NacCl, 0.1%tween-20; pH 7.8) for 1 h
with shaking (80 rpm) at room temperature and subsequently washed
twice with 0.15 M TBS-T. Afterward, the anti-S6K and anti-p-S6K anti-
bodies (Rabbit polyclonal antibodies against Arabidopsis thaliana pro-
teins, Agrisera; dilution 1:5000) were added to the respective
membranes and incubated overnight at 4 °C with slight shaking. Then
the membranes were washed with 0.15 M TBS-T for 5 min, followed by
washing with 1 M TBS-T for 5 min, and finally with 0.15 M TBS-T for 5
min. The membranes were incubated with the secondary antibody anti-
rabbit IgG conjugated to HRP (Bio-Rad) in a dilution of 1:10,000 for 2 h
at room temperature. The membranes were washed thrice with 0.15 M
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TBS-T for 5 min each, revealed using luminol (Pierce, Thermo Fisher
Scientific), and recorded using a ChemiDoc™ MP System (Bio-Rad).
Band intensities were quantified using Image J software (NIH Image).

4.5. MAPKs acaivigy assay

The in-gel kinase assay for MAPKs activity was performed as
described by Lopez-Bucio et al. (2019) (Lopez-Bucio et al., 2019). Plants
of the A thaliana Col-0 were confronted against PAO1, rill/losl,
ambB/pvdl, and PA4075/pvdl strains for 10 days, and then total proteins
were extracted from roots or shoots of plants grown in the different
wreatments, The seedlings were frozen and ground in liquid nitrogen and
resuspended in an extraction buffer containing 100 mM HEPES
(4-(2-hydroxyethyl)- 1-piperazineethanesulfonic acid) (pH 7.5), 5 mM
EDTA, 5 mM EGTA (ethylene glycol tetraacetic acid), 10 mM dithio-
threitol (DTT), 10 mM NazVO4, 10 mM NaF, 50 mM p-glycerophosphate,
10% glycerol, and 7.5% polyvinylpolypyrrolidone, supplied with a
protease inhibitor mixture, and centrifuged at 16,300x g, for 15 min at
4 °C. The protein concentration was determined using the Bio-Rad
protein assay kit, using bovine serum albumin (BSA) as standard. The
in-gel kinase assay was performed as deseribed by (Lu et al., 2002), For
this, 50 pg of total protein extracted from plant tissue was fractionated
on a 12% SDS polyacrylamide gel containing 0.25 mg/mL myelin basic
protein as a substrate for the MPKs. After electrophoresis, the gel was
washed thrice with 25 mM Tris (pH 7.5), 0.5 mM DTT, 0.1 mM NasVOs,
5 mM NaF, 0.5 mg/mL of BSA, and 0.1% (v,/v) Triton X-100 solution, at
room temperature for 30 min each. Proteins in the gel were re-natured
by incubating the gel in a solution containing 25 mM Tris (pH 7.5), 1
mM DTT, 0.1 mM NazVOj,, and 5 mM NaF at 4 °C overnight with three
changes. The kinase reactions were cartied out by incubating the gel in
30 mL reaction buffer (25 mM Tris (pH 7.5), 2 mM EGTA, 12 mM MgCl,,
1 mM DTT, 0.1 mM NasVOy, and 200 nM ATP) and 1.85 E'® Bq of y-32P
ATP (>1.48 E'"* Bq/mmol; PerkinElmer Inc) for 60 min at room tem-
perature. To remove the free P, the gel was washed repeatedly, at
room temperature with several changes, with a solution of 5% (w/v)
trichloroacetic acid and 1% (w/v) NaPPi until %P radioactivity in the
wash solution became undetectable. The gels were dried on Whatman 3
MM paper and exposed to X-ray films,

4.9, GUS staining

Transgenic seedlings of A. thaliana PR-1::GUS (Criollo-Atteaga et al.,
2021; Shu-Qing et al., 2004) and LOX2::GUS (Criollo-Arteaga et al,
2021; Vellosillo et al., 2007) were surface-sterilized, vernalized, and
grown for 6 days in semisolid MS medium in the conditions described
above, Subsequently, groups of 10 seedlings were placed in 1 mL liquid
MS medium, and each group was treated with 200 pL bacterial cultures
previously grown for 24 h at 37 °C with shaking (150 rpm), cell-free
supernatants of bacterial cultures, and with different doses of CDPs.
The treatments were placed in the plant growth chamber for 24 h,
seedlings were removed at the determined time, and transgenic plants
processed with 0.1%  5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-d-glucuronide
(X-Gluc) dissolved in phosphate buffer (0.2 M NazHPO4, 0.2 M NaH2PO4
H,0 (pH 7.0); Triton 0.1%; and 0.25 M EDTA), supplemented with 0.5M
potassium ferrocyanide (Ky[Fe (CN)g]) and 2 mM potassium ferricya-
nide (Ka[Fe (CN)g]) for 24 h at 37 °C in the darkness, Seedlings were
cleared as previously deseribed (Malamy and Benfey, 1997). At least
three photographs of ransgenic leaves (PR-I-and LOX2-GUS expressed)
were taken per treatment.
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6.2. Resultados no Publicados.

6.2.1. Marco de referencia.

P. aeruginosa PAO1 produce diferentes factores de virulencia que hacen la hacen
muy competitiva y altamente patdgena para A. thaliana. Las combinaciones de mutaciones
en los genes péptido sintetasas no ribosomal (NRPS) ambB/pvdl y PA4078/pvdL modificaron
la produccion de PAO1-CDPs y la produccion de otros factores de virulencia, aumentando
la produccion de PC y RLs (Diaz-Pérez et al., 2022).

En los resultados publicados en Solis-Ortiz et al., 2022, se observo que la actividad
de MPK3/MPKG®6 se promovio al confrontar A. thaliana contra la cepa tipo silvestre PAO1 y
las dos mutantes ambB/pvdl y PA4078/pvdL, sin embargo, no se observo esta promocion en
la confrontacion con la mutante rhil/lasl, la cual tiene disminucion en la produccion de
factores de virulencia, pero sobreproduccion en produccion de CDPs. Por el contrario, se
observo que la fosforilacion de TOR-S6K disminuye en la confrontacion de A. thaliana
contra ambB/pvdl, PA4078/pvdL y PAO1L. De lo anterior se deduce que estos factores de
virulencia son importantes para la patogenicidad de P. aeruginosa PAQO1, sin embargo, se
desconoce qué tipo de respuesta de defensa activan los RLs y la PC, asi como el efecto que

estos tienen por si solos sobre la germinacion, desarrollo y crecimiento de A. thaliana.

6.2.2 Resultados de la experimentacion

En primera instancia, se revisaron los efectos que tienen los RLs (Fig. 17) y la PC
(Fig. 18) sobre el desarrollo de A. thaliana Col-0. Ambos experimentos mostraron los efectos
negativos de estos dos factores de virulencia sobre la linea tipo silvestre, donde se observa
que disminuye el tamafio de la raiz primaria, se aumenta el nimero de raices adventicias y

disminuye el peso fresco de manera dosis dependiente.

El efecto negativo de los RLs y la PC que se observa sobre el sistema radicular,

sugiere que estos factores de virulencia son importantes para la patogenicidad de
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Pseudomonas aeruginosa PAO1. Ademas de la disminucion del tamafio de la raiz, se observa

un efecto negativo sobre el follaje de las plantulas, las cuales muestran un color amarillento
de forma dosis dependiente (Figuras 17 y 18).
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Figura 17. Efecto negativo de los RLs de P. aeruginosa PAO1, sobre el desarrollo de A. thaliana.

Plantas de A. thaliana tipo silvestre Col-0 fueron germinadas y crecidas por cinco dias en medio MS con
sacarosa 6%, posteriormente las plantas fueron transferidas al mismo medio suplementado con RLs (0 —control.
10, 20, 30, 40 y 50 pg/mL). Las plantas fueron crecidas por siete dias méas (A) y entonces se registraron los
pardmetros de longitud de la raiz principal, nimero de raices adventicias y peso fresco. Se muestra el promedio
de tres experimentos independiente con una n=15. Las barras de error son las DS de un ANOVA de 1 via,
prueba post-hoc Tukey y las letras indican diferencias significativas a P<0.05.
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Figura 18. Efecto negativo de la PC de P. aeruginosa PAO1 sobre el desarrollo de A. thaliana.

Plantas de A. thaliana tipo silvestre Col-0 fueron germinadas y crecidas por cinco dias en medio MS sacarosa
6%, posteriormente las plantas fueron transferidas al mismo medio suplementado con diferentes dosis de PC (0
-control-, 2, 4, 8 y 16 pg/mL). Las plantas fueron crecidas por siete dias mas y entonces se midieron los
parametros de longitud de la raiz principal, nmero de raices adventicias y peso fresco. Se muestra el promedio
de tres experimentos independiente con una n=15. Las barras de error son las DS de un ANOVA de 1 via,
prueba post-hoc Tukey y las letras indican diferencias significativas a P<0.05.

El crecimiento se ve afectado tanto con los RLs, como con la piocianina (Figuras 19
y 20). Los efectos més evidentes de cambio de coloracion en el follaje (color amarillento)
son con el tratamiento de RLs, mientras que, con el tratamiento de PC, se ve un efecto
negativo mas evidente en el desarrollo de la raiz primaria, aunque el tratamiento de RLs
también afecta el crecimiento de este 6rgano. En cuanto a la biomasa del follaje, se evidencia
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que ambos factores de virulencia la disminuyen, lo que concuerda con lo previamente
descrito por otros autores como Margalha, et al., 2019 y McMillan et al., 2021, quienes
describen que el desarrollo de la planta se ve comprometido ante el ataque de un patégeno,

para poder activar la respuesta de defensa.

Control 10ug/ml 20pg/mi

——

30pg/ml 40ug/ml S0pg/ml

Caja

Follaje

Raiz

o

H 100
£ - %so (4
v > E %
3 T 10 £
o
g 30.5 o 20
4, T ¥
X 00
0
0 o“é \ Qq
O D
J ¢ LA A A

Figura 19. Efecto de los RLs de P. aeruginosa PAO1 sobre el crecimiento de A. thaliana.

Las plantas de A. thaliana Col-0 fueron sembradas sobre medio MS 6% sacarosa suplementado con RLs (0 -
control-, 10, 20, 30, 40 y 50 pg/mL) donde se dejaron crecer durante un periodo de doce dias. Se muestran
acercamientos del follaje y las raices de plantulas representativas. A los 12 dias en tratamiento se midieron los
pardmetros de longitud de la raiz primaria, el nimero de raices adventicias y el peso fresco. Se muestra el
promedio de tres experimentos independiente con una n=15. Las barras de error son las DS de un ANOVA de
1 via, prueba post-hoc Tukey y las letras indican diferencias significativas a P<0.05.

