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especificos conduce a la modificacion de la expresion génica y el establecimiento de
la respuesta de defensa.

Las MAPK son parte de una via de transduccién de sefiales exclusiva de
eucariotes. En especies como Nicotiana tabacum y Arabidopsis thaliana, han sido
asociadas con la activacién de respuestas celulares a sefiales extracelulares, las
cuales incluyen diferentes tipos de estrés ambiental. Especificamente, se han
asociado con la expresiéon de genes PR. Debido a que se ha demostrado que ia
resistencia de las plantas puede depender de la activacion de esta via, su estudio en
el chile habanero es importante para la comprensién y el conocimiento de los
mecanismos de resistencia contra P. capsici y otros microorganismos fitopatogenos.
El objetivo de este trabajo fue determinar si la via de transduccién de sefales
mediada por MAPK esta relacionada con la modificacion de la expresion de genes
de defensa, durante la interaccion de C. chinense con P. capsici.

Para ello, se establecié un modelo de estudio con cultivos celulares de C.
chinense, a los cuales se les adicionaron homogenados de paredes celulares
(CWH) de P. capsici. El tratamiento indujo la respuesta de defensa, como lo
demuestra la modificacion de la actividad de B-1,3 glucanasas y la alcalinizacién del
medio de cultivo como respuesta a los CWH. Una vez inducidos los sistemas de
defensa, se analizé el efecto de los CWH sobre la via de las MAP cinasas y la
expresiéon de genes de defensa clonados a partir de una biblioteca de ADNc del
cultivo celular de C. chinense.

Los resultados mostraron la activacién de dos proteinas cinasas, que
fosforilan a la proteina basica de mielina (MBP, un sustrato no especifico de las
MAPK), vy no a la caseina o a la histona HI (las cuales no son sustratos de las
MAPK), como respuesta a la induccion con CWH. La identidad de las proteinas
cinasas fue corroborada mediante el uso de anticuerpos especificos para MAPK
bisfosforiladas, lo que confirmé la presencia de dos MAP cinasas, de ~43 y 44 kDa,
como respuesta a la adicion de CWH de P. capsici. La activacién de dos proteinas
parece ser especifica a la induccién de las células con las paredes de P. capsici,
dado que bajo condiciones de cultivo estandares para la linea celular, estas
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ABSTRACT

The production of habanero pepper (Capsicum chinense Jacq.) is important
in the Yucatan Peninsula, because of its use in gastronomy and its export value.
Even though in Yucatan, this crop presents apparently little disease problems
associated to other pathogens than viruses, the blight disease caused by P. capsici
is among the most important threats to pepper production in the world.

During plant pathogen-interactions, a great variety of events take place,
including tissular and intracellular modifications. Inside the cell, changes in defense-
related gene expression, as well as the increase in defense protein levels, have been
associated to plant defense responses to pathogen infection. Moreover, the activity
of some enzymes related to the defense response is increased. As an example of
gene induction and protein activation in plant defense response, pathogenesis-
related proteins genes (PR) are induced as a response to pathogen infection, since
not only their protein levels are increased, but also their corresponding activities are
increased as a result. It is known that the activity of some PR proteins is directly
involved in pathogen destruction. Since induction of most of the plant defense-
related genes occurs only after detection of the pathogen, the proper establishment
of a defense response requires efficent detection systems. Pathogen recognition by
plant cells is achieved through binding of pathogen- or self-derived molecules
(ligands) to cytosolic or transmembranal receptors; plant resistance genes (R) codify
for some of these cell receptors. The specific binding of the ligand activates signal
transduction pathways, like the mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway.
The transduction of the defense signal to the nucleus results in the activation of
transcription factors, and finally, in the specific induction of defense-related genes.

MAPK signaling pathways are only present in eukaryotic organisms. in plant
species like Nicotiana tabacum and Arabidopsis thaliana, they have been associated
to cell responses activated by extracellular signals, like environmental stress. During
plant cell response to biotic stress, MAPK have been related to the induction of PR
genes during defense response establishment. Since it has been demonstrated that
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One of the contributions of this work is the establishment of a model to study
the plant-pathogen interaction between C. chinense and P. capsici, which allow us to
study defense response in habanero pepper. With this model we were able to show
that defense response of C. chinense includes medium alcalinization, MAPK
pathway activation, modification of $-1,3 glucanase activity and gene expression
modification. This results are important not only because there is little information
about C. chinense defense response, but also because with them, it is now possible
to understand this response in habanero pepper.
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Innes, 2001; Jonak et al., 1999; Jonak et al., 2002; Kim y Zhang 2004; Liu et al.,
2004; Morris, 2001; Samuel ef al., 2005; Tena et al., 2001; Wrzaczek y Hirt, 2002).

Algunos de los genes cuya expresion se modifica como resuitado de la
activacion de la via de las MAP cinasas son aquellos que codifican las proteinas PR
(“pathogensis related”) (Cheong et al., 2003; Kroj et al., 2003; Lee et al., 2001; Kim y
Zhang 2004; Lee et al, 2004; Xing et al., 2001). En el género Capsicum, las
proteinas PR mas estudiadas hasta el momento son las glucanasas (Egea et al.,
1996; Garcia-Pérez et al.,, 1998) y las quitinasas (Candela et al., 1993). Por otro
lado, se ha demostrado que la expresiéon de genes pertenecientes a la familia PR10
estan asociados con la resistencia de C. annuum a la infeccioén por patégenos, ya
que la sobreexpresiéon de los mismos aumenta la resistencia de las plantas a
bacterias, virus y oomicetos (Carpin et al., 1999; Park et al., 2004; Shin et al., 2001,
Shin et al., 2002; Shin et al., 2003).

Se sabe que la via de MAPK esta involucrada en la respuesta de defensa de
las plantas ante Ja invasion del patdégeno (Kim y Zhang 2004; Liu et al., 2004), y se
ha sefalado que ésta activacién se encuentra relacionada con la modificacion de la
expresion génica (Kim y Zhang 2004; Liu et al., 2004; Samuel et al., 2005) durante la
defensa a diferentes patégenos, incluyendo bacterias (Lee et al., 2001), virus (Liu et
al., 2004) y oomicetos (Cheong et al., 2003). La informacién que hasta el momento
se tiene sobre la respuesta de defensa y la interaccion entre Capsicum y sus
microorganismos asociados, se ha obtenido principalmente en C. annuum, en
especial sobre las modificaciones en la expresion génica (Park et al., 2004; Shin ef
al., 2001, Shin et al., 2002; Shin et al., 2003) y los niveles de proteinas PR (Egea et
al., 1996; Garcia-Pérez et al., 1998). Los mecanismos mediante los cuales C.
chinense responde a la infeccién de patdgenos, incluyendo las vias de transduccion
involucradas en este proceso y los genes, cuyos niveles de transcritos se modifican
como respuesta a los patégenos, se desconocen. Por lo anterior, el objetivo de este

estudio consistié en determinar si la via de transduccién de sefnales mediada por las
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1.2 PRINCIPALES ENFERMEDADES ASOCIADAS A C.
chinense

Uno de los factores que afectan la produccion del chile habanero en
Yucatan, son las enfermedades ocasionadas por nematodos, bacterias, virus,
hongos y oomicetos (Soria et al., 2002).

Los nematodos del género Meloidogyne, M. incognita, M. arenaria, M. hapla
y M. javanica habitan dentro de las raices induciendo la formacién de agallas, se
alimentan de los nutrimentos de sus hospederos. Los sintomas en la parte aérea
son clorosis y achaparamiento, y las infecciones severas pueden matar a la planta
(Thies y Ferry, 2001).

En C. annuum, la infeccién por la bacteria Xanthomonas axonopodis pv.
vesicatoria se caracteriza por la formacién de manchas foliares (Kousik y Ritchie,
1998).

Existen dos grupos de virus que frecuentemente se encuentran asociados
con el género Capsicum; el primero es el de los tobamovirus, dentro de los que se
puede considerar al Pepper mild mottle virus, el cual induce manchas necroéticas
locales (de la Cruz et al., 1997), y el segundo es el de los begomovirus, como el
Pepper golden mosaic virus (PepGMV), antes Texas pepper virus variante
Tamaulipas (TPV-Ta) (Lotrakul et al., 2000) y el Pepper huasteco virus PRV (Garzén
Tiznado et al., 2001; Godinez et al., 2001), los cuales tienen gran importancia a nivel
regional (Garzon-Tiznado ef al., 2001).

En la Peninsula de Yucatan, los principales microorganismos que se han
encontrado asociados a C. chinense son Cercospora capsici (Soria et al., 2002; Tun,
2001), Colletotrichum spp. y Phytophthora capsici (Soria et al., 2002).

C. capsici produce manchas, tanto en hoja como en tallo, los sintomas que
provoca son clorosis y pequeias manchas ovaladas acuosas que posteriormente,
se tornan blancas a café claro con bordes rojos o purpuras. Ademas, produce
lesiones concéntricas en peciolos, hojas, pedlnculos y tallos. En infecciones graves,
provoca clorosis general y defoliacion (Pernezny et al., 2003; Soria et al., 2002; Tun,
2001).






diferente grado de resistencia a los mismos, y a que puede llegar a generar
resistencia como resultado de la recombinacion (Pérez-Moreno et al., 2004).

1.3 INTERACCION ENTRE EL GENERO CapsicumY SUS
PATOGENOS

Los estudios sobre los mecanismos de defensa de C. annuum, se han
realizado a dos niveles: transcripcional, mediante el andlisis de la expresion génica,
y postraduccional, midiendo la actividad enzimatica, durante la interaccién planta-
patdgeno.

Con respecto a las modificaciones postraduccionales, se ha evaluado la
actividad de proteinas PR pertenecientes a diferentes familias (Candela et al., 1993).
En plantas de C. annuum se han identificado proteinas PR, cuya actividad se induce
en respuesta a la infeccién por patégenos. Dentro de estas proteinas se encuentran
algunos miembros de las familias PR1, PR2, PR3 y PR4, que se inducen durante la
infecciéon por el Cucumber mosaic virus (CMV) (Candela et al,, 1993), las B-1,3-
glucanasas en respuesta al CMV(Egea et al., 1996) y a P. capsici en variedades
resistentes (Garcia-Pérez et al., 1998), asi como las quitinasas y las peroxidasas en
las mismas variedades (Egea ef al., 2001), y las esterasas (Kim ef al., 2001).

