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RESUMEN 

El cultivo de chile habanero (Capsicum chinense Jacq.) es importante en la 

Península de Yucatán, debido a su uso en la gastronomía y como un producto de 

exportación emergente. Aunque los cultivos locales aparentemente no tienen 

problemas graves asociados con patógenos, existen algunas enfermedades como la 

"marchitez del chile", producida por el oomiceto Phytophthora capsici Leoninan junto 

con otros patógenos, es una de las enfermedades que amenaza este cultivo a nivel 

mundial. 

Durante la interacción entre las plantas y sus patógenos, pueden activarse 

diversos mecanismos de defensa. tanto a nivel tisular como celular. En este último, 

se han documentado modificaciones en los tres niveles en que se regula la defensa 

contra patógenos: la inducción génica, la activación traduccional y las 

modificaciones postraduccionales de enzimas, como la fosforilación. 

Como parte de la inducción de la expresión génica, la expresión de algunos 

de los genes se induce durante la respuesta de defensa de las plantas contra los 

patógenos. Entre estos genes codifican proteínas relacionadas con la patogénesis 

(PR), cuyos niveles de transcritos, de proteínas y de actividad se incrementan 

durante la respuesta de defensa. Algunos de ellos actúan directamente sobre 

moléculas que forman parte del patógeno. La mayoría de los genes importantes 

para la defensa de la planta, son inducidos como respuesta a la presencia del 

patógeno, por lo que es necesario el reconocimiento del patógeno por la célula 

vegetal. Este reconocimiento ocurre mediante la unión de moléculas definidas 

(ligandos) a receptores citosólicos o transmembranales; algunos de estos receptores 

están codificados por los genes de resistencia (R). La unión de un ligando 

determinado a un receptor celular específico puede activar diversas vías de 

transducción de señales, entre las cuales la vía de las proteínas cinasas activadas 

por mitógenos (MAPK) es una de las más importantes. Finalmente, la señal es 

transducida al núcleo, en donde la activación de factores de transcripción 
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específicos conduce a la modificación de la expresión génica y el establecimiento de 

la respuesta de defensa. 

Las MAPK son parte de una vía de transducción de señales exclusiva de 

eucariotes. En especies como Nicotiana tabacum y Arabidopsis thaliana, han sido 

asociadas con la activación de respuestas celulares a señales extracelulares, las 

cuales incluyen diferentes tipos de estrés ambiental. Específicamente, se han 

asociado con la expresión de genes PR. Debido a que se ha demostrado que la 

resistencia de las plantas puede depender de la activación de esta vía, su estudio en 

el chile habanero es importante para la comprensión y el conocimiento de los 

mecanismos de resistencia contra P. capsici y otros microorganismos fitopatógenos . 

El objetivo de este trabajo fue determinar si la vía de transducción de señales 

mediada por MAPK está relacionada con la modificación de la expresión de genes 

de defensa, durante la interacción de C. chinense con P. capsici. 

Para ello, se estableció 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 modificación de la actividad de P-1 ,3 glucanasas y la alcalinización del 

medio de cultivo como respuesta a los CWH. Una vez inducidos los sistemas de 

defensa, se analizó el efecto de los CWH sobre la vía de las MAP cinasas y la 

expresión de genes de defensa clonados a partir de una biblioteca de ADNc del 

cultivo celular de C. chinense. 

Los resultados mostraron la activación de dos proteínas cinasas, que 

fosforilan a la proteína básica de mielina (MBP, un sustrato no específico de las 

MAPK), y no a la caseína o a la histona Hl (las cuales no son sustratos de las 

MAPK), como respuesta a la inducción con CWH. La identidad de las proteínas 

cinasas fue corroborada mediante el uso de anticuerpos específicos para MAPK 

bisfosforiladas, lo que confirmó la presencia de dos MAP cinasas, de -43 y 44 kDa, 

como respuesta a la adición de CWH de P. capsici. La activación de dos proteínas 

parece ser específica a la inducción de las células con las paredes de P. capsici, 

dado que bajo condiciones de cultivo estándares para la línea celular, estas 
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proteínas no se encuentran bisfosforiladas a lo largo del ciclo de cultivo, ni son 

activadas como respuesta a la adición de glucosa ni agua. 