Los resultados adem&s mostraron datos interesantes sobre el desarrollo de la raiz,
donde los RLs disminuyen la formacién de pelos radiculares en la raiz primaria y ademas se
observa un crecimiento anormal, donde la raiz principal parece irse enroscando, ambos datos

82



Caja

Follaje

Raiz

de forma dosis dependiente (Figura 19). En cuanto a los efectos de la PC, se observa que el
tamafio de la raiz principal es afectado de forma negativa desde la dosis de 2 pg/mL, lo cual
sugiere que dosis menores pueden afectar el desarrollo y crecimiento de la raiz principal en
Col- 0 y ademés se observa que hay formacién de pelos radiculares, lo cual sugiere una
compensacion por la disminucion drastica del tamario de la raiz principal, con lo cual la
planta puede seguir adquiriendo los nutrientes necesarios para su supervivencia, pues aunque
el follaje disminuye su biomasa, no se torna amarillento como en el caso del tratamiento con
RLs (Figura 20).

Finalmente, se observa que con ambos tratamientos de RLs y PC, se disminuye la
biomasa de las plantas, ademas de que el porcentaje de germinacion se ve afectado, lo cual
sugiere que estos factores de virulencia también pueden afectar el proceso de germinacion de
las plantas (Figura 19 y 20), sin embargo, se sugiere realizar mas estudios para determinar la
relevancia de estos factores de virulencia sobre el porcentaje de germinacion de A. thaliana,
y ademas se sugiere realizar estudios sobre el efecto de los RLs y PC sobre plantas de otras
especies de interés agroindustrial con el objetivo de tener datos mas amplios sobre el

potencial patégeno de estos factores de virulencia.

Control 2ug/ml 4ug/ml 8ug/ml 16pg/mi
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Figura 20. Efecto de la PC de P. aeruginosa PAO1 sobre el crecimiento de A. thaliana.

Las plantas de A. thaliana Col-0 fueron sembradas sobre medio MS 6% sacarosa suplementado con PC (0 -
control-, 2, 4, 8 y 16 pg/mL) donde se dejaron crecer durante un periodo de doce dias. Se muestran
acercamientos del follaje y las raices de plantulas representativas. A los 12 dias en tratamiento se midieron los
pardmetros de longitud de la raiz primaria, el nimero de raices adventicias y el peso fresco. Se muestra el
promedio de tres experimentos independiente con una n=15. Las barras de error son las DS de un ANOVA de
1 via, prueba post-hoc Tukey y las letras indican diferencias significativas a P<0.05.

En la respuesta de defensa en A. thaliana, se activan vias como la de MAPK, SnRK1 y se
desactiva la via de AtTOR, comprometiendo el desarrollo y el crecimiento de la planta y
redirigiendo la energia a la activacion de mecanismos como a la expresion de genes de
defensa como PR-1 y LOX2, los cuales estan asociados a las fitohormonas SA y JA
respectivamente. Esto indica que la respuesta de defensa en plantas es altamente intrincada,
pues ademas puede haber sinergia con sefializacion de ET y ABA, para que la planta logre
su supervivencia y la resistencia a patdgenos; en algunos casos los mecanismos que las
plantas activan pueden ser mas drasticos, como la respuesta hipersensible (HR) y la muerte
celular, para evitar la propagacion de algun patégeno. Para analizar este efecto de los RLs y
la PC, se utilizaron lineas reporteras PR-1::GUS y LOX2::GUS que permiten observar la

expresion de estos genes de manera indirecta por la actividad de p—glucuronidasa.

Asi, se analizaron los efectos de RLs a diferentes tiempos de tratamiento sobre la
expresion de PR-1::GUS y LOX2::GUS (Fig. 21). Los resultados mostraron que la expresion
de PR-1 es dosis dependiente y se activa desde las 12 horas). Por su parte, la expresion de
LOX2 se activa desde tiempos mas cortos, pues desde las 6 horas con RLs se observa

actividad la p—glucuronidasa, que también es dosis dependiente (Fig. 22).
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Figura 21. Expresion de PR-1::GUS en hojas de A. thaliana por efecto de los RLs de P. aeruginosa PAO1.

La linea PR-1::GUS de A. thaliana fue tratada con RLs (10, 20, 30, 40 y 50 pg/mL) por diferentes tiempos, 6
horas (A-G), 12 horas (H-N) y 24 horas (O-U). Como control positivo se utilizé SA (10 pg/mL). Las fotografias
son representativas de un total de tres experimentos con una n=3. Barras de escala =200 pum.
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Figura 22. Actividad de LOX2::GUS en hojas de A. thaliana por efecto de los RLs de P. aeruginosa PAOI1.

La linea LOX2::GUS de A. thaliana fue tratada con RLs (10, 20, 30, 40 y 50 ug/mL) por diferentes tiempos, 6
horas (A-G), 12 horas (H-N) y 24 horas (O-U). Como control positivo se utilizd JA (10 pg/mL). Las fotografias
son representativas de tres experimentos con una n=3.Barras de escala =200 pm.

En cuanto a PC, se observo que tanto en PR-1::GUS y LOX2::GUS hay una activacion de la
expresion de estos genes de forma dosis dependiente, pero de igual forma se observa que la
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activacion de PR-1 es mas tardia que la de LOX2, pues PR-1 se activa hasta las 12 horas de
tratamiento, mientras que LOX2 se activa desde las 6 horas (Figuras 23 y 24).

24 h

Figura 23. Actividad de PR-1::GUS en hojas de A. thaliana por efecto de la PC de P. aeruginosa PAO1.

La linea PR-1::GUS de A. thaliana fue tratada con PC (2, 4, 8 y 16 ug/mL) por diferentes tiempos; 6 horas (A-
F), 12 horas (G-L) y 24 horas (M-R). Como control positivo se utiliz6 SA (10 ug/mL). Las fotografias son
representativas de tres experimentos independientes con una n=3. Barras de escala = 200 pm.
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Figura 24. Actividad de LOX2::GUS en hojas de A. thaliana por efecto de 1a PC de P. aeruginosa PAO1.

La linea LOX2::GUS de A. thaliana fue tratada con PC (2, 4, 8 y 16 ug/mL) por diferentes tiempos; 6 horas (A-
F), 12 horas (G-L) y 24 horas (M-R). Como control positivo se utilizé6 JA (10 pg/mL). Las fotografias son
representativas de un total de tres experimentos independientes con una n=3. Barras de escala =200 pum.
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Los resultados sugieren que la capa del sistema inmune que se activa con RLs y PC es la
respuesta sistémica adquirida (SAR), pues se encuentran activas las sefializaciones de SA 'y
JA, aunque a diferentes tiempos, lo cual sugiere también que la sefializacion de JA esta
intimamente ligada a la respuesta de defensa ante microorganismos patogenos. Se sugiere
que a diferencia de los PAO1-CDPs, que actuan como elicitores activando la respuesta
sistémica inducida (SIR), los RL y PC acttan como patrones moleculares asociados a
patdgenos, como lo hace la flg-22 de P. aeruginosa, activando el mddulo de las cinas
MPK3/MPK®6. Sin embargo, reportes anteriores sugieren que moléculas como RLs pueden
ser usadas como elicitores, para proteger a las plantas ante microorganismos como B. cinerea
(\Varnier et al., 2009). De tal manera, se. decidio confrontar el efecto elicitor de los RLs
sugerido por Varnier et al., 2009, contra el efecto elicitor de los PAO1-CDPs (Solis-Ortiz

et al., 2022), asi como evaluar el como posible efecto elicitor de la piocianina.

i Preexposiciéna Preexposicion Preexposiciona
A L - CDPs purificados aPiocianina Ramnolipidos
preexposicion 1ugiml 4ug/mi 30 pg/ml
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Figura 25. Efecto de la preexposicion de A. thaliana Col-0 a PAO1-CDPs, PC y RLs contra P. aeruginosa PAO1 y
PA4078/pvdL.

Las plantas fueron crecidas por cinco dias en medio basal y posteriormente se transfirieron a placas con
tratamientos de PAO1-CDPs (1pg/ml), PC (2 pg/ml) y RLs (30 pg/ml) donde se mantuvieron por un periodo
de dos dias. Posteriormente, las plantas preexpuestas se transfirieron sobre estrias de las cepas PAOL y
PA4078/pvdL, donde se mantuvieron por un periodo adicional de seis. Finalmente se registraron el peso fresco,
el nimero de plantas con lesiones y UFC/ml log1x10°. Las barras representan el promedio de una n=10 de tres
tratamientos independientes. Las barras de error indican la SD de un ANOVA de 1 via, prueba post-hoc Tukey,
a P<0.05.

Los resultados mostraron que la preexposicion a PAO1-CDPs, es mas efectiva contra
el efecto patdgeno de PAOLy PA4078/pvdL, mientras que la preexposicion a PC fue efectiva
contra PAQO1, pero no contra PA4078/pvdL. Por su parte, la preexposicion a RLs no protegio
a la planta contra los efectos negativos de PAOL ni PA4078/pvdL (Fig. 25). Estos resultados
sugieren que la preexposicion a PAOL1-CDPs es mas efectiva contra organismos
hemibiotroficos, como lo es P. aeruginosa PAO1, aunque se comprometa el desarrollo y
crecimiento de la planta, compensando la energia empleada en la activacidn de la respuesta
de defensa mediante SIR, en la que intervienen las sefializaciones de fitohormonas y la
participacion de las cascadas de sefializacion de MAPK cinasas y TOR-S6K, asi como la
activacion de genes de respuesta a patdgenos como PR-1y LOX2 en respuesta a los estimulos
con RLs y PC que activan a SAR.
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6.2.3. Discusion de resultados no publicados.