Como parte de los estudios a nivel transcripcional, mediante el andlisis de la
expresion diferencial, se han clonado secuencias de ADNc inducidas durante la
respuesta de C. annuum a Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Jung y Hwang,
2000) y al Tobacco mosaic virus (TMV) (Shin et al., 2001). También se observé que
algunos de los genes inducidos durante la infeccién por Xanthomonas son aquellos
que codifican quitinasas, B-1,3-glucanasas, tioninas, transferasas de lipidos (Jung y
Hwang, 2000; Park et al., 2002), osmotinas (PR5) y proteinas con dominios LRR,
mientras que los genes que se identificaron en respuesta al TMV son PR10, PR4,
transferasas de lipidos, ornitina descarboxilasa, proteina de pared celular, piruvato
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fitomejoramiento que permitan disminuir las pérdidas ocasionadas por este
patégeno.

1.4 GENERALIDADES DE LA INTERACCION PLANTA-
PATOGENO

En general existen dos tipos de interaccion planta-patégeno, la no especifica
de hospedero, y la especifica de hospedero (Nirbenger, 1999). En la primera, que
es la mas comin, se incluyen aquellas interacciones en las cuales todas las
variedades de una especie vegetal son resistentes a todas las cepas o razas de una
especie de microorganismos invasores, potencialmente patogénicos (Nirbenger y
Lipka, 2005); en la segunda, la interaccion ocurre entre una variedad particular de
una especie vegetal y una raza especifica del patégeno e implica la interaccién entre
moléculas especificas de ambos participantes (Keen, 1990).

Dentro de las interacciones planta-patégeno especificas de hospedero, se
encuentran dos subdivisiones: la interaccién compatible, que se lleva a cabo en
hospederos susceptibles, favoreciendo el crecimiento y el desarrollo del patégeno, y
la interaccion incompatible, en la cual, se desencadena la resistencia por la
interaccion entre los productos de los genes de resistencia (R) de la planta con los
productos de los genes de avirulencia (Avr) del patdgeno, ya sea de manera directa
(Martin et al., 2003), o mediante ofras proteinas, que en conjunto activan los
mecanismos de defensa de las plantas (McDowell y Woffenden, 2003). En las
plantas existen principalmente dos tipos de respuestas de defensa contra
patdégenos: las preformadas y las inducidas (Osbourn, 1996). Uno de los
mecanismos mediante el cual las plantas evitan el ataque por patégenocs, es el
mecanismo de proteccién pasiva, que consiste en la presencia de barreras fisicas y
de compuestos preformados, como las capas de ceras epicuticulares que se
encuentran sobre la epidermis en toda ia planta (Dangl y Jones, 2001; Odjakova y
Hadjiivanova, 2001; Osbourn, 1996) y algunos compuestos antifingicos, como las

saponinas, las avenasinas, los glucésidos cianogénicos y los glucosinolatos
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1.4.2 LOS GENES RY EL MODELO GEN AGEN

Durante la interaccién planta-patdgeno, una vez que éste Uitimo es
reconocido a nivel molecular, se inician una serie de reacciones asociadas con la
resistencia, como el flujo de iones a través de la membrana plasmatica, la
generacion de especies reactivas de oxigeno o explosion oxidativa (Apel y Hirt,
2004; Baker et al., 2002; Levine et al., 1994; Mellersh et al., 2002), la fosforilacion de
proteinas especificas, la activacion de enzimas involucradas en la sintesis de la
lignina para reforzar las paredes celulares (Egea et al, 2001), la activacion
transcripcional de genes de defensa (McDowell y Woffenden, 2003), la induccion de
fitoalexinas, la muerte celular localizada en el sitio de la infeccién (Heath, 2000; Lam
et al., 2001) y por ultimo, la resistencia sistémica adquirida (Knogge, 1996; Ryals ef
al., 1996).

La resistencia de las plantas a los patdgenos es un proceso complejo que
involucra la activacion de vias de sefalizacion interconectadas y la induccion de
muchos genes (Eckardt, 2002). El modelo gen-gen, establece que los productos de
los genes de resistencia (R) de la planta interaccionan especificamente con los
productos de los genes de avirulencia (Avr) del patégeno, confiriéndoles resistencia
(Flor, 1971).

Hasta el momento se han encontrado mas de 125 potenciales genes R en el
genoma de Arabidopsis thaliana y mas de 600 en el de Oryza sativa (Nimchuck et
al., 2003). En su forma mas simple, el producto del gen R (receptor) de la célula
vegetal reconoce el producto del gen Avr del patégeno (ligando), mediante la
interaccidn directa entre ambos productos (McDowell y Woffenden, 2003; Odjakova
y Hadjiivanova, 2001). Este modelo de interacciéon gen-gen ha sido demostrado de
manera experimental en algunos ejemplos como en la interaccion raza especifica
entre los productos Pi-ta de Oryza sativa y Avr Pi-ta de Magnaporthe grisea. En la
mayoria de los casos, los productos génicos R y Avr no interaccionan directamente,
sino que la union de estos dos productos estd mediada por un tercer componente
conocido como blanco de virulencia vegetal; por ejemplo, los productos de los genes
AvrB/AvrRPM1 de Pseudomonas syringae pv. maculicola interaccionan con la
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RPM1, RPP5, BS2, PBS1, RRS1). Las raza no especificas (FLS2, RPG1, RPWS),
desencadenan una respuesta de defensa contra diversas variantes o cepas del
patdégeno (Hammond y Parker, 2003).

En tabaco se evalu6 la induccion de la respuesta de defensa mediada por
R/Avr mediante la transformacién de plantas con el gen de resistencia Cf-9, el cual
es un gen de Lycopersicum esculentum que confiere restencia a esta especie contra
Cladosporium fulvum. Se utilizaron células en suspension de tabaco que fueron
inoculadas con los fluidos intracelulares de plantas de tabaco transformadas con
Avrg . Al tratar las células con los fluidos con (Avr@+) o sin Avr9 (Avr9-), observaron
que sélo en el caso de Avr9+ se indujo la respuesta de defensa, indicando que la
respuesta estd mediada por la interaccion del producto del gen R de la planta con
los del gen Avr del patdégeno (Romeis et al., 1999).

Después del reconocimiento del patégeno mediante el receptor, para inducir
la respuesta, es necesario que se activen las vias de sefalizacién que tendran
efecto sobre la expresion de genes relacionados con la respuesta de defensa (Baker
et al., 1997).

1.4.3 LA TRANSDUCCION DE SENALES EN LA INTERACCION PLANTA
PATOGENO

Los mecanismos de transducciéon de sefales son vias mediante las cuales la
sefial es transducida al nucleo, para dar inicio a las respuestas de defensa
(McDowell y Dangl 2000), entre las que se encuentran la respuesta de
hipersensibilidad, que consiste en la muerte de las primeras células infectadas y la
acumulacion local de compuestos antimicrobianos (Osbourn, 1996). Estas vias de
transduccion de seiiales son muy complejas, debido a que en ellas participan un
conjunto de proteinas que responden, no solamente a la percepcién de sefales
fisiologicas relacionadas con la comunicacién entre tejidos, sino también a
condiciones de estrés bidtico y abidtico. Como ejemplos de estas vias podemos
encontrar a la via del jasmonato (Turner et al., 2002), la senalizacién por calcio
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cinasas dependientes de calcio se activan durante este tipo de interaccién (Romeis
et al., 2000).

Las calmodulinas son proteinas de 16 a 18 kDa sin actividad catalitica, que
al unirse al calcio activan proteinas blanco involucradas en varios procesos
celulares. Estas proteinas estan compuestas de dos dominios globulares con
capacidad de unién a calcio, conectados con una hélice flexible (Luan et al., 2002).
Se sabe que estas proteinas son importantes en la respuesta de defensa (Bouché et
al., 2005); por ejemplo, se ha demostrado que la sobreexpresién de una calmodulina
tiene como resultado un aumento en el nivel de la resistencia sistémica adquirida
(Heo et al., 1999). En Arabidopsis thaliana recientemente se identificé una oxido
nitrico sintasa, que es una calmodulina que cataliza 1a sintesis de 6xido nitrico
(Dangl, 1998). En presencia de inductores bacterianos aumentan los niveles de esta
molécula y tiene efecto sobre [a expresién génica; ademads, se observd que las
plantas que carecen de AINOS1 son mas susceptibles a bacterias (Dangl, 1998).

1.4.3.2 ESPECIES REACTIVAS DE OXiGENO

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son producidas por las células
vegetales, como respuesta primaria a diferentes tipos de estrés, pueden movilizarse
por difusién y son muy importantes en la respuesta de hipersensibilidad (Levine et
al., 1994). Durante la interaccién incompatible, la produccion de H,O, se da
rapidamente al inicio, y posteriormente, se presenta una segunda explosién
oxidativa de manera prolongada, a diferencia de la interaccién compatible, donde
una vez que el patdgeno invade a la planta, solamente se observa una explosién
oxidativa rapida (Mittler et al, 2004). Las ROS estan involucradas en el
establecimiento de la resistencia sistémica adquirida, ya que inducen la expresiéon
de genes de defensa en sitios lejanos a la infeccion (Apel y Hirt, 2004). Las ROS
estan relacionadas con la induccion de la muerte celular durante la respuesta de
hipersensibilidad, se difunden a células cercanas al sitio necrosado, induciendo
genes de defensa involucrados en la proteccion celular, como la glutatiéon S-
peroxidasa (Mittler et al., 2004); y también participan en la proteccién de células
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patdégeno, para lo cual se utilizan técnicas como el despliegue diferencial (DD)
(Liang y Pardee, 1992), el analisis del polimorfismo de fragmentos de ADNc
amplificados (cCDNA-AFLP) (Bachem et al., 1998), el andlisis serial de la expresién
génica (SAGE) (Velculescu et al., 1995), 1a hibridacion substractiva (Diatchenko et
al., 1996) y el analisis por microarreglos (Shalon et al., 1996).