Para determinar el efecto de la inducción de la línea celular de C. chinense 

con los CWH de P. capsici en la expresión génica, se compararon los niveles de 

transcritos de 36 ADNc relacionados con la defensa, a las 12-24 h después de la 

adición de los CWH de P. capsici a las suspensiones celulares. Los ADNc utilizados 

como sonda fueron clonados a partir de una biblioteca de ADNc sintetizada en este 

trabajo, y correspondieron a genes cuya expresión es modificada como respuesta a 

la aplicación de diferentes tipos de estrés en otras especies vegetales. Los 

resultados de experimentos de hibridación diferencial, realizadas por medio de 

Northern blot reverso, usando ADNc total marcado con digoxigenina y sintetizado a 

partir de células inducidas o de células control, mostraron que la inducción con CWH 

de P. capsici promueve la disminución en la expresión del 14% de los genes y el 

incremento en los niveles de transcritos del 25% de los mismos, mientras que el 

resto no presentó modificación. 

Estos resultados sugieren que la adición de los CWH activa dos MAP 

cinasas, específicamente como respuesta a P. capsici, por lo que es probable que 

esta vía de transducción esté involucrada en la regulación de la expresión de genes 

de defensa, como ocurre en otras especies. 

Las contribuciones más importantes de este trabajo son el establecimiento 

de un modelo para el estudio de la respuesta de defensa en C. chinense, la 

evidencia de que los mecanismos de defensa como respuesta a la inducción con 

CWH, incluyen modificaciones en los niveles de transcritos de genes relacionados 

con la respuesta de defensa, la activación de dos MAPK, la alcalinización del medio 

de cultivo y la modificación de la actividad de ~-1 ,3 glucanasas. 

Este trabajo proporciona información sobre los mecanismos de defensa y 

establece las bases para trabajos posteriores encaminados a la comprensión de 

estos mecanismos en líneas celulares de chile habanero cultivadas in vitro. 
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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. lnside the cell, changas in defensa

relatad gene expression, as well as the increase in defensa protein levels, have been 

associated to plant defensa responses to pathogen infection. Moreover, the activity 

of sorne enzymes relatad to the defensa response is increased. As an example of 

gene induction and protein activation in plant defensa 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. lt is known that the activity of sorne PR proteins is directly 

involved in pathogen destruction. Since induction of most of the plant defensa

relatad genes occurs only after detection of the pathogen, the proper establishment 

of a defensa 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 sorne 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 defensa 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 tha/iana, 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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plant resistance could be regulated by this pathway, its study in Habanero pepper 

would provide important evidence on the resistance mechanisms against pathogenic 

microorganisms. 

There is almost no evidence about the molecular or biochemical events 

involved in habanero pepper interaction with its pathogens. Thus, the aim of this 

work was to determine if MAPK pathway is involved in the modification of defense 

gene expression during the interaction of C. chinense with P. capsici. To elucidate 

this, we incubated C. chinense cell suspensions with P. capsici cell wall 

homogenates (CWH). First, we tried to determine if CWH induced a defense 

response in cell suspensions, and then we studied if the elicitation process affected 

the MAPK pathway and expression of defense-related genes. 

Our results showed that CHW induced one myelin basic protein (MBP) 

kinase activity (a non specific MAPK substrate). The identity of this kinase was 

verified by immunodetection with a MAP kinase-specific antibody, which showed that 

this band corresponds to two MAPK of -43 and 44 kDa, respectively. None of these 

proteins seemms to be activated under non-elicited conditions, or through out the cell 

suspension cycle; therefore, their activation was specific to the elicitation. 

Regarding to the effect of P. capsici CWH on gene expression, we comparad 

the transcript levels of 36 defense-related cDNAs, at 12-24 h after P. capsici CWH 

addition to cell suspensions. The identity of the target cDNAs, cloned from a cDNA 

library synthesized in this work, corresponded to genes whose transcription is 

induced by different type of stresses in other species. Differential hybridizations, by 

reverse northern blotting using DIG-Iabeled total cDNA synthesized from elicited or 

control cells, showed that CWH promoted a reduction of the 14 % of the cDNAs and 

an increment in transcript levels for 25% of the cDNAs, while the rest were not 

modifyed. 

These results suggest that the addition of CWH induced the activation of two 

MAP cinasas, especiffically as a response to P. capsici. Like in another species, 

MAPK pathway could be involved in gene expression modification. 
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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. chínense and P. capsící, which allow us to 

study defense response in habanero pepper. With this model we were able to show 

that defense response of C. chínense 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. chínense defense response, but also because with them , it is now possible 

to understand this response in habanero pepper. 
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INTRODUCCIÓN 

Las especies hortícolas de mayor importancia que se cultivan en Yucatán 

están comprendidas en dos familias, Cucurbitaceae (Cucumis sativus y C. me/o) y 

Solanaceae (C. chinense, C. annuum y Solanum lycopersicon) . En la Península de 

Yucatán, el género Capsicum es importante para la preparación de platillos 

regionales, siendo las principales especies de este género cultivadas en la región C. 

chinense, aunque el primero sea el más importante (Tun, 2001; SAGARPA, 2004). 