Los RLs son un componente importante para la formacion de biofilm por P. aeruginosa
PAO1 el cual es considerado importante para que PAO1 infecte al huésped y se comporte de
manera patdgena (Ahator & Zhang, 2019; Diaz-Pérez et al., 2022; Rudrappa & Bais, 2008),
sin embargo, por si solos disminuyen el tamafo de la raiz principal en plantas de A. thaliana
Col-0 ademas de generar un color amarillento en el follaje de estas (Figura 17). Ademas, los
RLs disminuyen el porcentaje de germinacién y la formacién de pelos radiculares (Figura
19), lo cual sugiere que los RLs son importantes para la patogenicidad de P. aeruginosa
PAOQ1, debido al dafio observado en el crecimiento y desarrollo de las plantas tratadas con
estos. Por otro lado, la PC es otro factor de virulencia de gran importancia para P. aeruginosa
PAOQO1, catalogado como sideroforo que es Util para el aprovechamiento de Fe (Ahator &
Zhang, 2019; Diaz-Pérez et al., 2022; Merino, 2007), sin embargo en estos resultados, se
observa que es un factor de virulencia que no genera color amarillento en las plantas, pero si
disminuye el tamafio de sus raices principales (Figura 18), ademas de generar la formacién
de pelos radiculares, disminuyendo el porcentaje de germinacién y disminuyendo la biomasa
de las plantas (Figura 20). Una similitud entre ambos tratamientos es la generacion de raices
adventicias que se vio aumentada de forma dosis dependiente, lo cual sugiere que la planta
puede activar mecanismos para garantizar la supervivencia, ante el efecto negativo de
moléculas patdgenas como los RLs y la PC, pues las raices adventicias proporcionan a la
planta un mecanismo para seguir aprovechando los nutrientes del medio, ademas de darle
soporte ((Guan et al., 2015; Lakehal & Bellini, 2019). Los efectos observados sugieren que
las plantas cumplen con la teoria de redireccion de energia ante el estimulo de un pat6geno,
donde la planta redirecciona la energia hacia la defensa, haciendo que las platas queden
pequefias y no se desarrollen normalmente (Margalha et al., 2019; Radchuk et al., 2010;
Rosenberger & Chen, 2018). En cuanto a la defensa de la planta, se reviso la actividad de dos
genes reporteros de las vias del acido jasmonico (JA) y acido salicilico (SA), utilizando las
lineas transgénicas LOX2::GUS y PR-1::GUS respectivamente. JA y SA son fitohormonas
importantes para la respuesta de defensa en plantas, las cuales estan implicadas en la
activacion de la RH, asi como la activacién la SAR y/o la ISR (McMillan et al., 2021; Yildiz
etal., 2021; Zeier, 2021). Tanto LOX2::GUS como PR-1::GUS se trataron con dosis de RLS

y PC, y se pudo observar que hay actividad tanto de JA como SA de forma dosis dependiente
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y en base al tiempo del tratamiento, donde la actividad de JA se observa desde tiempos de 6
horas de tratamiento (Figuras 22 y 24), mientras que la actividad de SA es mas evidente desde
las 12 horas de tratamiento (Figuras 21 y 23). Lo cual sugiere que la actividad de JA es una
actividad temprana y es de las primeras respuestas que activan las plantas ante el estimulo de
un patogeno, la cual ademas es relacionada con la actividad de etileno para la activacion de
la ISR, mientras que la actividad de SA es una respuesta tardia y esta relacionada con la SAR.
Dados los resultados, observamos que hay una respuesta intrincada de ambas lineas de
defensa como lo sefiala la literatura (Lin & Agehara, 2021; Vlot et al., 2021). Una vez que se
revisaron los distintos escenarios de los efectos de los RLs y PC sobre A. thaliana, también
se reviso la activacion del sistema de defensa mediante la preexposicion a estos factores de
virulencia, con una confrontacion posterior con cepas patdgenas de PAOL, con el objetivo de
comparar los resultados con los publicados en (Solis-Ortiz et al., 2022). Ambas evidencias
sugieren que la respuesta de defensa en plantas es intrincada pues hay participacion de ISR
y SAR, con la participacion de las fitohormonas SA y JA, activando el switch que
redirecciona la energia de desarrollo hacia defensa (Margalha et al., 2019; McMillan et al.,
2021), mediante la inactivacion de AtTOR y activacion de MPK3/MPk6. Estos resultados
también soportan que las mutantes patogenas de PAOL1l empleadas, logran activar a
MPK3/MPKS6, pues estas son mutantes con produccion alta de RLs y PC, los cuales han
demostrado ser factores importantes para la patogenicidad de PAOL. Los factores de
virulencia o efectores de las bacterias pueden ser censados por las plantas para activar las
cascadas de MAPK (M. Zhang et al., 2018; Zhou & Zhang, 2020), mediante receptores de
membrana (Macho & Zipfel, 2014; W. Zhang et al., 2013), sin embargo ese es un enfoque
gue no se reviso en este trabajo, pero se puede abordar para la continuidad de este proyecto

en trabajos posteriores.
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6.3. CONCLUSIONES.

Los CDPs acttan como elicitores de la respuesta de defensa de A. thaliana, al “inmunizar” la
planta se contrarrestan los efectos negativos de las mutantes patégenas de P. aeruginosa PAO1 los
cuales se relacionan principalmente con RLs y PC, que son factores de virulencia importantes para la
patogenicidad de PAO1.

El mecanismo de defensa se activa mediante un switch entre las vias de sefializacion de
AtTOR y MAPKSs en el médulo MPK3/MPK®6, desencadenando la respuesta sistémica inducida con

los CDPs, pues se activa a LOX2 asociado a JA, pero no a PR-1 asociado a SA.

Los ramnolipidos y piocianina activan la respuesta sistémica adquirida al activar tanto la
expresion de LOX2 como de PR-1. La actividad elicitora de los CDPs se evidencia mas en

comparacion con la actividad elicitora promovida por los RLs y PC.

Como perspectivas, queda pendiente el mapeo total de la via de MAPKSs para la activacion
de MPK3/MPKG6 ante el efecto de los RLs y PC. Otra perspectiva importante es la revision de los
receptores implicados en el reconocimiento de los RLS, PC y CDPs por las plantas. Finalmente, el
ultimo enfoque es la revision del nivel de expresion de los genes defensa ya revisados, asi como otros

que estén implicados durante los tratamientos con RLs, PC y CDPs.
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7. ARTICULO DE DIVULGACION

U.M.S.N.H. | Afo 9 /Julio-Agosto/ No. 52

Inmunidad como defensa ;en plantas?

Cristhian Said Solis Ortiz y Homero Reyes de La Cruz

ienes las defensas bajas ;Cudntas veces he-
I mos escuchado la frase cuando nos enferma-
mos por haber contraido infecciones por al-
gun tipo de agente patégeno comao bacterias, virus,
hengos o alglin parasito? Si bien es cierto que todos
tenemos una maquina que nos protege y defiende
de estos agentes patogenos, también es cierto que
no siempre tiene éxito, y es en ese momento, cuan-
do atacan las infecciones causadas por estos bichos
microscopicos o por ingerir huevecillos de parasitos
que producen pavor y hasta repulsion como las te-
nias (Taenia sofium), mejor conocida como solita-
ria.
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;Como es esta maquinaria de defensa?

La maquinaria de defensa de |os seres huma-
nos esta compuesta por toda una red de células y
respuestas humorales, tales come los macrofagos,
Linfocitos B, Linfacitos T, basofilos, eosindfilos, te-
jidos como los ganglios linfaticos, entre otros, que
son generadas por nuestra propio cuerpo. Ademds,
se ha descritoc que el sistema inmunitaria de los hu-
manos tiene varias lineas de defensa: la Inmunidad
innata (natural o inespecifica) que permite contro-
lar lamavyor parte de los agentes patogenos que |le-
gan al organismo; la Inmunidad adquirida (adap-
tativa o especifica) que properciona al organisma
una respuesta frente a cada agente infeccioso, y
que ademds, se caracteriza por presentar mamo-
ria inmunolodgica propia, la cual evita que el mismo
agente infeccioso provaque enfermedad enuna se-
gunda infeccion; y las Barreras naturales, como el
cerumen de los oidos o el incomodo moco que sale
por nuestra nariz, las cuales protegen de la infec-
cion de estos agentes patogenos.

Este tipo de sistema defensivo no es exclu-
sivo del humano, también se ha descrito en otras
especies animales (otros mamiferos, aves, anfibios,
reptiles e incluso insectos), en los que se describe
una maquinaria de células y respuestas humorales
que son producidas por sus mismos érganos, para
intentar contrarrestar enfermedades causadas por
diferentes agentes patogenos como el parvovirus
canino, la gripe porcina A(HiMNa), la gripe aviar
A(HsNa), la cisticercosis (causada
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por Taenia soffum}, entre otros. Perg, ;te has pre-
guntado si otros seres vivos como las plantas, tam-
bién cuentan con unsistema de defensa parecido al
delos animales o al de nosotros?

La respuesta es jsil

Por ser las plantas organismaos sésiles, quizas
pensamaos gue éstas solo nacen, crecen, se repro-
ducen y mueren, y no se defienden de sus posibles
atacantes. Las amenazas que mayormente conoce-
mos son la falta de agua (sequia), el exceso de lluvia
y |as temperaturas extremas, factores clasificados
como de estrés tipo abiotico, lo que significa que
|as plantas sufren de estrés.

Ademnas de estas amenazas, también tienen
problemas de salud como nosotros, provocados
por microorganismos patogencs como las bac-
terias y los hongos, algunos insectos, nematodos
y virus, que son considerados como factores de
estrés bidtico. Ejemplos de ellos son: la bacteria
Xantomonas orizae que causa la pudricion de cul-
tivos de vainas de arroz; el hongo Botrytis cinerea
causante del moho gris o pudricion de cultivos de
fresa, zarzamora, tomate, entre otras siembras; y
dentro de los virus, uno de los mas comunes es el
Virus del Mosaico del Tabaco que afecta principal-
mente al tabaco.

Como podemos ver, los humanos no somos
los Unicos que tenemos problemas de salud y de

estrés. Las plantas también los tie-
nen, de tal manera que, debi-
do a sus estrategias de de-
fensa son organismos que
han triunfado en la cade-

na evolutiva y selectiva.
Hasta el momento,
sabemos que las plantas
son una alternativa efec-
tiva para contrarrestar
muchas de nuestras enfer-
medades, pues de ellas ex-
traemos una gran cantidad
de compuestos, algunos
de los cuales son recono-
cidos como farmacos. Sin
embargo, a estos seres vi-
vos ;Quién los protege o

como se protegen?

Generalmente, lo mas co-
nocido de esta defensa vegetal
son los mecanismos tanto estruc-
turales como bioquimicos, ya que las
plantas han desarrollado barreras fisicas como
ceras, espinas, vellosidades, tricomas, entre otras,
asi como estrategias para la sintesis de compues-
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tos quimicos que son el arsenal para atacar a sus
enemigos, inhibiendo el embate o eliminandolos
(ver Saber Mds g1:19-21).

Pero, ;las plantas desamrallan inmunidad frente a
sus atacantes?

Aunque en las plantas no se ha descrite un
sistema de respuesta inmune compuesto par cé-
lulas similar al de humanos, éstas han desarrollado
mecanismos que detectan la presencia de microor-
ganismos patégenos, donde las moléculas libera-
das suelen ser reconocidas por receptores acopla-
doz a la membrana de las células de las plantas.
Posteriormente a esta, se desencadenan una serie
de seales intracelulares que generan la liberacidn
de fitochormonas camo el acido salicilico, el acido
jasménico v el acido abscisica, los que ademas de
reqular el crecimiento y desarrollo vegetal, tamn-
bién regulan la expresidn de genes de respuesta
inmune de las plantas. Asi es, las plantas tienen
mecanismos considerados como de inmunidad;
pero, ;como es esta respuesta?