Algunos de los genes cuya expresion se modifica durante una infeccion,
codifican diferentes tipos de proteinas involucradas, tanto en la respuesta de
defensa, como otros mecanismos celulares, como la reorganizacién del
citoesqueleto, el ciclo celular, el metabolismo secundario, el estrés oxidativo, la
replicacion, la transcripcion génica, la transduccion de sefales (receptores y
proteinas cinasas), la sintesis de fitoreguladores como moléculas de senalizacion,
etc. Dentro de éstas, se pueden mencionar a cinasas de tipo receptor (Nimchuck et
al., 2003), proteinas de union a calcio (Bouché et al, 2005; Sanders et al., 2002),
factores de transcripcion (Li et al., 2004), proteinas tipo calmodulina (Bouché et al.,
2005), fosfatasas (Luan et al., 2003), transferasas de lipidos (Park et al., 2002),
MAPK (He et al., 1999; Song y Goodman, 2002), ciclooxigenasas (Kim et al, 2002),
proteinas de pared celular (Shin et al., 2003), peroxidasas y proteinas inducidas por
fosfato, entre otras (Durrant et al., 2000).

Otros de los genes cuya induccidn es caracteristica de la respuesta de
defensa son los genes relacionados con la explosion oxidativa (Apel y Hirt, 2004), la
destoxificacion (Mittler, 2002), la reorganizacién del citoesqueleto (Takemoto y
Hardham, 2004), la modificacién de la pared celular (Asselberg et al.,, 2007), la
sefalizacion celular (McDowell y Dangl, 2000) y aquellos que codifican proteinas
relacionadas con la patogénesis (proteinas PR) (Van Loon y Strien, 1999; Van Loon
et al., 2006). Estas Ultimas estan agrupadas en 14 familias: PR-1 (Candela et al.,
1993), PR-2 (Candela et al., 1993), PR-3 (Candela et al., 1993; Egea et al., 1996),
PR-4 (Candela et al., 1993), PR-5, PR-6, PR-7, PR-8 (Egea et al., 1996), PR-8 y PR-
10 (Park et al., 2004).
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elicitinas son proteinas secretadas por los miembros del género Phytophthora,
capaces de inducir la respuesta hipersensible y la resistencia sistémica adquirida en
sus hospederos (Kamoun et al, 1997; Yu, 1995). Se ha demostrado que las
elicitinas como la parasiticeina y la criptogeina, al igual que los extractos de pared
celular de Phytophthora spp. activan una proteina cinasa de 48 kDa (SIPK) en
células en suspensién de tabaco, presentandose la maxima actividad entre los 5 y
los 10 min, hasta casi desaparecer a las 24 horas después del tratamiento. En
contraste, la parasiticeina induce un incremento paulatino de la actividad de la
MAPK a partir de los 5 min, siendo ésta maxima desde los 15 min y hasta las 2
horas después de la inoculacién. En el caso de la criptogeina, la actividad es mayor
alas 2 horas y su aumento no es tan evidente (Zhang et ai., 1998).

En cultivos celulares de C. annuum los valores de pH se incrementaron
como respuesta al micelio y al filtrado de P. capsici, también se modificé la actividad
de p-1,3-glucanasas y la conductividad de medio de cultivo (Garcia-Pérez et al.,
1998). Adicionalmente a las proteinas PR, se ha demostrado que los niveles de las
especies reactivas de oxigeno se incrementan durante la respuesta de defensa de
las células vegetales (Hiickelhoven y Kogel, 2003). En células en suspension de A.
thaliana se observé que el incremento de H;O, en el medio de cuitivo se inicia
minutos después de agregar el inductor (Bindschedler et al., 2006; Davies et al.,
2006), y coincidié con la alcalinizaciéon como respuesta al tratamiento (Davies et al.,
2006).

Una forma de conocer los mecanismos que regulan la interaccién entre
ambas especies podria ser la de adicionar inductores extraidos de P. capsici a
plantulas o tejidos especificos de C. chinense, y analizar sus efectos sobre diversos
eventos relacionados con el establecimiento de los sistemas de defensa.

Con base en lo anterior, en el presente proyecto se estudiaron los efectos
sobre los niveles bioquimico y molecular, producidos por la adicion de
homogeneizados de pared celular (CWH) de P. capsici a suspensiones celulares de
C. chinense. Especificamente, se determind el establecimiento de la respuesta de

defensa por efecto de la elicitacion con P. capsici. Para ello, inicialmente se
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células se colectaron alos 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, y 30 dias de cultivo. En
cada uno de estos tiempos, se determind el peso fresco, el peso seco, el pH, la
conductividad del medio de cultivo y la actividad de MAPK.

2.2.2 PREPARACION DE LOS HOMOGENEIZADOS DE P.capsici.

La cepa de Phytophthora capsici utilizada en este trabajo se adquiré en el
Colegio de Postgraduados con la Dra. Maria de Jesis Yanez, donde se identifico
por métodos tradicionales y moleculares (EMBL AY726623). La propagacion se
realizé6 en medio PDA.

E! crecimiento masivo de P. capsici se realizé inoculando 1.5 L de medio V8
con CaCO; (0.025 % wiv) a 25 °C durante aproximadamente 3 semanas o hasta
que el micelio cubriera toda la superficie del medio. Posteriormente, se colect6 el
micelio eliminando la mayor cantidad de medio posible y se prepararon los
homegeneizados, siguiendo el procedimiento descrito por Escobedo (2002) con
algunas modificaciones. Este consisti6 en congelar el micelio de P. capsici y
pulverizarlo en un mortero con nitrégeno liquido. El polvo fino se transfirié a tubos de
plastico de 50 mL con agua destilada estéril y se homogeneizé con el poiitrén dos
veces durante 3 min. Posteriormente, el homogenado se sonicd tres veces durante 1
min, se unieron las fracciones y se homogeneizdé nuevamente con el politréon. Por
Ultimo, se esterilizé en autoclave a 121 °C durante 20 min y se cuantificé el
contenido de carbohidratos totales mediante la técnica de Dubois y colaboradores
(1956). Los homogeneizados totales de pared celular de P. capsici fueron
denominados CWH.

2.2.3 INDUCCION

La inoculacion del cultivo celular con CWH se realizd durante la fase
exponencial de crecimiento, especificamente al décimo dia contando a partir de la
fecha de resiembra, debido a que en este momento e} cultivo celular presento
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2.2.4.1 ALCALINIZACION DEL MEDIO DE CULTIVO

El establecimiento de la respuesta de defensa se determind midiendo fa
alcalinizacién del medio de cultivo a diferentes tiempos (0, 5, 10, 15 20, 25 y 30 min.;
y 0, 12, 24 y 48 h) después de la adicion de los extractos de pared celular.

2.2.4.2 ACTIVIDAD DE B-1,3-GLUCANASAS

La obtencidn del extracto protéico se realizd a partir de 1 g de células en
suspension, pulverizando el tejido con nitrégeno liquido y homogeneizandolo en 0.5
mL del amortiguador de extraccion (HEPES-Tris 50 mM pH 7.5, EDTA 5 mM, EGTA
5 mM, B-glicerofosfato 50 mM, ortovanadato de sodio 10 mM, fluoruro de sodio 10
mM, dlicerol 10 %, PMSF 1 mM, aprotinina 1 uM, DTT 5 mM y leupeptina 1 uM)
(Arroyo-Serralta et al., 2005). Ei homogenado se centrifugé a 23,700 x g a 4 °C
durante 45 min, se tomé el sobrenadante y se cuantificaron las proteinas mediante
el método de Bradford (1976), utilizando como estandar una curva de calibracion de
albumina de suero bovino (BSA). Los extractos protéicos se almacenaron a -80 °C
hasta su andlisis.

Los extractos protéicos fueron utilizados para realizar el ensayo de actividad
de glucanasas, el cual consistié en fraccionar los extractos mediante electroforesis
nativa en geles de poliacrilamida al 15 %. Concluido el fraccionamiento
electroforético, el gel se equilibré con acetato de sodio 50 mM (pH 5.2) durante 10
min. Posteriormente, se incubd en una solucién de acetato de sodio 25 mM y
laminarina al 0.5% a 40 °C durante 45 min. Finalmente, se tiid con una solucion de
2,3,5-cloruro de trifenil tetrazolio 0.15 % en NaOH 1M, calentando en un horno de
microondas durante 10 s hasta que se observaron las bandas de actividad (Kim y
Hwang, 1994).

2.2.4.3 NIVELES DE H,0,
Después de homogeneizar 1 g de tejido con 1 mL de MES 10 mM (acido 2-
morfolinoetanesulfonico) a pH 6.5, se centrifugaron las muestras a 14000 x g
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medio de cultivo se agotaron, fo cual se vié reflejado en la poca variacion en los
valores de conductividad y de pH del medio.
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Figura 2.1 Caracterizacion del cultivo celular de C. chinense. Los cultivos en

suspension fueron generados como se describe en la seccién de Materiales y Métodos, a
partir de la variedad naranja del chile habanero. En los periodos indicados se tomaron
muestras de 50 mL y en cada una se deteminé el peso fresco (—o—), el peso seco
(—®—), y los valores de pH (— -®-=) y de conductividad (---e--). Cada punto
representa el valor promedio de tres determinaciones independientes + la desviacion
estandar.

Debido a que en el presente trabajo se analizé el papel de las MAPK
durante la elicitacion con CWH de P. capsici, y estas enzimas se activan como
respuesta a diferentes estimulos como el estrés osmotico (Klitz y Burg, 1998;
Mikolajczyk, et al., 2000), el estrés mecanico (Seo et al., 1999; Usami et al., 1995;
Zhang y Klessig, 1998), la sequia (Jonak et al, 1996), y las bajas temperaturas
(Jonak et al., 1996); es necesario tomar en cuenta varios factores para escoger el

dia en que se hara la induccion de los cultivos, entre ellos mencionaremos que las
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Figura 2.3 Efecto temprano de la induccién con CWH, sobre el pH del medio de
cultivo. Alicuotas de 10 mL del cultivo en suspension de C. chinense fueron colocadas en
matraces de 50 mL y tras un periodo de adaptacién de 24 h, se adicionaron diferentes
concentraciones de los CWH (60, 90 y 120 meq glucosa-mL'1). Se midieron los valores de pH
en diferentes periodos de tiempo (5, 10, 15, 20, 25 y 30 min). Cada punto representa el valor
promedio de la diferencia en el pH con respecto al control, de tres determinaciones
independientes * la desviacion estandar.