Estas moléculas activan diversos genes de
defensa para mejorar la fortificacion de la pared
celular, para la produccion de proteinas de resis-
tencia a patogenos, para la produccion de metabo-
litos secundarios como la camalexina, que funciona
como una fitoalexina y cuya funcion es la de disua-
dir a patogenos como bacterias y hongos.

Por si fuera poco, las plantas tienen sistemas
de defensa contra patogenos que se asemejan al
de nosotros, pues en éstas también se desenca-
denan respuestas rapidas ante infecciones y res-
puestas de memoria, mecanismo descrito como la
respuesta hipersensible en plantas, que consiste
en que las celulas que han sido infectadas en una
parte de la planta, mueren para evitar la propaga-
cion de la infeccion hacia los demas 6rganos
de la planta, deteniendo asi el avance
del patogeno. Ademas, las plantas
cuentan con la respuesta sisté-
mica adquirida, que implica
mecanismos complejos de
senalizacion desde donde
es el ataque hacia toda la
planta; es un mecanismo
que alerta para atacar al
patégeno y que
induce  otras
formas de de-
fensa.

Actual-
mente esto
puede causar controversia, ya que
cuando hablamos de sistema inmune, inme-

diatarmente pensamos en células de defensz espe-
ciglizadas y anticuerpas. Aungue hasta el momen-
to, na se ha descrito que las plantas generen este
tipo de células o particulas especializadas que reco-
nozcan patogenos v los eliminen, ya vimos que tie-
nen células que cuentan con diversos mecanismos
generados par ellas mismas para protegerse.

Si bien se evita llamarie sistema inmune
a estos mecanismos que ocurren en las plantas,
nombrandcose como respuesta de defensa contra
patagenos, can el anglisis de ciertas respuestas de
defensa se observa que se asamejan tanto en hu-
manos como en plantas, lo cual nos hace relacio-
nar ambos conceptos, sefialando de esta manera y
tajantemente que, si bien no se les llama igual, el
abjetivo de estos sistemas es el mismo: la defensa
del hospedero.

Adicionalmente, las plantas cuentan con [i-
neas de defensa las cuales son inmunidad asocia-
da a patrones moleculares asociados a patogenos
(PTI, por sus siglas en inglés) e inmunidad asociada
a efectores (ETI, por sus siglas en ingles), donde la
primera linea es activada por patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMPs, por sus siglas en
inglés); mientras que la segunda linea de defensa
es activada por efectores moleculares y es una linea
de defensa mas robusta y sostenida que la primera.

La respuesta inmune como defensa en plantas
Cabe mencionar que en humanos también se
reconocen diferentes PAMPs a través de la maqui-
naria involucrada en la respuesta inmune. Ambas
lineas de defensa en plantas, regulan la expresion
de fitohormonas como el acido salicilico y el aci-
do jasmonico, los cuales pueden tener actividades
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independientes, sinérgicos o de competencia entre
si, dependiendo de las necesidades de defensa de
la planta.

Comparando ambos sistemas, el de plantas y
el de mamiferos, los dos tienen mecanismos de re-
conocimiento de patogenos; ambos tienen memo-
ria de defensa; en ambos casos el reconocimiento
de un patogeno implica la activacion de cascadas
de sefializacion que activa la produccion de otras
sustancias que ayudan en la defensa; ambos tienen
respuestas localizada y sistémica; y ademas, recien-
temente se reporta que en plantas, la preexposicion
a moléculas de origen microbiano, puede ayudar a
entrenar el sistema de defensa y a desencadenar
respuestas efectivas en eventos posteriores ante
los patogenos.

. Introduccidn al sistema
. getal, 10(1):3-19.
https:ffrevista.ibp.co.cufindex.php/BV/article/
view/266/240

inmune

Toche P.P. (2012). Visién panoramica del sistema inmune.
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Esto Ultimo, es similar al efecto que presen-
tan las vacunas hechas con virus atenuados, que
ayudan a entrenar al cuerpo humano para even-
tos de exposicion posterior, como es el caso de las
vacunas contra el sarampion, la hepatitis B o la in-
fluenza. Todo lo anterior resulta interesante, ya que
abre una puerta hacia nuevas alternativas para el
cuidado de cultivos de interés agricola, lo cual se
puede traducir en la reduccién de pérdidas econd-
micas en ese sector a causa de infecciones por pa-
togenos.

AuUn quedan dudas por esclarecer acerca del
sistema de defensa de las plantas; sin embargo,
como aporte inicial, en este articulo expusimos un
analisis concreto que permite aseverar que las plan-
tas tienen un sistema inmune como parte de sus
respuestas de defensa contra patogenos.

https:ffwww.sciencedirect.com/sciencefarticle/pii/

a M.R. (2003). La parti
11z fensa de
ia, 21(3):355-
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https://link.springer.com/article/10.1007/s00248-022-02095-5
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Associated Is Dependent on the Pyoverdine and Pyocyanin Siderophores by Quorum Sensing
Modulation. Microbial Ecology, 1-15.
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Abstract

Preudomonas aeraginesa is an opponunistic pathogenic bacterium for humans, animals. and plants. through producing dif-
ferent molecular Factors such as biofilm, siderophores, and other virulence factors which favor bacterial establishment and
infection in the host. In P aeraginesa PAO, the production of these foctors is regulated by the bacterial guorum sensing
(S ) mechanisms. From them, siderophores are involved in iron scquisition, transport, and homeostasis. They are also con-
sidered some of the main virulence {actors in P aeruginesa: however, detailed mechanizms to induce bacterial pathogenesis
are poorly understood. In this work, through reverse genetics, we evaluated the function of bacterial pathogenesis in the pvd
cluster genes, which are required for synthesizing the siderophore pyoverdine (PVID). Single podl, pedd, podll, and double
mutant strains were analyzed. and contrary o expected, the pydl. and podd mutations increasad the concentration of PV
and other phenazines, such as pyocyanin (PYO) and phenazine- | -carboxylic acid (PCA) and also an increased biofilm pro-
duction and morphology depending on the sutoindwcer 2-alkyl-4-guinolone (PRS) and the Q5 molecules seyl-homoserine
lactones. Consegquently, in the in vivo pathogenicity model of Casnorfiabditis elegans. the mutations in pedf, pedd, and
vl increased the survival of the worms exposed o supernatants or biofilms of the bacterial culiures. However, the double
mrtant pedfipuedd increased its toxicity in agreeing with the biofilm production, PV, PYO, and PCA. The findings indicate
that the mutations in pvd genes encode non-ribosomal peptide sy nthetases impacted the biofilm™s structure. bul suppres-
sively also of the phenazines. confirming that the siderophores contribute 1o the bacterial establishment and pathogenicity
of P aeruginosa PAOL .

Keywords MNon-ribosomal peptide synthetases - Pyendomonas aeruginosa - Quorum sensing - Biofilm - Siderophones -
Pyoverdine - Pyocyanin
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Introduction

Prendomonas aeruginoesa is an opportunistic. pathogenic
bacterium that causes pneumonia [ 1], sepsis [2]. and other
acute infections that commonly aifect immunocompromised
patients [3]. QS is o cell-to-cell communication system thag
v=es signal molecules (avtoinducers) o enable hierarchcal
signaling networks [4] and coordinate diverse physiologi-
cal processes the bacterial density through modulating a
vast number of genes that drive the production of proteases,
elastase, exotoxins, rhamnolipids, pyocyanin, hydrogen
cyanide ned some of the considered as virulence factors
and also oxidative stress and antibiotic resistance. motility,
and biofilm formation: additionally, the QS systems regu-
late immune response evasion in hemans and animals [5,

£ Springer

96


https://link.springer.com/article/10.1007/s00248-022-02095-5

5. P. Diaz-Pérez et al.

61, Pseudomonas aeruginosa possesses at least four func-
tional QS circuits, two of them are mediated by N-acyl-
homoserine lactones (HSL) known as Las and Rhl, and two
are mediated by quinolones and carbaldehyde called Pgs
and Igs QS systems, respectively [7]). The autoinducers of
Las and Rh{ systems are N-(3-oxododecanoyl)-L-homoserine
lactone (3-ox0-C12-HSL) and N-butanoyl-L-homoserine
lactone (C4-HSL). which are synthesized by the Lasl and
RhII acyl-L-homoserine lactone synthases, respectively
[6. 8, 9]. The Pgs-QS system involves the participation of
2-heptyl-3-hydroxy-4-(1H)-quinolone (PQS), 2-heptyl-4-hy-
droxyquinoline (HHQ). and 2-heptyl-4-hydroxyquinoline
N-oxide (HQNO) autoinducers that are synthesized by the
enzymes encoded in the pgsABCDHR gene cluster. Both
QS systems link signal transduction to LysR-type transcrip-
tion regulators, LasR, RhIR, and PgsR. which specifically
respond to the cognate signal molecules [6, 10, 11]. Lastly,
the Igs system is defined by the 2-(2-hydroxyphenyl)-thia-
zole-4-carbaldehyde signaling molecule (IQS. also known
as aeruginaldehyde and its down-product, the dihydroaerugi-

noate, Dha), which is synthesized by the enzymes from the
ambBCDE gene cluster [5, 6. 12]. The Igs system by IqsR
protein regulates the Pgs QS-system into the PgsR transcrip-
tional regulator and, consequently, acts on the RhiIR regula-
tor from the Rhl QS-system.

Biofilms are complex. robust structures resulting from
organized social communities of microorganisms connected
to a surface constituted by an extracellular polymeric matrix
(polysaccharides, lipids, proteins, and extracellular DNA)
and are different from planktonic bacterial cells, which typi-
cally form heterogenic communities with a high cell density
that respond coordinately and modulate gene expression and
physiological activities [ 13]. Biofilms allow the microorgan-
isms to resist antibiotics, oxidative stress, nutrient depriva-
tion, and evading the host’s immune responses, which is an
essential factor in bacterial colonization and pathogenesis
[14-16]. In P. aeruginosa. a biofilm is commonly associ-
ated with chronic infections; it contains extracellular mol-
ecules such as cyanide, rhamnolipids, elastase, pyocyanin,
and siderophores regulated through QS systems [13, 16, 17].

Likewise, the production of siderophores. such as pyover-
dine — a fluorescent peptide-siderophore — is essential for
iron acquisition and biofilm formation at the infection site
[17]. At least 60 difterent pyoverdine molecules produced
by diverse Pseudomonas strains have been chemically char-
acterized: they consist of a dihydroquinoline-type chromo-
phore linked to a peptide (sequences strain-specific) [18].

Pyoverdine biosynthesis in P. aeruginosa and fluo-
rescent Pseudomonads is a complex process involving
the pvd gene cluster, At least 12 different gene products
have been described: the resulting proteins allow the pro-
duction of more than 60 different pyoverdines [18, 19].
The Pseudomonas pyoverdines share the structure of the
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chromofluorophore ((18)-5-amino-2,3-dihydro-8,9-dihy-
droxy- 1H-pyrimido-[ 1.2-a]quinoline- 1-carboxylic acid) but
differ in the attached strain-specific peptide chain which is
synthesized by non-ribosomal peptide synthetases (NRPS)
[18, 19]. The pyoverdine synthesis involves first the biosyn-
thesis by the siderosome at the cytoplasmic level, participat-
ing the NRPS PvdL, PvdI, Pvdl, and PvdD, also with the
other enzymes such as PvdH. PvdF, and PvdA. After the
siderophores are produced, they are transported to the peri-
plasm space, where they are modified and finally exported
out of the bacterial cell by a complex mechanism of secre-
tion or recycling to iron acquisition where multiple proteins
participate (PvdE, PvdQ. PvdP, PvdO, PvdN,PvdT, PvdR,
OpmQ, FpvA, FpvC, FpvF, FpvR, Fpvl, PvdS, etc. [18].

Despite that, it has been demonstrated that the sidero-
phores synthesized by the NPRS play essential roles in
cellcell communication and biofilm formation, which regu-
lates the infective and colonization capacity of the bacterium
on the host poorly understood. There is controversy about
the role of the pvd genes in P. aeruginosa. Some studies sug-
gest that it is crucial in establishing and maintaining bacte-
rial infection. In contrast, other studies indicate that the pvd
genes are dispensable in producing pyoverdine [20].

This study aimed to characterize the effect of mutation
on NRPS encoded in the pvdl, pvdJ, and pvdl genes, which
have been involved in the synthesis of pyoverdine sidero-
phores, a range of virulence factors production also as in
the biofilm production/structure, and pathogenesis of the P.
aeruginosa bacteria.

Methods
Bacterial Strains

The mutant strains used in this study were derived from the
P. aeruginosa PAO1 (Table 1). All strains were grown in
Luria—Bertani (LB) with their respective antibiotics. Escher-
ichia coli IM109 (pSB1075) was added to 100 pg/mL of
ampicillin. For P. aeruginosa, 200 pg/mL streptomycin,
60 pg/mL tetracycline, and 50 pg/mL gentamicin were used.

Mutagenesis Procedure

Mutants were constructed using triparental conjugation as
previously described [26]. Using the P. aeruginosa PAO1
wild-type strain and the single mutants, the pRK2013 helper
plasmid and the Escherichia coli S17.1 strain containing
the respective plasmids pKpvdl::Gm®, pKpvdJ::Gm", and
pKpvdL::Gm®, whose plasmids contain the pvdl, pvdJ, or
pvdL genes, interrupted with a gentamycin resistance cas-
sette (Table 1). Bacterial transconjugants were selected from
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Table 1 Strains and plasmids used in this work

Strains or plasmids Relevant characteristics

Source or references

Strains

P. aeruginosa PAOISM  Spontaneous streptomycin resistant mutant derived from PAO! strain [21]

Alast/Arhll Double mutant in the lasl and rhif genes derived from P. aeruginosa PAOIL [22]

Apvd] PAO1::1SlacZ/hah, TR, transposon insertion in ORF PA2402, Tc® [23]

Apvd] PAO 118 lacZ/hah, Tc%, transposon insertion in ORF PA2400, Tc® 123]

Apvdl. PAOI::18lac#/hah, Tc®, transposon insertion in ORF PA2424, Tc® [23]

ApvdiNpvd] Double mutant strain derived from Apval, mutated with the pKpvdJ::Gm® plasmid, Te®.Gm® This study

ApvdINpvdl Double mutant strain derived from ApvelJ, mutaled with the pKpvdL::Gm® plasmid, This study
TR Gm*

ApvdLNpvdl Double mutant strain derived from ApvdL, mutated with the pKpvdl::Gr® plasmid, Tc®,Gm® This study

Plasmids

PGEM-T Plasmid used for PCR fragments cloning; Ap* Invitrogen

pGpvdl PGEM-T easy with 1.1 kbp DNA fragment containing pvdl from PAO1, disrupted with a This work
£ yein resistance cassette (%00 bp) ligated into Sall site of pvdl gene

pGpvdJ pGEM-T easy with 1.1 kbp DNA fragment containing pvdJ from PAOI, disrupted with a This work
gentamycin resistance cassette (900 bp) ligated into Xhol site of pvdJ gene

pGpvdL pGEM-T easy with 1.1 kbp DNA fragment containing pvdl. from PAO1, disrupted with a This work
gentamycin resistance cassetle (900 bp) ligated into Xhol site of pvdl. gene

pKOK4 pBR325 derived mob+plasmid: Tk, Apf, Crf [24]

pRK2013 Conjugation helper plasmid. Tra, ColE1 replicon; Km® 1251

pKpvdl::Gm® pKOK4 with EcoRI fragment containing pvdl::Gm® from pGpval This work

pRpvdl: :Gm® pKOK4 with EcoR1 fragment containing pvdJ::Gm® from pGpvdJ This work

pKpvdL::Gni® pKOK4 with EcoRI fragment containing pvdl::Gm"® from pGpvdlL. This work

plates with the appropriate antibiotics and submitted to PCR
for characterization.

Quorum Sensing Assay

The QS AHL-dependent assay was performed using the
E. coli IM109 reporter strain transformed in the pSB1075
plasmid, which contains the transcriptional fusion
plasRlasIRhI:luxCDABE and produces luminescence in
response to 3-oxo-C12-HSL [27]. E. coli IM109 (pSB1075)
was grown overnight in LB liquid medium at 37 °C with shak-
ing. The culture was diluted with fresh LB medium to obtain
an optical density (OD) of 0.1 at 600 nm (OD600). 200 pL of
cultures were distributed in each well of a 96-well culture plate
and incubated for 2 h at 37 °C. Subsequently, 50 pL of cell-free
supernatants of P. aeruginosa cultures was added to each well
and incubated at 37 °C with slight shaking. The OD600 and
luminescence were determined on the 96-well culture plates
using a ChemiDoc MP imaging system (BioRad) [28].

Determination of Virulence Factors
Biofilm

Cultures of P. aeruginosa strains were adjusted to an optic
density (0.D.) at 600 nm=0.1 with LB; 100 pL aliquots of

diluted cultures were collocated into 96-well culture plates
and incubated at 37 °C for 48 h. Biofilm was quantified by
dyeing the 96-well plate with violet crystal, and spectropho-
tometric absorbance was measured at 550 nm [29]. Protein
content in biofilm was determined by the Bradford method
(Biorad).

eDNA

eDNA was extracted from biofilms collected from 24-well
culture plates, suspended in water, mixed with an equal vol-
ume of phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) and
after with chloroform:isoamyl alcohol (24:1). The aqueous
phase was mixed with three volumes of isopropanol and
1/10 volume of 3 M sodium acetate (pH 5.2) and stored
at—20 °C for 18 h to precipitation. The eDNA was collected
by centrifugation (13,000 g for 20 min at 4 °C) and washed
three times with 70% ethanol, air-dried, and then dissolved
in 10 pL of TE buffer (Tris HCI/1 mM EDTA, pH 8.0). The
amount of eDNA was determined at UV 260 nm using a
spectrophotometer [30].

Elastase

Elastase determination was carried out using the Elastin
Congo Red assay (ECR) [31]. 250 pL samples of cell-free

a Springer

98



S.P. Diaz-Pérez et al.

supernatants were treated with 10 mg of ECR; the samples
were dissolved in 0.1 M Tris-HCl and 1 mM CaCl, at pH
7. The samples were incubated for 16 h at 37 °C with light
shaking. The remaining ECR was eliminated by centrifuga-
tion at 10,000 g for 5 min, and the absorbance of superna-
tants was measured at 495 nm in a spectrophotometer.

Pyocyanin

One milliliter of the cell-free supernatant was mixed with
I mL of chloroform. and the organic fraction was collected
and mixed with 1 mL 0.2 N HCL. The organic fraction was
then separated, and the absorbance was measured at 520 nm
in a spectrophotometer [28].

Alkaline protease

Cultures of P. aeruginosa strains were adjusted to
OD600=0.1 in yeast extract salts (Y ES) medium and incu-
bated at 37 °C for 48 h. Protease activity was determined by
protein halo degradation after staining plates with Coomas-
sie blue (0.1%) in acetic acid—methanol (3:1) for 30 min.
Later, dishes were washed with acetic acid (10% ). metha-
nol (50%). and distilled H,O. A transparent halo around the
bacterial colony indicates the protein hydrolysis, which was
measured using a ruler.

Rhamnolipids

Cell-free supernatants obtained from cultures of P. aerugi-
nosa strains grown at 37 °C for 48 h were used 1o gquantify
rhamnolipids using the orcinol method rhamnose based
on a standard curve of rhamnose measuring absorbance at
545 nm in a spectrophotometer [32].

Pyochelin

Five milliliters of cell-free supernatants of the P. aerugi-
nosa strains cultures was adjusted pH to 3.0 with citric
acid and extracted by adding 1 mL of chloroform. Then,
the organic phase was collected and evaporated. Pyochelin
was dissolved with 1 mL of methanol 80%, and the absorb-
ance was measured at 313 nm: quantification was performed
using the molar extinction coefficient (€) for pyochelin
4900 M~! em™" in MeOH/H,0 [33].

Pyoverdine

Cell-free supernatants (100 pL) of the P. aeruginosa strains
cultures were added with 900 pL of a pyridine/acetic acid
solution (pyridine 50 mM, acetic acid 50 mM, pH 5.0) and
mixed. Absorbance was measured spectrophotometrically at
380 nm, and quantification was performed using the molar
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extinction coefficient (€) of pyoverdine 16,500 M~' cm™'
[33].

Cyclodipeptides

P. aeruginosa PAO1 strains were grown in 20 mL of LB
medium at 37 °C by 48 h with 150 rpm shaking. Cyclodipep-
tides from cell-free supernatants were extracted with acidi-
fied ethyl acetate solvent. evaporated in a rotavapor at 60 °C,
and dissolved in methanol. Samples were analyzed by HPLC
and GC-MS as previously described [28, 34].