En C. annuum se demostré que los inductores provenientes del micelio o el
filtrado de P. capsici inducen la alcalinizacion del medio de cultivo, horas después de
los tratamientos (Garcia-Pérez ef al., 1998). Resultados similares fueron obtenidos
en cultivos celulares de A. thaliana al adicionar fig22, un inductor de la respuesta de
defensa especifica (Chinchilla et af,, 2006; Navarro et al., 2004). Los resultados
anteriores sugieren que en C. chinense la alcalinizacion del medio de cultivo podria
ser parte de la respuesta de defensa contra P. capsici; sin embargo, el incremento

de pH detectado en los tiempos evaluados fue muy discreto y por lo tanto, fue
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Estos resultados demostraron que al igual que lo que ocurre en C. annuum
(Garcia-Pérez et al., 1998), los CWH de P. capsici provocan la alcalinizacion del
medio de culitivo.

A continuacion, se determiné si existe algun efecto del tratamiento con los
CWH en la conductividad del medio de cultivo.

Conductividad (mS)

—@— t (min) vs cond 60
367 —O— t (min) vs cond 90
—~—¥— t (min) vs cond 120

3.4

-

-
0 5 10 15 20 25 30 35

1
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Figura 2.5 Efecto temprano de la induccion con CWH en 1a conductividad del medio
de cultivo. Alicuotas de 10 mL del cultivo en suspensién de C. chinense fueron colocadas en
matraces de 50 mL y tras un periodo de adaptacién de 24 h, se adicionaron diferentes
concentraciones de los CWH (60, 90 y 120 meq qucosa-mL‘1). A continuacién, se tomaron los
valores de conductividad en diferentes periodos (5, 10, 15, 20, 25 y 30 min). Cada punto
representa el valor promedio de tres determinaciones independientes + la desviacion
estandar.
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cuando los cuitivos son tratados con los CWH. La alcalinizacion del medio es uno
de los parametros que se han utilizado para determinar si se establece la respuesta
de defensa; sin embargo, es necesario utilizar otros parametros de defensa como la
actividad de proteinas PR, porque la respuesta de defensa no se manifiesta de la
misma manera en todas las especies vegetales.

2.3.3.2 ACTIVIDAD DE f-1,3-glucanasa

Otro parametro utilizado para determinar si se establece la respuesta de
defensa es la activacion de $-1,3 glucanasa, las cuales son inducidas en C. annuum
como respuesta a P. capsici (Garcia-Pérez et al,, 1998; Kim y Hwang, 1994; Kim y
Hwang, 1997; Hwang et al, 1997), por lo que se analizd Ja actividad de estas
proteinas.

En trabajos previo se determiné que la actividad de $-1,3 glucanasa se
incrementa a las 24 horas después de la adicion de paredes celufares de P. capsici
a cultivos celulares de C. annuum (Garcia-Pérez et al. 1998). En tallos, también se
ha observado el incremento en la actividad a partir de las 24 horas después de la
induccion (Kim y Hwang, 1998). En C. chinense se han realizado pocos estudios
que determinen si las glucanasas se inducen como respuesta a la adicion de
homogeneizados de P. capsici, en este trabajo se evaluaron alas 0, 12, 24, 48 y 72

horas después de la induccion.
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Se observé incremento en fa concentracion del H,O,, tanto intracelular como
en el medio de cultivo como respuesta a los CWH. Los niveles intracelulares
comparados con la concentracion encontrada en el medio de cuitivo, fueron muy
bajos (Figura 2.8 y 2.9). Sin embargo, al determinar los niveles intracelulares en
cultivos sin tratamiento, se observé que existe un efecto de los tratamientos con
agua y con glucosa en la concentracion del H,0; y que probablemente ésta
molécula se esté liberando al medio de cultivo, como respuesta a los tratamientos.
Al determinar los niveles extracelulares de H,0,, se observd que a diferencia de los
reportes encontrados en la literatura, el mayor incremento del H,O; se presenta
desde la primera hora (Figura 2.9) y no en los primeros minutos después de la
induccién, como se ha reportado en otros modelos (Bindschedler et al., 2006;
Davies et al., 2006; Levine et al., 1994).
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2.4 CONCLUSIONES

El oscurecimiento de los cultivos, la activacién de B-1,3-glucanasas, la
alcalinizaciéon del medio de cultivo y la acumulaciéon de H,0; en los cultivos celulares
sugiere que los cultivos celulares de C. chinense establecieron la respuesta de

defensa como respuesta a los homogeneizados de P. capsici.
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de diferentes MAPK son muy variables, es posible encontrar algunas regiones con
alto porcentaje de identidad, lo que sugiere que las regiones localizadas en el
extremo amino son requeridas para algunas funciones de la misma o para conferir
especificidad por algln sustrato (Ichimura, 2002). Las MAPK de plantas poseen un
motivo Thr-X-Tyr entre los subdominios VIl y VIl del dominio catalitico (Klltz, 1998).
De acuerdo con un andlisis de las secuencias deducidas de aminoacidos de MAPK
de plantas, se han reconocido tres diferentes familias (Hirt, 1997). Su estructura
consiste en dos l6bulos en cuya interfase contienen al sitio activo, el cual es blanco
de la especificidad dual de las MAPKK que las activan mediante fosforilacion en
treonina y tirosina (Hardie, 1999). Las MAPKK son activadas mediante Ia
fosforilacion de dos residuos conservados de serina o treonina por las MAPKKK
(Hirt, 2000). A continuacién se mencionan aigunos de los ejemplos de trabajos que
demuestran que las MAPK estan relacionadas con la respuesta de las células
vegetales a los patogenos.

Song y Goodman (2002) clonaron el gen osbimk1 de arroz, el cual participa
en la via de senalizacién que lleva a la respuesta de defensa contra hongos
(Magnaporthe grisea) y bacterias, tanto en interacciones compatibles como
incompatibles, donde se induce rapidamente durante las primeras 36 horas después
de la inoculacion. Bwmk1, codifica una proteina de 506 aminoacidos, que contiene
un motivo de fosforilacion dual TDY y 150 aminoacidos Unicos en el extremo
carboxilo terminal. Esta proteina podria ser responsable de la senalizacion durante
la respuesta a la infeccion con Magnaporthe grisea y al dafio mecanico en Oryza
sativa (He et al., 1999).

En Arabidopsis thaliana se encontraron 20 genes de MAP cinasas; sin
embargo, se desconoce la funcion de todos ellos (Innes, 2001; Jonak et al., 2002).
Desikan y colaboradores (1999) demostraron que al exponer cultivos celulares de
Arabidopsis a una proteina(“harpin”) proveniente de Pseudomonas syringae pv.
syringae, se induce la activacién de dos cinasas de 39 y 44 kDa, las cuales son
fosforiladas en tirosina y que esta activacion es reprimida por el inhibidor de
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transduccion de sefnales, ya que al realizar mutaciones en MEKK1, en MKK4 o en
WRKY29, las plantas que las presentan también son resistentes a patdgenos.
Proponen un modelo en el cual el inductor actila sobre el receptor LRR (FLS2), el
cual mediante su dominio de cinasa fosforila a AtIMEKK1, que posteriormente actia
sobre AIMKK4 o ATMKKS, quienes mediante fosforilacion activan a
AtMPK3/AtMPKS, el cual a su vez fosforila al factor de transcripcion WRKY 22/29,
modificando la transcripcion de genes de resistencia a enfermedades (Asai ef al.,
2002).

En arroz se reporté por primera vez a BWMK1 (“Blast and wound induced
MAP kinase”) como una nueva MAPK inducida durante la infeccion por Magnaporthe
grisea y por daio mecanico. Su expresion se observd a las 4 horas después de la
infeccidn con hongos, y a los 30 min después del dafio mecanico. Este gen codifica
una proteina de 506 aminodcidos que contiene un nuevo motivo de activacion TDY y
cerca de 150 aminoacidos Unicos en su region C-terminal. Al realizar ensayos de
cinasa en gel de extractos protéicos provenientes de hojas inoculadas con el
patégeno, se observé un ligero aumento en la actividad a las 8 horas después de la
inoculacion (He et al., 1999).

Cheong y colaboradores en 2003, realizaron un estudio mas detallado de la
proteina que codifica BWMKT y que se encuentra en el nicleo, en el cual evaluaron
la capacidad de BWMK1 para fosforilar a OsEREBP1, un factor de transcripcion que
se une a promotores relacionados con la patogénesis o PR (Cheong et al., 2003).

En tabaco, se han encontrado dos MAPK, SIPK, una proteina de 48 kDa
que es activada por acido salicilico, y WIPK, de 44 kDa que se activa durante la
infeccion con TMV (Zhang y Klessig, 1998). Ambas han sido relacionadas con la
induccion de muerte celular programada y la respuesta de hipersensibilidad (innes,
2001). Ademas, hay evidencias de que las vias de transduccién de sefales que
participan durante la respuesta a factores abibticos, como el dafo mecanico y
aquellas que participan durante la induccién de respuestas de defensa que son
dependientes de los genes R, estan entrelazadas (Romeis et al., 1999).
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Por ofro lado, en C. annuum, Shin y colaboradores en 2001 clonaron dos
MAP cinasas, MK1 y MK2, Estos genes codifican proteinas inducibles por estrés, y
responden al dafio mecanico, a la radiacién ultravioleta y al frio. Mediante la
comparacion de las secuencias, observaron que la secuencia peptidica de MK1
tiene un 92% de identidad con WIPK, y que la transcripcién del gen se induce
durante el dafio mecanico. La secuencia de MK2, en cambio, tiene un alto
porcentaje de similitud con NTF4 y con SIPK, y su expresion fue constante en todos
los tejidos. Ademas, se detectd que los cambios en la expresion, en la activacion y
su reiacion con el estimulo varian dependiendo del cultivar evaluado (Shin et al.,
2001).

Katou y colaboradores clonaron a StMEK1 de Solanum tuberosum, un
ortélogo de NtMEK2, cuya sobreexpresién produce muerte celular en hojas de
Nicotiana bentamiana. También, se detecté un aumento en la expresion de algunos
genes relacionados con la respuesta de defensa al exponer estas plantas a
homogeneizados de Phytophthora infestans (Katou et al., 2003).