Survival Assays using Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans Bristol N2 worms (provided by the
Caenorhabditis Genetics Center, University of Minnesota)
were synchronized by hypochlorite isolation of eggs from
gravid adults [35]. L1 larvae were transferred onto nema-
tode growth medium plates seeded with the E. coli OP50
strain grown on the plates as a food source, The larvae were
incubated at 18 °C for 4-5 days until they reached the young
adult phase. Worms were incubated with a cell-free medium
collected from bacterial cultures of PAO1 strains grown for
48 hin LB medium or biofilm. For each experiment, 20-30
worms were incubated at 25 °C and scored for life at 6, 12,
24, and 48 h. For statistical purposes, at least three replicates
per trial were carried out. C. elegans worms were considered
dead when they stopped moving and did not respond to a
nudge with a platinum wire, The fluorescence microscopy
images were taken using a fluorescent and phase-contrast
inverted microscope (Nikon Eclipse TE300) with PlanFluor
4%, 10xdry lenses, and an AmScope ML300 3.1 MP digital
color camera.

Microscopy and image acquisition of biofilm
structures

Cultures of P. aeruginosa PAO1 strains were adjusted to
0D600=0.1 with LB, 100 pL aliquots of diluted cultures
were collocated into 96-well culture plates and incubated
at 37 °C for 48 h. After the medium was eliminated, pro-
pidium iodide (P1) and SYTO9 stains were added. Plates
were washed using PBS and analyzed using a confocal laser
scanning microscope (Olympus Fluoview FV1000). All
microscopy images were recorded using filter sets for mon-
itoring PI and SYTOY fluorescence, respectively. Images
were obtained using a 40x by 1.3 objective. Simulated 3D
images and sections were generated using the Olympus
FV1000 software package. Additionally, photographs of
biofilms obtained by confocal microscopy were analyzed
to determine surface plots and biomass content using the
Imagel (NIH Image) and Comstat2 software [36].
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Phenazines Analysis by LC-M5

Twenty milliliters of cell-free supernatants — from the P.
aeruginosa PAQ] cultures grown in LB medium at 37 “C,
under 130 rpm for 48 h — was extracted with an acidified
ethy] acetale solvenl, evaporated in a rotavapor al 60 °C,
and dissolved in | mL of methanol. The phenazines were
quantified using randem liquid chromatography-mass
spectrometry {LC-MS/MS), consisting of an ACQUITY
LPLC and Xevo TQ-5 {Waters]. (ne-microliter samples
were injected imo a reverse-phase LC column ACQUITY
LPLC BEH C18 2.1 50 mm, 1.7 pm) using 0.4 mL/min
flow with the gradient program. Eluent A was compased
of 4 mM of amumonium-tormate and 0.1% formic acid in
water, and eluent B was composed of acetonitrile {100%). A
linear gradient was used as foilows: from 90% A:10% B for
4 min, 10% A:90% B for 1.0 min, 90% A:10% B by 1 min.
and finally 1 min for equilibration. A tlow rate of 0.4 mL/
min was used. The colunn tempenture was maintained at
40 °C, while the samples in the autosampler were at 10 °C.
For detection, a Xevo TQ-S instrument was used in the scan
{range of 100—2000 m/z) and multiple-reaction monitoring
(MRM) modes. The MS/MS transition-specific parameters
were determined for each compound. All compounds were
measured using a capillary voltage of 2.20 (kV) at a gas des-
olvation temperature of 500 °C, gas flow N, (800 L/h), cone
gas flow (50 L/h), and nebulizer gas flow (7.0 Bar). Calcula-
tions were performed using each compound’s peak areas of
the quantifier transition. MS/MS acquisition phenazine was
operated in the same parameter using fixed collision energy
30 eV in positive mode.

RT-qPCR

RNA total from the P. aeruginosa strains cultures was
obtained after 24 h of growth as described [37], treated with
DNase (Thermo Fischer Scientific). [t was utilized to obtain
cDNA through Superscript I Reverse Transcriptase using
reverse random primers (Thermo Fischer Scientific) in a
reaction volume of 20 pL for 1 pg of RNA material, accord-
ing to the manufacturer’s instructions. The resulting reaction
was diluted to 50 pL, and 2 pL was added to a qPCR SYBR-
Green reaction mix which contains 5 pL of PCR master mix,
0.5 pL of forward and reverse primers for each gene to evalu-
ate (Table S1. supplementary material), and deionized sterile
water to a final volume of 10 pL. The qPCR reaction was
performed in a ABI StepOne thermocycler (Applied Biosys-
tems) with the thermal cycling program 95 °C for 2 min, 40
cyeles of 95 °C for 5 s, and 60 °C for 30 s. The product was
routinely examined using a dissociation curve as suggested
by Applied Biosystems, and the amount of transcript was
compared with the relative Ct method with rpoS gene as an
internal reference control. The 2 —22% method was used to

analyze the experimental data of the genes las/, rhiA, psgA,
phzS, psiA, pelB, and prdl.

Statistical Analysis

For all experiments, the overall data were statistically ana-
lyzed by using the GraphPad Prism 6.0 software (GraphPad
Software [nc.). One-way variance {ANOVA) analyses with
Tukey's post how tests were perlormed to delerming (reat-
ments’ statistical differences.

Results

The Mutation of pvd Genes Modifies Biofilm
Structure in P, aeruginosa PAQT and Biofilm
Production

Biotilm formation was determined into the single and
double mutants in the pvdi, pvdf, and pvdl, genes —
which encodc NRPS described as being required for the
pyoverdine synthesis — and evaluated the effect on the
biofilm structure by confocal microscopy. The biofilm’s
typically smooth and uniform morphology in the P. aer-
uginosa PAO1 strain is observed (Fig. 1). Figure 2a and b
show the quantification of the fluorescence intensity ren-
dered by bacterial cells and the thickness of the biofilm,
respectively. In addition, surface plots showed clearly the
constitution of layers and intensity of complexity of the
particles, observed as dots (Fig. 1: analyzed by ImageJ
and Comstat2 software as described [36]). The biofilm
structure of the ApvdJ mutant displays similar character-
istics to the WT strain (Figs. | and 2a and b). The mutant
Apvdl showed decreased fluorescence intensity (xy plane)
and decreased internal compaction (z plane) than the
WT, and interestingly, the Apvdl mutant exhibited the
most substantial impairment in fluorescence intensity,
thickness, and internal biofilm complexity; its biofilm
contained rough structures, like mountains, and delicate
linear structures like thin fibers (Figs. | and 2a and b).
The double mutant Apvdl/ApvdJ shows similar character-
istics to WT, and the double mutant ApvdL/Apvdl severely
affected their biofilm structure (producing thin biofilm
layers with irregular morphology) and decreased fluores-
cence intensity (Figs. | and 2a and b). The ApvdJ and the
double mutant ApvdJ/ApvdL showed similar morphology
and structure to the WT strain; however, the complexity
was affected (z plane). Unexpectedly, the double mutant
Apvdl/Apvdl, although it showed a structure like the
WT strain, presented a significant increment in the fluo-
rescence intensity and complexity on the biofilm layer
on all planes. As a negative control, the double mutant
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Fig. 1 Biofilm structure
analyses in the P. aeruginosa
pvd mutants. The P. aerugi-
nosa strains were grown on LB
medium in 96-well plates to
analyze biofilm structure and
production. Representative
images of biofilm structures in
the pvd mutants were observed
by confocal laser scanning
microscopy (CLSM) at 48 h of
culture at 37 °C. The biofilms
were stained with SYTO9
(green) to live cell staining.
The image magnification is

40 x. The xy plane corresponds
1o a view from the top of the
biofilm layer (2-D dimension).
The xyz plane corresponds to a
picture of the biofilm layer in
the 3-D dimension. The z plane
indicates the structure of biofilm
seen in a cross-sectional view.
Plots of surface analysis 3-D
show the constitution of layers
and intensity of complexity and
particles count-intensity (ana-
lyzed by ImageJ software)

Alasl/Arhll was included. In agreement with previous
studies describing AHL-dependent mutations, the bio-
film layers are impaired and decreased in fluorescence
intensity (Figs. 1 and 2a and b).

In quantifying biofilm production by crystal violet spec-
trophotometric method, the ApvdJ and ApvdJ/ApvdL mutants
produced similar amounts of biofilm to the WT strain, while
the Apvdl, ApvdL. and ApvdL/Apvdl mutants produced sig-
nificantly less biofilm than WT strain (Fig. 2¢). As expected,
in the Alasl/Arhil strain, the amount of biofilm was almost
totally undetected. At the same time, in concordance with
the fluorescence method, the mutant Apvdl/ApvdJ exhibited
the most increased biofilm production. (Fig. 2¢). and the
protein and DNA quantitation and biomass determination

4| Springer

were consistent between the different techniques of biofilm
analysis (Fig. 2a-e).

The biofilm-mediated bacterial pathogenicity is also
associated with various virulence factors; thus, several
virulence factors were determined in the pvd mutants.
The rhamnolipid production was increased in the sin-
gle mutants pvdl, pvdJ, and pvdL and the double mutant
ApvdL/Apvdl, compared to the WT strain (Fig. 2f). As
expected, the Alasl/Arhll double mutation reduced the
production of rhamnolipids, proteases, and elastase;
however, the single or double pvd mutants did not show
significant differences in the production of protease and
elastase compared with the WT strain (Fig. S1, supple-
mentary material).
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Mutation of the pvd Genes Modifies the Quorum
Sensing Response in P. aeruginosa PAO1

To determine whether the modifications of biofilm observed
in the pvd mutants are associated with QS-dependent mod-
ulation, the QS-AHL system functionality was evaluated
using a biosensor strain (E. eoli transformed with the plas-
mid plasRlasIRhiI:luxCDABE) [27]. The cell-free superna-
tants of the double mutant Alasl/Arhll, as expected, pro-
duced less than 10% of fluorescence than that of the PAOI1
WT strain (100%) (Fig. 3a). Interestingly. the single mutants
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Apvdd, Apvdl, and ApvdL showed 15-35% in the level of flu-
orescence induced into the AHL-biosensor compared with
that of the WT (Fig. 3a). Although the double pvd mutants
showed increased fluorescence levels compared to the sin-
gle pvd mutants, the induction levels of the biosensor by
the double mutants remained below that of the WT strain
{~30% average).