En perejil, Kroj y colaboradores evaluaron la respuesta de resistencia a
Phytophthora sojae en cultivos celulares. Esta respuesta de defensa incluye la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la activacién transcripcional
de genes de patogénesis (PR). Al aplicar un inhibidor de la NADPH oxidasa,
observaron que la produccién de fitoalexinas se bloqued, pero la expresién de genes
PR no se vi6 afectada, por lo que propusieron {a existencia de una via alterna para
la activacion de la expresion de estos genes. Mediante el uso de anticuerpos
especificos identificaron tres MAPK activadas como respuesta al inductor Pep-13.
La transformacion de protoplastos con los ADNc correspondientes demostré que las
MAPK estén relacionadas con la expresion de genes PR como respuesta al inductor
(Kroj ef al., 2003).

Cardinale y colaboradores observaron que existen diferencias en cuanto al
estimulo al cual responden dos vias mediadas por MAPK. En el caso de SIMKK,
esta regula la sefializacion por estrés salino e inductores, pero en el caso de PRKK

solamente responde a la presencia de un inductor. Por lo anterior, proponen un
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3.2 MATERIALES Y METODOS

Con la finalidad de determinar si la via de las MAPK participa en la
respuesta de defensa de C. chinense , inducida por los CWH de P. capsici, se
analizé la presencia de MAPK activas en los cultivos celulares en condiciones
normales y cuando son incubados con los CWH, los cuales fueron preparados como
se indica en la seccion 2.3.2 del capitulo anterior.

3.2.1 INDUCCION

La inoculaciéon del cultivo celular se realizd en el décimo dia, contando a
partir de la fecha de siembra, debido a que en este momento el cultivo celular
presenta menos estrés (Figura 2.1), asegurando que la respuesta que se observe se
deba al contacto con el inductor. Se analizaron los extractos protéicos de cultivos
inducidos con tres concentraciones de homogeneizados (60, 90 y 120
miliequivalentes de glucosa-mL™), como se describi6 en el capitulo anterior.

3.2.2 DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE MAPK

Trabajos previos han demostrado que la activaciéon de las MAP cinasas se
detecta pocos minutos después de la induccion (Cardinale et al.,, 2000; Cheong et
al., 2003; Desikan et al., 1999b; Desikan et al., 2001; Droillard et al., 2000; Zhang y
Klessig, 1998), por lo que en el presente trabajo la actividad de MAPK fue evaluada
durante un periodo de 30 min, tomando muestras cada 5 min, para cada una de las
concentraciones (30, 60 y 90 meq de glucosa-mL™”). Se obtuvieron los extractos
protéicos totales a partir de células en suspension tratadas durante 0, 5, 10, 15, 20 y
25 min de contacto con el inductor y no tratadas con el homogenado.
Posteriormente ,se determind la presencia de proteinas cinasas activas en los
extractos correspondientes mediante €l ensayo de cinasa en gel. Debido a que el
sustrato utilizado en este ensayo, puede ser fosforilado por otras proteinas cinasas,
mediante inmunodeteccion con anticuerpos dirigidos contra MAP cinasas
bisfosforiladas (Arroyo ef al., 2005; Lebrun-Garcia et al., 1998; Romeis et al., 1999),

se determind si la proteina observada corresponde a una MAPK.
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MgCl; 12 mM) durante una hora a temperatura ambiente. Luego se incub6 durante
una hora mas en la mezcla de reaccion adicionada con [y-*2P] ATP 5 uM (110 TBg-
mmol™). El [y-P] ATP que no se incorporé se eliminé con 6 lavados de 30 min cada
uno, en una solucién de acido tricloroacético (TCA) al 5 % y pirofosfato de sodio al
1% C. Los geles se tiferon con azul de Coomassie, y se detectd la actividad
mediante una pelicula autorradiografica.

3.2.2.2 INMUNODETECCION DE MAPK ACTIVADAS

Para la deteccion de MAPK activadas, se utilizé un anticuerpo comercial
disefiado especificamente contra el motivo TEY bisfosforilado de estas proteinas. Se
realizo la electroforesis bajo las mismas condiciones que las que se describieron
anteriormente (sin los sustratos), y las proteinas fueron transferidas a una
membrana de difluoruro de poliviniideno (PVDF) en el amortiguador de
transferencia (Tris 25 mM; glicina 192 mM; metanol 20 %) durante dos horas a 400
mA. Después de la transferencia, las membranas fueron tefidas con una solucion
de rojo de Ponceau (acido acético 1 %, rojo de Ponceau 0.05 %), y digitalizadas. El
colorante fue eliminado lavando la membrana con agua y amortiguador de
transferencia. El bloqueo fue realizado durante 1 hora a temperatura ambiente con
el amortiguador de bloqueo TBST (Tris-HCI 50 mM, pH 7.4, NaCl 150 mM y Tween
20 al 0.6%) adicionado con leche descremada al 5 % (Cruz-Garcia et al., 1998). Las
membranas fueron lavadas tres veces con TBST durante 15 min cada una, y la
incubaciéon con el anticuerpo primario se realizé6 a una dilucién 1:5000 durante 12
horas a 4 °C. El exceso de anticuerpo se eliminé mediante tres lavados de 15 min a
temperatura ambiente con TBST, se bloquearon las membranas durante 1 hora bajo
las condiciones antes descritas, y después, se incubaron durante 1 hora con una
dilucién 1:10000 del anticuerpo secundario (Lebrun-Garcia et al., 1998; Romeis et
al., 1999) en TBST con leche descremada al 2.5 %. Finalmente, [as membranas se
lavaron tres veces a temperatura ambiente durante 15 min con TBST y la reaccion
se reveld con el “ECL western blot chemiuminiscence kit".
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La capa superior fue transferida a un tubo limpio y se centrifugd nuevamente con
150 pl de NaCl 0.2 M. La fase inferior se colocé en el mismo tubo de la fase acuosa
antes colectada. A fa fase acuosa se le agregaron 300 pul de cloroformo y se mezclé
con un vortex durante 30 s. Se centrifugd a 12000 x g durante 5 min a 4 °C, y se
transfiri6 la fase acuosa a otro tubo. Se le agregaron 0.8 volumenes de isopropanol
y se precipitd a -20 °C por al menos 1 h. Se centrifugd a 12000 x g durante 10 min a
4 °C y se favé la pastilla con etanol al 75 % dos veces mediante centrifugacion a
22000 x g durante 10 min, Se dejé secar la pastilla y se resuspendid en agua tratada
con DEPC (Camacho-Villasana et al., 2002).

Las secuencias de las MAPK fueron obtenidas mediante RT-PCR utilizando
los cebadores degenerados PIG (5-GGNGCYTACGGHATYGTTTGYTCK-3') y MK
IX (5-GAAHATYCAACCBACHGACCAHACATCAAT-3') que amplifican un
fragmento de 564 nucledtidos. Las condiciones utilizadas para la amplificacion
fueron fas siguientes: un ciclo de 30 min a 45 °C; 1 ciclo de 3 min a 94 °C; 40 ciclos
que incluyen 30 seg a 94 °C, 30 sega 94 °C y 1 min a 72 °C; y un ciclo de 10 min a
72 °C).

El producto de la amplificacién por RT-PCR fue fraccionado mediante
electroforesis nativa en gel de agarosa al 1%, y posteriormente fue purificado del gel
para ser ligado en el vector de clonacién pGEM T-easy (PROMEGA) o TOPO pCR
2.1 (INVITROGEN), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Una alicuota de
la reaccién de ligacion se utilizé para transformar células competentes de

Escherichia coli DH50..

3.2.3.2 PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES DE E. coli

La induccién de la competencia se realizé como se describe a continuacion.
Se sembrd la bacteria en una caja con medio de cultivo LB por agotamiento y se
dejo crecer durante toda la noche a 37 °C. Al dia siguiente se picé una colonia para
inocular 3 mL de LB liquido y se cultivé toda la noche a 37 °C con agitacion (250
rpm). Se tomé 1 mL del cultivo de toda la noche, se adicion6 a 100 mL de medio LB

y se cultivé a 37 °C hasta obtener una ODgy = 0.46. El tubo se colocd en hielo

70






(acetato de potasio 3M, ajustando el pH a 5.5 con acido acético) y se mezcld
perfectamente por inversiéon. Se centrifugd a maxima velocidad por 5 min y el
sobrenadante se pasé a un tubo que contenia la solucion de silica
(aproximadamente al 13% en H,O desionizada), se mezclo vigorosamente y se
centrifugd a maxima velocidad por 30 seg Se aspird el sobrenadante y a la pastilla
se le agregaron 0.5 mL de la solucién de lavado (NaC! 50 mM, Tris 10 mM, pH 7.5,
EDTA 2.5 mM y etanol 50%), se resuspendio la pastilla con vortex y se centrifugd a
maxima velocidad por 10 seg. Se aspird el sobrenadante y se secé la pastilla por 10
min a TA y se resuspendié en 35 ul. de agua desionizada, se incubé a 55 °C durante
2 min y se centrifugd a maxima velocidad durante 30 seg. Se aspird el sobrenadante
y se colectd en un tubo nuevo.

3.2.3.5 VERIFICACION DE LA PRESENCIA DEL INSERTO

La verificacién de la presencia del inserto se realizé6 mediante restriccion del
ADN plasmidico con Eco RI, y el producto se visualizé en un gel de agarosa al 1 %.

3.2.3.6 ANALISIS DE LA EXPRESION DE MAPK

El anadlisis de la expresion se realizé a partir de células en suspensién

tratadas con 90 meq gluc-mL™ durante 15 y 24 horas.

3.2.3.6.1 OBTENCION DEL ARN TOTAL DE TEJIDO
TRATADO CON CWH

El analisis de la expresion se realizé mediante Northern blot reverso, para lo
cual el ARN de células en suspension tratadas con 90 meq gluc-mL™, se obtuvo
como se describe a continuacion. Se pulverizé 0.1 g de tejido congelado con
nitrégeno liquido y se colocd en un tubo con 1 mlL del amortigudor de extraccion
(TRIZOL®), se incubd durante 10 min, se centrifugd a 12000 x g durante 10 min a 4
°C. El sobrenadante se coloco en otro tubo y se le agregaron 100 uL de la mezcla
de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), se agitdé con vortex durante 30 segundos y
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3.3 RESULTADOS Y DISCUSION

En esta seccidon se muestran los resultados correspondientes a la activacion
de las MAPK como respuesta a los CWH y la modificacion de la expresion de genes
de MAPK.

3.3.1 ANALISIS DE LA ACTIVIDAD DE MAPK
Antes de determinar si las MAPK se activan como respuesta a los CWH es
necesario evaluar la presencia de MAPK activas en cultivos en crecimiento bajo

condiciones normales.