To evaluate whether the pvd mutations in the P. aer-
uginosa PAO1 strain modity the response of the pgs-QS
system, the PQS autoinducer content was determined in
culture supernatants. Results showed that the PQS amounts
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Fig.3 Participation of QS systems in the pvd mutants of P. aerugi-
nosga, Cell-free supernatants from cultures of the P. aeruginosa strains
grown in LB medium for 48 h at 37 °C were used to determine the
induction of QS systems and gene expression. a Induction of the las/
rhi-dependent biosensor by cell-free supernatants of the P. aerugi-
nosa strains, determined by bioluminescence generation. The assay
was performed using the E. coli IM109 reporter strain harboring the
pSB 1075 plasmid, producing luminescence in response to 3-ox0-C -
HSL. b Determination of PQS, 2-heptyl-3-hydroxy-4-(1 H)-quinolone

decreased ~25% in the cell-free supernatants from cultures
of the ApvdJ and Apvdl/Apvd] mutants, while that at~50%
in the ApvdJ/ApvdL mutant (Fig. 3b). mRNA quantitation
determined by RT-qPCR at 24 h of cultivation on the indi-
cated mutants showed that the expression of the las/ and
rhlA. as expected in the double mutant Alasl/Arhil, was
almost undetected, but significantly, the las/ decreased in
the pvd mutants tested (Fig. 3c). On the contrary, the rhlA
gene expression remains similar to the WT strain in the pvd
mutants (Fig. 3c). For its part, the expression of the pgsA
gene was increased in the Alasl/Arhil and the ApvdL/Apvdl
mutant but decreased its expression in the Apvdl. mutant.
To explore whether the differential production of viru-
lence factors observed in the pvdL, pvdl. and pvdJ mutants
are associated with the interference of the QS circuits
involved in siderophore and phenazine synthesis, mRNA
quantitation was determined (Fig. 3c). The expression of
the phzS gene involved in the phenazines synthesis showed
increased expression in the Alasi/Arhll and Apvdl/Apvd)
double mutants: a similar behavior was observed in the
pslA expression (encodes a glycosyl transferase involved
in exopolysaccharides required for biofilm formation) [38].
The pvdL expression was significantly increased in the
double mutants Apvdl/ApvdJ and ApvdL/Apvdl. However,
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in cell-free supernatants of the P. aeruginosa strains by HPLC. ¢ The
relative expression levels of transcripts through RT-gPCR assays
for the P. aeruginosa strains are shown. Data were analyzed by the
2-44C method using rpoS. a reference gene. The results are presented
as expression-fold changes. Bars represent the means of at least three
independent experiments (a-b), or three replicates of RT-qgPCR (c).
One-way ANOVA with a Tukey post hoc test was used to compare
treatments. Values with significant differences (P<0.05) are denoted
by lowercase letters

the pelB expression (encodes an outer-membrane porin
involved in polysaccharides exporting essential for biofilm
formation) [39] was impaired in the pvdL and double mutant
Apvdl/Apvdl but suppressively increased strongly in the
double mutant Apvdl/Apvdl (Fig. 3c).

Mutation of the pvd Genes Modifies the Production
Phenazines in P. aeruginosa PAO1

To evaluate whether the mutation on the pvd genes modifies
the production of secondary metabolites, also considered
virulence factors, quantitation of cyclodipeptides (CDPs)
and phenazines was carried out. The cyclo (L-Pro-L-Phe),
cyclo (L-Pro-L-Val), and eyclo (L-Pro-L-Tyr) quantitation
in the cell-free supernatants of P. aeruginosa cultures indi-
cate that individually some mutants produced less of some
CDPs. Even total CDP amounts in the pvd mutants were not
observed compared with the PAO1 WT strain (Fig. 4a—c).
Determining the virulence factor pyocyanin in cell-free
supernatants of P. aeruginosa cultures shows that the pvd
mutants (single or double) significantly increased pyocya-
nin production compared to the PAO1 WT strain, where
the Apvdl/Apvd] mutant was the better producer of pyo-
cyanin (Fig. 4d). In addition. we evaluated the production
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Fig.4 Determination of secondary metabolites and phenazines in the
pvd mutants of P. aeruginosa. Metabolile determination in cell-free
supernatants from cultures of the P. aernginosa strains grown in LB
medium for 48 h at 37 °C, as described in the “Materials and Meth-
ods.” a~¢ Cyclodipeptides, a cyclo (L-Pro-L-Phe). b cyclo (L-Pro-
L-Val), ¢ cyclo (L-Pro-L-Tyr), d pyocyanin, e PCA. phenazine-1-

of PCA and OHPHZA phenazines in the cell-free super-
natants by LC-MS. Notably. the yield of PCA was sig-
nificantly increased in all the pvd mutants, with the dou-
ble mutant Apvdl/ApvdJ again the highest PCA producer
(Fig. 4e). However, an opposite effect was observed in the
OHPHZA phenazine production, where its production was
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carboxylic acid. f OHPHAZ. I-hydroxyphenazine, g pyochelin, h
pyoverdine. Bars represent the means of at least three independeni
experiments. One-way ANOVA with a Tukey post hoc lest was used
to compare treatments, Values with significant differences (P<0.05)
are denoted by lowercase letters
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significantly impaired in all pvd mutants compared to the
WT strain. In contrast, the mutant Apvdl/Apvd/ yielded
the lowest amounts of OHPZA, similar to the Alasl/Arhll
negative control strain (Fig. 4f). Thus, the double mutant
Apvdl/ApvdJ increased the production of pyocyanin and
PCA but impaired OHPZHA production.
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Mutation of the pvd Genes Increases the Production
of Pyochelin and Pyoverdine Siderophores in P.
aeruginosa PAO1

Likewise, the iron-sequester siderophores pyochelin and
pyoverdine were determined in the cell-free supernatants
of the PAO1 cultures. Results show that the mutant strains
Apvdl/Apvd] and ApvdL/Apvdl produced similar amounts
of pyochelin as compared to the WT and double mutant
Alasl/Arhil strains. However, the single mutants Apvdl and
ApvdJ produced less pyochelin, while the single mutant
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Fig. 5 Effect of iron in the pyoverdine production in the pvd mutants
of P. aeruginosa. Cultures of P. aeruginosa strains grown in M9 min-
imal medium for 48 h at 37 °C with the addition of different concen-
trations of FeCl; as indicated were utilized to analyze the pyoverdine
content as described in the “Materials and Methods." Bars represent
the means of at least three independent experiments

Fig.6 Toxicity of cultures of
the pvd mutants of P. aer-

ApvdL and the double mutant ApvdJ/ApvdL produced the
highest amounts of pyochelin (Fig. 4g).

On the other hand, the production of pyoverdine in the F.
aeruginosa pvd mutants showed an unexpected finding: the
production of pyoverdine in the single mutant supernatants,
Apvdl and ApvdL. and in the double mutant Apvdl/Apvd]
was significantly increased as compared to the WT strain
(Fig. 4h). However, as expected, when the mutants were
grown in a medium supplemented with increased concentra-
tions of FeCl 3 (0-100 uM). the pyoverdine content decreased
depending on the iron concentration in the culture medium
(Fig. 5). Taken together, the data indicate that mutations in
the pvd genes increased pyoverdine production, which was
reverted by iron supplementation in the culture media.

Mutation of the P. aeruginosa pvd Genes Increases
the Death of Caenorhabditis elegans Worms

Caenorhabditis elegans is currently used as a host model to
evaluate in vivo infection procedures, including the patho-
genic P. aeruginosa bacterium [40]. Thus, cell-free super-
natants and biofilm from cultures of the pvd mutants were
used to evaluate the pathogenicity using the in vivo worm
model. As expected, the worm’s survival plots showed
that the PAO1 WT strain was more virulent than the pvd
mutants. Importantly, the supernatant from the double
mutant Apvdl/ApvdJ was more virulent than that of the WT
PAO1 strain. (Fig. 6a). Interestingly. the supernatants of
the double mutants ApvdJ/ApvdL and ApvdL/Apvdl showed
a percentage of worms survival similar to the Alasl/Arhll
control strain (Fig. 6a). Thus, the killing capability of the
cell-free supernatants of the P. aeruginosa strains was as
follows: Apvdl/Apvd >PAO1 > Apvdl > ApvdL > Apvdl >
ApvdL/Apvdl > Alasl/Arhll > ApvdJ/ApvdL.

Likewise, we evaluated the survival of C. elegans worms
in the presence of biofilm samples from the P. aeruginosa

Biofilm
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bacterial cultures grown for 48 h. Results showed similar
behavior as when supernatants were used; biofilm from
the double mutant Apvdl/ApvdJ was more pathogenic than
that of the WT PAO1 strain. Still, the biofilm from the
Apvdl/Apvd] mutant was less harmful (Fig. 6b). The biofilm
killing capability of the P. aeruginosa strains on the worm
model was as follow: Apvdl/Apvd] > PAO1 > ApvdJ/ApvdL
> Apvdl > Apvdl > ApvdL> Alasl/Arhll = ApvdL/Apvdl.

Discussion

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogenic
bacterium in which QS controls the production of multiple
virulence factors involved in its pathogenicity. In P. aer-
uginosa, as in other pathogen bacteria, forming biofilms
is essential for establishing chronic and severe infections,
favoring host colonization [16]. In clinical isolates of P. aer-
uginosa, the structures in the biofilms are vastly different;
this variation has been correlated to the degree of bacterial
virulence, while in a planktonic form, the bacterium is less
virulent than when the biofilms are structured [41]. Bac-
terial pathogenesis mediated by biofilms is controlled by
several regulatory factors and the expression of a hierarchi-
cally regulated QS system to produce a diversity of virulence
factors [6].

In a previous study, Gonzalez et al. (2017) described that
mutation of non-ribosomal peptide synthetases (NRPS)
modifies the pathogenicity of P. aeruginosa PAOI in A.
thaliana depending on the production of pyocyanin [28].
Thus, the role of the NRPS in modulating the virulence fac-
tors production in P. aeruginesa is of great interest to elu-
cidate and understand their relationship with pathogenicity.

In this study, we determined in P. aeruginosa PAOI the
effects of mutation in the pvd genes. involved in the synthe-
sis of the pyoverdine siderophores, on bacterial pathogenic-
ity. The mutagenesis approach in the PAO] strain was car-
ried out in the pvdl, pvdl, and pvdL loci encoding for NRPS
described as the primary enzymes involved in pyoverdine
siderophores synthesis [19].

The mutation of the pvd genes caused a substantial
modification of the biofilm structure (Fig. 1). In this
sense, the biofilm morphology in the single pvdl and
pvdL mutants showed that the biofilm thickness was sig-
nificantly decreased, but not for the pvdJ mutant, where
film thickness increased with a double mutation in the
Apvdl/ApvdJ genes. Contrarily. in the double mutant
ApvdL/Apvdl. the biofilm formation and structure were
significantly impaired, consistent with an increase in
rhamnolipids production (Figs. | and 2). Additionally, the
single mutation of the pvdl gene showed the most substan-
tial modifications in biofilm structure and complexity; that
is in agreement with mRNA expression of the pelB gene

involved in exopolysaccharides synthesis and transport,
which are essential for biofilm formation [38, 39]. These
results indicate that the mutation in the P. aeruginosa
pvdl, pvdJ. and pvdL genes modifies the biofilm composi-
tion, showing a correlation with the thamnolipids content.
In agreement, it has been described that the rhamnolipids
and the expression of the psiA and pelB genes are essen-
tial to produce, export, and maintain biofilm architecture,
facilitating the degradation of the matrix, decreasing the
cellular adhesion, favoring the dispersion, and activating
the motility of the bacteria contained in the biofilms [16.
38, 39, 42].