3.3.1.1 ACTIVIDAD DE MAPK A LO LARGO DEL CICLO DE
CULTIVO

Existen diversos reportes que indican que las MAP cinasas estan
involucradas en procesos de desarrollo (Bogre et al., 1999), es decir que no son
exclusivamente activadas durante la respuesta a estrés, por lo que es pertinente
determinar si en cultivos celulares en crecimiento, estas proteinas se encuentran
activadas normalmente.

Se tomaron muestras de cultivos alos 0, 3, 6, 9, 12, 15, 21, 27 y 30 dias del
cultivo celular, y se analizé la presencia de MAP cinasas activadas mediante
ensayos de cinasa en gel e inmunodeteccion contra MAPK bisfosforiladas (Figura
3.1).

Mediante estos ensayos se determin6é que bajo condiciones normales del
crecimiento del cultivo celular existen niveles basales de actividad de MAPK.
Mediante el ensayo de cinasa en gel, se observd una proteina cinasa de la misma
masa molecular que la que se induce como respuesta a los homogeneizados, a
partir del dia 15 del ciclo de cultivo. Al determinar si esta correspondia a una MAPK
bisfosforilada, se encontraron proteinas de diferentes masas moleculares,
incluyendo la de ~44 kDa. En todos los casos, l0s niveles de actividad fueron mucho

menores que en los cultivos tratados (Figura 3.1).
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Las MAPK de plantas reportadas hasta el momento poseen un masa de 39
kDa (Desikan et al., 1999b), 40 kDa (Kumar y Klessig, 2000; Zhang y Klessig, 1998;
Zhang et al., 2000), 43 kDa (Desikan et al., 2001; Ligterink et al., 1997), 44 kDa
(Bogre et al., 1997; Cardinale et al., 2000; Desikan et al., 1999b; Desikan et al.,
1999a; Duerr et al., 1993; Kumar y Klessig, 2000; Zhou et al, 2004), 45 kDa
(Voronin ef al., 2001), 46 kDa (Cardinale et al., 2000; Romeis et al., 1999; Usami et
al., 1995), 47 kDa (Desikan et al., 2001; Suzuki y Shinshi, 1995), 48 kDa (Holley et
al., 2003; Kumar y Klessig, 2000; Lee et al., 2001; Romeis et al., 1999; Stratmann y
Ryan, 1997; Takezawa, 1999; Zhang y Klessig, 1997; Zhang y Klessig, 1998; Zhang
et al., 1998; Zhou et al., 2004), 49 kDa (Adam et al., 1997), 50 kDa (Lebrun-Garcia
et al., 1998; Pedley y Martin, 2004), 63 kDa (Lalle et al., 2005) y 66 kDa (Kumar et
al., 2002). La proteina cinasa encontrada mediante los ensayos de cinasa en gel,
posee una masa aproximada de 44 kDa (Figuras 2A, 3A, 4A, Y 5A), lo que sugiere
que podria ser una MAPK.

La presencia de actividades de MAPK en las suspensiones celulares se
analizé6 mediante ensayos de cinasa en gel y mediante el uso de anticuerpos
dirigidos contra el motivo de activacion bisfosforilado. En conjunto, ambas técnicas
revelan la activacion bajo las tres concentraciones de homogeneizados de P.
capsici, de dos MAP cinasas de alrededor de 43 y 44 kDa, respectivamente.
(Figuras 3.2B, 3.3B, 3.4B, 3.5B y 3.6).

En todos los tratamientos se observd esta actividad, en algunos casos se
present6 en el cultivo celular sin inductor. Probablemente su activacion se induzca
tanto por el vacio que se le aplicé a los cultivos durante la colecta como por la
aplicaciéon del inductor. El ensayo de cinasa en gel utiliza a la proteina basica de
mielina, MBP, la cual es uno de los substratos de las MAPK (Erickson et al., 1990);
sin embargo, también es sustrato de otras proteinas cinasas como las cinasas
dependientes de AMP ciclico, la proteina cinasa C y proteinas cinasas dependientes
de Ca®*/caimodulina (Erickson et al., 1990; Payne et al., 1991), las cuales también
se inducen durante la respuesta a estrés bidtico (Bouché et al., 2005), por lo que es

necesario verificar si la actividad observada corresponde a una MAPK.

76
























Con las tres concentraciones, se observaron resultados similares, la
activacion de dos MAP cinasas, por dicha razén, se eligid la concentracion
intermedia para realizar los siguientes estudios, debido a que la respuesta fue mas
evidente que con 60 meq de glucosa-mL™, y no tan rapida como con 120 megq
glucosa-mL™.

Ademas del uso de anticuerpos y el ensayo de cinasa en gel, existen
diferentes estrategias que permiten determinar si estas proteinas son MAPK. Estas
incluyen el uso de sustratos que no son fosforiladas por las MAPK, como la caseina
y Ja histona (Arroyo-Serralta et al., 2005; Erickson et al., 1990; Payne et al., 1991).
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Estos resultados no permiten determinar el papel de cada una; sin
embargo, es probable que la MPK2, cuyos niveles disminuyen como respuesta al
tratamiento, regule de manera negativa a la respuesta de defensa, mientras que
MPK1 podria estar participando en el establecimiento de los sistemas de defensa.

Con estos resultados, no es posible determinar si las MAPK que se activan

como respuesta al tratamiento son las mismas, cuya expresion se modifica.

3.4 CONCLUSIONES

En los cultivos celulares de C. chinense tratados con P. capsici se observo la
activacion de dos proteinas cinasas de ~43 y 44 kDa, en respuesta a la adicion de
homogeneizados de P. capsici. La masa molecular, la inmunodeteccion y los
ensayos de actividad con diferentes sustratos (MBP, caseina e histona HIl) sugieren
que son MAP cinasas. Ambas son activadas como respuesta a la adicion de los
CHW de manera similar a la activacion de las MAP cinasas reportadas.

La expresion de dos genes de MAPK se modifica como respuesta a los CWH
de P. capsici.

La activacion de las MAPK y la modificacion en la expresion genica de las
mismas indica un posible papel de esta via en la respuesta de defensa de C.

chinense contra P. capsici.
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expresion de genes como la osmotina, la transferasa de lipidos y las (-1,3-
glucanasas, entre ofros (Jung y Hwang, 2000). También se reporté la induccion del
gen de una proteina de unién a quitina (Lee et al., 2001), genes PR como las
quitinasas, PR1 y PR10 (Lee y Hwang, 2005), factores de transcripcion (Kim et al.,
2004), ciclooxigenasas (Kim et al., 2002) y marcadores de la resistencia sistémica
adquirida (Lee y Hwang, 2003).

En C. chinense no se conoce si existen modificaciones en la expresion
génica durante su interaccion con los patégenos, incluyendo a P. capsici. En este
trabajo se demostrd la induccion de los sistemas de defensa en células en
suspension de C. chinense por Jos CWH, y la activacion de dos MAPK. En ofras
especies, las MAPK activan factores de transcripcion, como los WRKY (Kim vy
Zhang, 2004; Li et al., 2004; Liu et al., 2004), que participan en diferentes procesos
celulares, incluyendo la respuesta de defensa (Eulgem et al., 2000; Xu et al., 2006),
regulando la sefalizacion (Li et al., 2006) y activando genes de defensa (Eulgem et
al., 2000). Existen reportes de la induccién de la expresiéon de WRKY en C. annuum
durante la respuesta de defensa contra el TMV y X. campestris (Park et al., 2006),
indicando que es probable que en C. chinense se modifique su expresién.

El objetivo de este capitulo fue determinar si los CWH modifican fa expresién
de genes de defensa. Los resultados obtenidos mostraron la expresion diferencial
de algunos genes, por ejemplo, la expresion de genes PR entre otros, mientras que
los niveles de transcritos de genes relacionados con el estrés oxidativo

disminuyeron.

4.2 MATERIALES Y METODOS

El andlisis de la expresion diferencial se realiz6 mediante hibridacion
(Northern blot reverso), para lo cu se clonaron las secuencias de genes
relacionados con la respuesta de defensa, utilizando dos estrategias: mediante la
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DNasa |, y se colocé en la premezcla para PCR (dNTPs 2 mM, cebador CDS lllf 3'
(5-ATTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGACATG-d(T)3N4N-3') 2 uM). Se mezcld
utilizando un vértex, se incubd a 72 °C durante 2 min, se enfri6 en hielo y se
centrifugd nuevamente para colectar el contenido en el fondo del tubo.
Posteriormente, se agreg6 una solucion que contenia el cebador “Smart” (5’ -3’), 100
unidades de transcriptasa reversa, dNTP 2 mM, DTT 200 uM y el amortiguador para
la sintesis de la primera cadena (Tris-HCl 5 mM, pH 8.3; MgCl, 0.6 mM; KCI 75 mM).
Los tubos fueron incubados a 42 °C durante 60 min y se colocaron en hielo para
terminar la reaccion. Se tomé 1 uL del producto y se le agregaron los siguientes
componentes: el amortiguador “Advantage PCR2” (Tris-HC! 10 mM; EDTA 1 mM; pH
7.5), la. mezcla de dNTP 02 mM, e cebador &5 (5-
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3') 0.4 uM, el cebador CDS [lI/3" (5'-
ATTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGACATG-d(T)xoN.1N-3') 0.4 uM, y 2 uL de la
solucién de “Polymerase Advantage”. Las condiciones de amplificacion fueron las
siguientes: 1 ciclo de 95 °C durante 1 min y 20 ciclos de 15 seg a 95 °C seguidos de
6 min a 68 °C.

El producto fue tratado con Proteinasa K a 45 °C durante 20 min. La
proteinasa fue eliminada con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico, y el ADN se
precipité con 10 pL de acetato de sodio 3 M, 1.3 pL de glucégeno (20 ug-mL ") y 260
uL de etanol al 95 %. La pastilla se {avé con etanol al 80 % y se resuspendié en
agua desionizada.

Para su ligacién en el vector, el ADNc se digirid6 previamente con 200
unidades de la enzima Sfi f a 50 °C durante 2 horas con 10 uL del amortiguador para
Sfil (Tris-HCl 600 uM (pH 7.5), NaCl 5 mM, MgCl, 600 uM y DTT 100 uM), y 0.5 ug
de BSA acetilada.

Antes de fa ligacién, el ADNc se fraccioné por tamafios en columnas
Chroma Spin-400, con el fin de eliminar ADNc menores de 400 pb. Para ello, se
dejé la columna a temperatura ambiente durante 1 hora antes de utilizarla, se
resuspendid la mezcla por inversién y se removieron las burbujas de aire. Se abri6
la columna para dejar fluir el amortiguador de almacenamiento, cuando terminé de
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tomaron 100 uL de diferentes diluciones de la biblioteca (102, 10, 10% y 10%) y se
mezclaron con 200 uL del cultivo bacteriano, se incub6 a 37 °C durante 15 min y se
transfirié la mezcla a un tubo conteniendo 3 mL de medio de cultivo LB conteniendo
MgSO, 10 mM y agar al 7.5 %. Se mezclbé suavemente y se vacid en cajas petri con
medio de cultivo LB conteniendo MgSQ, 10 mM y agar al 15%. Las cajas petri
fueron incubadas invertidas a 37 °C durante toda la noche. Al dia siguiente se
contaron fas placas de lisis.

La amplificacién de la biblioteca de ADNc fue realizada sembrando los fagos
de la misma manera que se realiz6 para la titulacion, pero se utilizaron cajas de Petri
grandes. Posteriormente se colectaron los fagos afiadiendo amortiguador SM (Tris-
HC! 35 mM, pH 7.5, MgS0, 7H,0 10 mM, NaCl 100 mM y gelatina al 2 %) a las
cajas con las placas de lisis e incubando durante toda la noche a 4 °C. Al dia
siguiente se incubo durante 1 hora a temperatura ambiente y en agitacién a 50 rpm.
Se colectaron el liquido sobrenadante conteniendo los fagos en un tubo estéril y se
agregaron 10 ul de cloroformo, se mezclé con el vortex y se centrifugd a 11,000 x g
durante 10 min. Se colectd el sobrenadante en un tubo nuevo estéril y se titulé Ia
biblioteca nuevamente, como se realiz6é anteriormente. Finalmente, se almacené con
DMSO al 7 % a -80°C, hasta su uso.

4.2.2.2 CARACTERIZACION DE LA BIBLIOTECA DE ADNc

Una vez amplificada, se realiz6 la caracterizacion de la biblioteca, evaluando
mediante PCR el tamafio promedio de los insertos contenidos en las placas de lisis
de cada una de las reacciones de ligacion, elegidas al azar. Las placas de lisis
fueron colectadas con una punta cortada en el extremo y los fagos fueron eluidos
del trozo de agar con 500 ul de medio SM conteniendo 25 ul de cloroformo. Se
dejé incubar durante 2 horas a temperatura ambiente y en agitacién. Se centrifugd a
10,000 x g por 10 min a 4 °C, para colectar el sobrenadante que contenia los fagos,
y se almacené con DMSO al 7% a -20 °C.
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seguidos de tres lavados de 20 min con SSC 2 X a 65° C, un lavado de 30 min con
SSC 0.5 X a 65° C, un lavado de 30 min con SSC 0.2 X a 65° C, un lavado de 30
min con SSC 0.1X a 65° C. La membrana se equilibré durante 1 min en la solucién
de lavado 3 (100 mM &acido maléico, 150 mM NaCl pH 7.5 y Tween 20 al 0.3 %), se
bloquet con la misma solucion adicionada con leche descremada al 5% durante 1
hora, y después se incubd con el anticuerpo diluido 1:10,000 en la solucion de
bloqueo. Se equilibré la membrana con la solucion de deteccion (Tris-HCl 100 mM
pH 9.5, NaCl 100 mM), se le agregé CSPD (Roche®) y finalmente, se detectd

mediante exposicion a una pelicula fotosensible.

4.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados que se muestran a continuacién incluyen la clonacion de la
secuencia de actina de cultivos celulares de C. chinense, la cual se utilizd como un
control de carga de RNA en las hibridaciones, la sintesis y la caracterizacion de la
biblioteca de ADNc de células en suspension de C. chinense, el andlisis de las
secuencias obtenidas a partir de ésta, y el analisis de los efectos de la adicion de
CWH de P. capsici, sobre los niveles de transcrito de las clonas seleccionadas.

4.3.1 CLONACION DE LA SECUENCIA DE ACTINA DE C. chinense

La sintesis del ADNc se realizé6 mediante RT-PCR, utilizando cebadores
degenerados. En la figura 4.1 se observa la secuencia de eventos de la clonacion,
solamente se muestra la clonacién de la secuencia de actina (los mismos pasos se
siguieron para la clonacion de WRKY y NPR1, de aproximadamente 1500 y 1600
pb, respectivamente).

En el panel A se observa la presencia de una banda de aproximadamente
1000 pb, esta fue purificada y ligada en el vector pGEM T-Easy. El producto de la

ligacién fue introducido en células competentes de la cepa DH5a de E. coli, y los
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de la secuencia deducida de aminoacidos con las reportadas para ofras especies
(Figura 4.3).

1 ~ TTGGCAGATGCTGAGGATATTCAACCTCTCGTCTGTGACAATGGAACAGGAATGGTTARG - 60
~ L A DA EDTIQZ®P LV CDNUGTGHN V K

61 ~ GCTGGATTTGCTGCGAGATGATGCCCCAAGGGCTGTCTTTCCTAGCATTGTGGGACGTCCT ~ 120
-~ A G F A G DDAUPURMAMVYV F P S8 I V G R P

121 - CGTCACACTGGTGTGATGGTTGGCATGGGCCAGAAAGATGCGTATGTTGGTGACGAGGCT - 180
- R HT G V H VvV G ¥ G Q K DAY YV G D E A

181 - CAATCCAAAAGGGGTATTTTGACTTTGAAATATCCAATTGAACATGGTATTGTTAGCAARC - 240
- @ §s K R G I L T L K Y P I R G I V § N

241 - TGGGATGACATGGAGAAGATTTGGCATCATACCTTTTACAATGAACTTCGTGTGGCTCCA - 300
- WD D N Z R K I WHUHTUP® Y NEL RV A P

301 - GAGGAGCACCCAGTTCTCCTCACAGAAGCTCCTCTTAACCCAAAAGCCAATCGAGAGAAG - 360
- E E R P VL L T EAUPULNUDP K A NIR E K

361 - ATGACTCAGATCATGTTTGAAACCTTCAACACCCCTGCCATGTATGTTGCAATTCAGGCC - 420
- M T Q I M F E T F N T P A M Y V A I Q A

421 - GTCCTTTCCCTCTATGCCAGTGGACGTACAACTCGAATTGTGCTGGATTCTGGAGATGGT ~ 480
- VvV L. 8 L Y A8 G RTTGGTI V L D S G D G

481 - GTCAGCCACACAGTTCCCATCTATGAAGGTTATGCCCTCCCACACGCAATCCTGCGTCTT ~ 540
- VvV S B T V P I Y E G Y AL P HEATITULRL

541 - GATCTGGCAGGGCGTGATCTCACAGATCACCTCATGAAGATTCTCACGGAAAGAGGTTAC - 600
- b L A 66 RDVLTDHEILMMZEKTIIULTZETRGY

601 - TCTTTCACCACCACAGCCGAGCGGGAAATTGTTAGGGATGTGAAGGAGAAGCTGTCTTAC - 660
- 8 F T T T A E R B I VR DV K E KL § Y

661 - ATTGCTCTTGACTATGAACAAGAACTTGAAACAGCAAAGACCAGCTCATCCGTGGAGAAG - 720
- I ML D Y E Q B L E T A KT S 8 8 VvV E K

721 -~ AGCTACGAGCTTCCTGATGGACAGGTCATCACCATTGGTGCTGAGCGATTCCGTTGCCCT - 780
- &8 ¥Y E L P DG Q V I T I G AMTETRFURC P

781 ~ GAAGTGCTGTTCCAACCATCAATGATCGGAATGGAAGCTGCTGGTATTCATGAAACCACA - 840
~ BE VL F Q P S M I G M E A AG I HE T T

841 - TACAATTCCATCATGAAGTGTGACGTTGATATC - 873
- ¥ NS I M K CD V DI

Figura 4.2 Secuencia de nucledtidos y secuencia deducida de aminoacidos de la
clona CcACT, que corresponde a un segmento del transcrito de actina de C. chinense
(AM168448).
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Cuadro 4.1. identidad de los ADNc obtenidos a partir de una biblioteca de
ADNCc de células en suspension de C. chinense.

EMBL PROTEINA ValorE  IDENTIDAD  ESPECIE
AJB79117  ACC oxidasa® 0.0 2% o hLerosum
AJB79118  Poliubiquitina 0.0 ey S ammun
AJB79119  Esterasa® 0.0 79  Sanmuum
AJ879936  Posible receptor 36-83 72 % gg_zjsgif%a
AJB79121 GST1* 1e-172 87%  proommersoni
AJ879115 PR10 (1)* 16172 0% G 2mum
AJB79116  Metalotioneina 1e-146 6% G anmuum
AJ879120 DEAT 8e-121 89 % ";"Y%so"!ﬂ;g“”"
AJ879063 Metalotioneina* 8e-173 97 % %gggggg’
meTsooz COETON T teteseew RSN
AJ879069 Q-6 desaturasa 2e-171 70 % QA‘TE‘;’;ZCQ‘Q‘
AJ879064 V ATPasa” 7e-161 9% S leberosum
AJB79065 Transportador ABC*  1e-82 81 % Z‘B’%‘ﬁ‘;ofggfa
AJB79071 Q-6 desaturasa * 1e-119 71 % QA’%";chg’
worsors B0 iy asu Qe
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EMBL PROTEINA Valor E IDENTIDAD  ESPECIE

* C. annuum
NR PR10 (3) 0.0 98 % AF244121
* C. annuum
- o,
NR PR10 (4) 3e-170 90 % AY829648
* C. annuum
NR PR10 6e-159 89 % AY829648
, C. annuum
NR Tin1-2 3e-176 90% AF480414
o L. esculentum
NR ORF 0.0 99 % mMRNA
Inhibidor de proteinasa N. tabacum
NR 1B 7e-40 74 % Q03199
S. tuberosum
NR ATPasa 2e-112 84 % DQ235180
Petunia
NR Proteina ribosomal 0.0 85 % axilaris
AF479174

*NR: No reportada.