Pathogenic bacteria use diverse mechanisms (i.e., pro-
duction of virulence factors) to evade the immune response
by inactivating critical components of the immune system,
which is crucial for the invasion of host tissues [43]. Pseu-
domonas aeruginosa produces a variety of extracellular
products which possess potent biological activity in mam-
malian tissues, such as proteolytic enzymes, elastase, and
alkaline protease, all of which are regulated by the QS sys-
tems [43]. Studies describe that the increase of the elastase
and protease is associated with highly complex and more
robust biofilm structures, while their decrease results in
superficial, unstructured biofilm layers [17]. In our study,
changes in the production of these virulence factors in the
NRPS-mutants studied were not observed (Fig. S1) and did
not show a correlation with the modifications to structure
biofilm observed (Fig. 1), suggesting the implication of other
virulence factors.

In P. aeruginosa, QS has a dual role: the modulation
of the virulence factors and induction of the host immune
response [44]. In addition, the biofilm formation in P. aer-
uginosa is regulated by QS dependent on N-acyl homoserine
lactones (QS-AHL) [16]. Also, it has been described that
AHL-dependent QS hierarchically regulates downstream
QS systems such as the Pgs QS-system, which utilizes the
quinolone PQS as an autoinducer, which also can modulate
the biofilm production and structure [16, 45].

In our study, we further confirmed that the mutation of
the NRPS encoded in the pvd genes modified the AHL-
dependent las-QS signaling (Fig. 3a). The double mutant
ApvdJ/ApvdL was the only strain that changed the produc-
tion of the PQS quinolone, the autoinducer of the Pgs-QS
system (Fig. 3b); however, the pvd mutations modified the
mRNA expression of the pgsA gene (Fig. 3¢). This is the
first report describing in P. aeruginosa that the PQS synthe-
sis is associated with the NRPS (PvdL and Pvd]) modula-
tion. Consequently, the regulation of genes dependent on
the Pgs QS system may be altered. These findings suggest
that mutation of the pvdL gene modifies the PQS produc-
tion. Therefore, the Pgs QS-system, also known as the las-
QS system, can be responsible for the observed biofilm
structure modifications, several virulence factors, biofilm
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development, and iron-starvation response be modified by
the PQS system [10].

Other factors described as modulators of QS are the
CDPs. These molecules are involved in the bacterial signal-
ing of QS independent of the Las/Rhl/Pgs systems [7]. In
P. aeruginosa, the CDPs are synthesized by NRPS, which
molecules interfere with AHL QS signaling [28, 46]. In this
study, our results indicate that the NRPS (Pvdl/Pvdl/PvdL)
did not modity CDP synthesis (Fig. 4a—c).

On the other hand, phenazine synthesis is associated with
biofilm production, which is required for the bacteria estab-
lishment in both the host and the lungs of cystic fibrosis
patients [47]. P. aeruginosa secreted three main phenazines:
pyocyanin, phenazine-1-carboxamide, and 1-hydroxyphena-
zine (OHPHAZ), where OHPHAZ is from phenazine-1-car-
boxylic acid (PCA) [48]. Pyocyanin plays a role in the multi-
species interactions, exacerbation of host pathogenesis, ROS
generation, and iron acquisition, being widely described as
related to the P. aeruginosa pathogenesis [17]. OHPHAZ is
implicated in ROS generation, host cilia dysfunction, and
iron acquisition, while PCA improves biofilm formation,
iron acquisition, and antibiotic resistance [49].

Our study found that mutations in the pvdl, pvdJ,
and pvdL significantly increased the production of the

phenazines, pyocyanin (PYO), and PCA: oppositely, the
output of OHPHAZ was impaired (Fig. 4d—f). The synthesis
of PYO involves an intermediary from the chorismic acid.
first to obtain PCA, and subsequently PYO; collaterally is
also produced the phenazine-1.6-dicarboxylic acid (PDC),
and I-hydroxyphenazine (OHPHAZ), which all compounds
possess multiple biological properties [50]. These findings
indicate that in the P. aeruginosa PAO1, the NRPS Pvdl/

Pvdl/PvdL mutations consequently induce the synthesis of

other siderophores such as pyochelin or phenazines such as

PYO and PCA. Additionally, we can suggest that the pool of

OHPHAZ was decreased in function on demand of metabo-
lite precursors required PYO synthesis (Fig. 7). These find-
ings indicate that although the pvd genes are essential for
the synthesis of pyoverdine, these are also involved in the
phenazines synthesis.

In P. aeruginosa, it has been described that iron chela-
tion is vital for the establishment of bacterial infection and
progression towards a chronic disease where available iron
is limited [19]. The siderophores such as pyochelin and pyo-
verdine can sequester iron from host depots to improve the
bacterial establishment during the infection (Fig. 7): addi-
tionally, the siderophores can act as signaling molecules
[54]. PQS cooperatively stimulates the iron scavenging
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Fig.7 Model of the interaction of the quorum-sensing system with
siderophores biosynthesis and biofilm formation in P. aeruginosa
PAOL. Iron deprivation induces the expression of the fur regulon,
which generates the Fur regulator and induce the expression of the
PvdS sigma factor, This controls the pvd regulon of biosynthesis of
pyoverdines (PYV), a kind of siderophore that is involved in the iron
acquisition and iron homeostasis. On the other hand, the las-QS sys-
tem regulates the pgs operon, which consequently modulates the pgs-
QS system. The PQS function as an iron sequesier also modulates the
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phzAllphzA2 operons involved in the synthesis of phenazines (PCA
and OHPHAZ), also as for the ROS scavenger iron-dependent pyo-
cyanin (PYO). Siderophores are essential in the formation of the bio-
film structure, rendering with other virulence factors a biofilm struc-
ture critical to the establishment of pathogenicity and resistance of P.
aeruginosa 1o hosts or environmental niches (the model was adapted
from the findings obtained in this work and from models described
previously [51-53])
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siderophores, such as pyoverdine and pyochelin, resulting
in the modulation of siderophore production under different
environmental and nutritional conditions [55].

Contrary to impairing the pyoverdine production,
in our study, the production of these siderophores was
favored mainly in the pvd double mutations (Fig. 4g and
h). In agreement, the supplementation of iron reverted the
overproduction of pyoverdine in a dose-dependent man-
ner (Fig. 5). This finding suggests that multiple partici-
pants in the regulation of gene expression of structural
genes, regulatory genes, and transport-involved, among
other modifications in the pyoverdine structure, show the
complexity of the pyoverdines synthesis and the multiple
factorial points that are involved in their synthesis and
modulation (Fig. 7).

The nematocidal activity of the siderophore pyover-
dine has been reported in P. aeruginosa, revealing that
it is sufficient to kill C. elegans [56]. Deletion of the
pvdD and pvdJ genes in P. syringae caused the inhibi-
tion of pyoverdine production and attenuated virulence
against C. elegans worms [56]. Furthermore, the deletion
of the pvdD and pvdJ genes negatively impacts phena-
zine production, which atfects the killing capability of
P. aeruginosa over C. elegans [57]. Nevertheless, in
our study, it was demonstrated that in the pvd mutants,
increased pyoverdine concentration was correlated with
the decreased capability to cause the fast mortality of
C. elegans, except for the double mutant Apvdl/Apvdl.
which continued to be killing at similar levels to the WT
strain (Fig. 6a). In P. aeruginosa, biofilm is a protec-
tive structure for bacterial growth, essential for survival
in nosocomial environments; it may also maintain the
persistence of the inflammatory response in chronic
bacterial infections, favored by the excretion of diverse
virulence factors. However, the degree of pathogenicity.
expression of virulence factors, or resistance to antibiot-
ics by bacteria cannot always be associated with the abil-
ity to form biofilms [58, 59]. But our results point to the
possibility that increasing biofilm formation correlates
with increased virulence factors, i.e., pyocyanin produc-
tion as shown in Apvdl/ApvdJ strain. and this modifica-
tion correlates with increased mortality of C. elegans.
Whereas, those mutants impaired on biofilm production
show decreased killing capability on the in vivo patho-
genicity of C. elegans model, showing from most viru-
lent to least: Apvdl/Apvd] > PAO1 > Apvdl > ApvdL > A
pvdl > ApvdL/Apvdl > Alasl/Arhll > ApvdJ/ApvdL. The
behavior was similar when utilizing supernatants and
biofilms (Fig. 6b).

On the other hand, the PQS system in P. aeruginosa
regulates the synthesis of several virulence factors, form-
ing an intercommunication between the two central QS
systems Las and Rhl systems. In P. aeruginosa, the PYO

synthesis is performed by two paralogous gene clusters
(phzl and phz2), in which the PsqE protein and the RAl QS
system regulate its synthesis, along with other virulence
factors, such as biofilm and rhamnolipids, all of which are
important for the bacterial pathogenicity [47]. Our find-
ings showed that the las-QS and pgs-QS systems modulate
the PYO synthesis pathway, where both PYO and PCA
significantly increase concentration for the pvd mutants
(Figs. 4 and 7).

The role of pyocyanin in iron acquisition has been
studied, although how PCA phenazine favors biofilm
production by promoting iron chelation is poorly under-
stood. In this context, the iron acquisition in P. aerugi-
nosa is associated with the siderophores, pyochelin, and
pyoverdine [ 18, 19]. The pyochelin (low affinity by iron)
is synthesized by enzymes encoded into the pchDCBA
genes cluster. In contrast, pyoverdine types (high affinity
by iron) are encoded into the pvd genes clusters located
in different operons conforming in the PAOI strain
around 20 regulatory and structural proteins [60].

To our knowledge. this is the first report in P. aer-
uginosa that explores the pvd gene involvement in the
biofilm structure and phenazines production by a QS-
dependent mechanism. Our findings showed that the sin-
gle mutations carried out by transposon insertion in the
pvdl, pvdJ, and pvdL were insufficient to abolish the PVD
synthesis, indicating that specific modules on the NRPS
are functional or that redundancy of function could occur.
It further confirms that the NRPS Pvdl, Pvd], and PvdL
are involved in synthesizing the pyoverdine siderophore
and phenazines, which were found to impact the biofilm
structure and the biofilm-associated bacterial establish-
ment pathogenicity of P. aeruginosa PAO1.
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