4.3.3 ANALISIS DE EXPRESION DIFERENCIAL

La hibridacién diferencial se desarrolld como se describe en la seccion de
Materiales y Métodos. En total se analizaron 48 genes, de los cuales 42 fueron
obtenidos a partir de la biblioteca de ADNc y el resto mediante RT-PCR dirigido
(como se describié para la secuencia de actina en la seccién 4.2.1). En el cuadro 4.2
se detalla la posicién de cada clona individual en las membranas de nylon. Como se
menciond, cada una de las dos membranas fue hibridada independientemente con
las sondas DIG-H,0 o DIG-CWH, y las sefnales de la hibridacién fueron comparadas
de acuerdo con su posicion. Los resultados se muestran en la Figura 4.8, en donde
se observa que efectivamente, en algunas de las clonas blanco se modificaron los
niveles de transcrito por efecto de la adicion de los CWH de P. capsici a las células

en suspension de C. chinense.
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Cuadro 4.3 Resultados del analisis de expresiéon de las clonas de C. chinense.
En fa columna que se encuentra a la izquierda de la clave de la EMBL se indica si
hubo incremento (+) o disminucién (-) de los niveles de transcritos como respuesta a
los CWH. Aquélias que no tienen ningin simbolo no se modificaron por el

tratamiento.

* EMBL GEN * EMBL GEN
- AJ879117 ACC oxidasa + NR PR10 (4)
Malato
+ AJ879118 Poliubiquitina AM040268 deshidrogenasa
citosélica
Alcohol
+ AJB79119 Esterasa”* AMO040269
deshidrogenasa
- AJ879936 Paosible receptor AM040271 GST12
Proteina dedo de
- AJ879121 GST1 AMO040274
zinc
Proteina de pared
+ AJ879115 PR10 (1) - AMO040272
celular (3)
. inducida por fosfato
- AJ879116 Metalotioneina AMO040267 )
(phi-1)
AJ879120 DEA1 + AMO040275 ORF1
Conjugada a
AJ879070 o + NR PR10
ubiquitina
Oxidasa ligada a
AJB79063 Metalotioneina - AMO040276
FAD
Proteina de pared Factor de
AJ879062 - AMO040277 L
celular (1)* replicacion
Proteina inducida
+ AJ879069 Q-6 desaturasa AMO040278 .
por auxinas
AJ879064 V ATPasa AM168448 Actina
Transportador
AJB79065 ABC + AJB08158 MPK1
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campestris pv. vesicatoria y a oomicetos como P. capsici (Shin et al., 2002). Como
ya se menciond, las proteinas PR son inducidas durante una infeccién por
patdgenos, y debido a la importancia que éstas poseen en la resistencia de plantas
de C. annuum, es muy probable que en C. chinense también sean las responsables
de la resistencia contra patégenoé, por lo que son buenos candidatos para
determinar la respuesta del cultivo celular a la infeccion.

Los resultados obtenidos indican que como respuesta al tratamiento con
CHW, en las células en suspension se induce la expresion de los genes PR10
(Cuadro 4.3). Este gen se ha estudiado en C. annuum, donde el incremento en los
niveles de transcritos de PR10 se observa 6 dias después de la inoculacién del TMV
en plantas resistentes al virus y a partir de las 8 h de la infeccion de C. annuum
resistentes a X. campestris (Park et al., 2002). En las células en suspensién se
detecto el incremento en los niveles de expresion en una mezcla de ARN de tejido
tratado durante 15 y 24 horas, por o que su acumulacion fue en tiempos mas cortos
que los observados en plantas de C. annuum (Park et al,, 2002).

Las esterasas se han asociado con la inhibicibn de la formacién del
apresorio de C. gloesporoides en C. annuum. En este modelo se observé que al
sobreexpresarla protege a los frutos de la infeccién por este patégeno (Kim et al.,
2001). En los cultivos celulares se indujo la expresion de este gen como respuesta a
la adicién de los CWH, por lo que es probable que participe durante la respuesta de
defensa de C. chinense contra P. capsici.

Las peroxidasas participan durante la explosion oxidativa de la respuesta de
hipersensibilidad, catalizando la reduccion de peréxido de hidrégeno en agua
(Carpin et al., 1999), y estan asociadas con la acumulacién de lignina (Hilaire et al.,
2001) y la suberizacion que evitan que el patdgeno infecte el resto de la planta
(Bernards et al., 1999). En los cultivos celulares tratados con los CWH se observo
un figero incremento en la expresién del gen que codifica esta enzima; sin embargo,
no se descarta su papel en la defensa de C. chinense, debido a que existe una
explosion oxidativa en los cultivos celulares como respuesta al tratamiento (Capitulo
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generalizada, y se sabe que su principal regulacién es a nivel transcripcional (Dixon,
ef al., 2002). En los cultivos celulares se observé que los niveles de transcritos de
los genes relacionados con la explosion oxidativa disminuyen como respuesta al
tratamiento.

Una proteina de pared celular de C. annuum fue estudiada por Shin y
colaboradores en el 2003, quienes demostraron su relacién con la respuesta de
hipersensibilidad inducida especificamente durante ia infeccion con el virus mosaico
del pepino (CMV). La expresion de este gen se induce tanto local como
sistémicamente durante la infeccién con la variante no virulenta del TMV, a
diferencia de la infeccién con bacterias, y en las respuestas al etileno, al acido
salicilico y al jasmonato de metilo entre otros, pero lo mas relevante fue que su
sobrexpresion aumenta la resistencia a fa infeccion por CMV y al TMV (Shin ef al.,
2003). Se clonaron tres secuencias de proteinas de pared celular, en cuanto a la
expresion de estos, solamente una de ellas se modificd, disminuyendo sus niveles
de ARNm en los cultivos tratados con los CWH.

4.4 CONCLUSIONES

Se sintetizd una biblioteca de ADNc de C. chinense, la cual posee un titulo de
1.4 x 10° ufp-mL™, con un tamaiio promedio de insertos 900 pb. A partir de ella, se
clonaron 42 ADNc de genes de C. chinense, de los cuales la mayoria se han
relacionado con la respuesta de defensa a diferentes tipos de estrés.

Se demostré que la expresidon de genes relacionados con la respuesta de
defensa se modifica como respuesta a los homogneizados de P. capsici en células
en suspensién de C. chinense.
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pared de P. capsici. Existen reportes de que las MAPK se activan como respuesta al
incremento de los niveles del H,0, (Desikan et al., 1999; Neill et al., 2002); sin
embargo, posteriormente se demostr6 que esta activacion de MAPK es
independiente de la produccion de H202 (Desikan et al., 2001). En las células en
suspension la mayor diferencia en los niveles del perdxido de hidrégeno se observd
una hora después de la induccidn, y la actividad de las MAPK se detecta desde los 5
minutos, por lo que es probable que esta actividad no sea debido al incremento en
los niveles del H,O,, sino que ocurra de manera independiente en respuesta al
tratamiento con los CWH. Las modificaciones en los niveles de transcritos como
respuesta a los homogeneizados de P. capsici sugieren la presencia de dos MAPK
que se regulan a nivel transcripcional durante la respuesta de defensa. Con los
resultados obtenidos no es posible determinar si las MAPK que se activan como
respuesta al tratamiento son las mismas que las que se expresan diferencialmente;
sin embargo, se puede decir que en C. chinense, la regulaciéon de las MAPK como
respuesta a los CWH se presenta a nivel transcripcional y postraduccional, como
sucede en N. tabacum (Song y Goodman, 2002).

Se obtuvieron las secuencias de genes que se han relacionado con la
respuesta de defensa en otras especies vegetales, incluyendo C. annuum (Park et
al., 2000). E! analisis de los niveles de transcritos de los genes obtenidos mostro
cambios en la mayoria de ellos. Estas modificaciones incluyeron el incremento o
disminucién en los niveles de transcritos. Los resultados son la primera evidencia de
la induccion del la expresion de los genes PR (PR10) como respuesta a P. capsici.
Se sabe que la proteina PR10 posee actividad antimicrobiana y se ha demostrado
mediante bioensayos, que ésta limita el crecimiento de P. capsici in vitro (Park et al.,
2002). Por los antecedentes y los resultados obtenidos, es posible que este gen sea
fundamental en la limitacion del crecimiento de P. capsici en C. chinense. Es
importante determinar el papel de PR10 durante la infeccién de plantas de C.
chinense con P. capsici, porque debido a su actividad antimicrobiana, podria ser
utilizado para el mejoramiento de C. chinense, ya que ademés de su efecto sobre el
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS

Los homogeneizados de P. capsici inducen el establecimiento de los
sistemas de defensa en células en suspensién de C. chinense, los cuales se
caracterizan por el incremento en los niveles de perdxido de hidrégeno intra- y
extracelular, la alcalinizacién del medio de cultivo, la activaciéon de MAPK y de B-1,3-
glucanasas, y la modificacion de la expresion génica.

Los resultados obtenidos en este proyecto seran la base para el desarrollo
de futuros trabajos encaminados a entender la respuesta de defensa de C.chinense
ante patégenos, utilizando como modelo de estudio las células en suspension,
debido a que se comprobé que en este sistema es posible inducir la respuesta de
defensa.

La sintesis de la biblioteca de ADNc también es una herramienta importante
en el estudio de la interacciéon planta-patégeno, ya que permite obtener secuencias
completas de genes de C. chinense y utilizarlos para transformar plantas con la
finalidad de entender la funcién de cada uno de ellos, o para la transformacion de
plantas para su mejoramiento genético. La mayoria de los genes secuenciados
hasta el momento, estan relacionados con fa respuesta de defensa, por lo que son
candidatos importantes para el mejoramiento genético de esta especie. La mayor
parte de la biblioteca de ADNc sintetizada no ha sido secuenciada, por lo que sera
una fuente para la obtencion de genes de C. chinense. Actualmente, se estan
realizando trabajos encaminados a establecer los protocolos para la transformacion
de C. chinense con algunos de ios genes clonados.

Se demostré que la expresion de PR10 se modifica como respuesta al
tratamiento con paredes de P. capsici; sin embargo, no se determinaron los niveles
de transcritos a través del tiempo, por lo que es necesario realizar trabajos futuros
para determinarlos. De la misma manera es necesario analizar los niveles de los
transcritos de cada uno de los genes clonados, porque es probable que se
modifiquen en los tiempos no evaluados.
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