Entre los principales factores bióticos que disminuyen la producción del chile 

se encuentran las enfermedades causadas por hongos (Fusarium sp., Alternaría 

sp.), oomicetos (Phytophthora sp. y Pythium sp.), bacterias (Xanthomonas spp.), 

nematodos (Me/oidogyne spp.) y virus (Tomato spotted wilt virus (TSWV) y Pepper 

go/den mosaic virus (PepGMV) (Pernezny et al., 2003). 

Durante la interacción entre la planta y el patógeno, el reconocimiento es un 

factor importante que requiere que las moléculas del patógeno sean reconocidas por 

los receptores de las células vegetales, para posteriormente activar los mecanismos 

de defensa celulares (McDowell y Doffenden, 2003). En este proceso participan las 

vías de transducción de señales, que al ser activadas encienden los mecanismos de 

defensa (Baker et al. , 1997; Odjakova y Hadjiivanova, 2001 ). Una de las vías mejor 

estudiadas es aquella constituída por las proteínas cinasas activadas por mitógenos 

(MAPK, por sus siglas en inglés), que consiste básicamente en módulos de tres 

proteínas cinasas (MAPKKK-7MAPKK-7MAPK) que actúan mediante fosforilaciones 

sucesivas (Hirt, 2002; lchimura 2002; lnnes, 2001; Jonak et al., 1999; Jonak et al., 

2002; Morris, 2001; Tena et al., 2001; Wrzaczek y Hirt, 2002). Las últimas enzimas 

de la vía, las MAPK son cinasas de serina/treonina que al ser fosforiladas por las 

MAPKK se dimerizan, y son transportadas al núcleo donde activan mediante 

fosforilación a factores transcripcionales, como los WRKY (Euglem et al., 1999; Kim 

y Zhang 2004; Liu et al., 2004), modificando así la expresión génica como parte de 

las respuestas de defensa (Asai et al., 2002; Hirt, 1997; Hirt, 2002; lchimura 2002; 



lnnes, 2001; Jonak et al., 1999; Jonak et al., 2002; Kim y Zhang 2004; Liu et al., 

2004; Morris, 2001 ; Samuel et al. , 2005; Tena et al. , 2001; Wrzaczek y Hirt, 2002}. 

Algunos de los genes cuya expresión se modifica como resultado de la 

activación de la vía de las MAP cinasas son aquellos que codifican las proteínas 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 

proteínas PR más estudiadas hasta el momento son las glucanasas (Egea et al., 

1996; García-Pérez et al., 1998} y las quitinasas (Candela et al., 1993). Por otro 

lado, se ha demostrado que la expresión de genes pertenecientes a la familia PR10 

están asociados con la resistencia de C. annuum a la infección por patógenos, ya 

que la sobreexpresión 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 vía de MAPK está involucrada en la respuesta de defensa de 

las plantas ante la invasión del patógeno (Kim y Zhang 2004; Liu et al., 2004), y se 

ha señalado que ésta activación se encuentra relacionada con la modificación de la 

expresión génica (Kim y Zhang 2004; Liu et al. , 2004; Samuel et al., 2005) durante la 

defensa a diferentes patógenos, incluyendo bacterias (Lee et al. , 2001 ), virus (Liu et 

al., 2004) y oomicetos (Cheong et al. , 2003). La información que hasta el momento 

se tiene sobre la respuesta de defensa y 'la interacción entre Capsicum y sus 

microorganismos asociados, se ha obtenido principalmente en C. annuum, en 

especial sobre las modificaciones en la expresión génica (Park et al., 2004; Shin et 

al., 2001 , Shin et al. , 2002; Shin et al., 2003) y los niveles de proteínas PR (Egea et 

al. , 1996; García-Pérez et al., 1998). Los mecanismos mediante los cuales C. 

chinense responde a la infección de patógenos, incluyendo las vías de transducción 

involucradas en este proceso y los genes, cuyos niveles de transcritos se modifican 

como respuesta a los patógenos, se desconocen. Por lo anterior, el objetivo de este 

estudio consistió en determinar si la vía de transducción de señales mediada por las 
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MAP cinasas está involucrada en la modificación de la expresión génica en C. 

chinense como respuesta a Phytophthora capsici. 

En el presente trabajo, se investigó si las respuestas de defensa son 

inducidas por homogeneizados de paredes celulares de P. capsici. Debido a que no 

existen estudios sobre estas respuestas de C. chinense ante la presencia de 

patógenos, ni se conocen los mecanismos que caracterizan esta respuesta de 

defensa, se tomaron como referencia algunos parámetros que han sido utilizados en 

trabajos previos, entre los que se encuentran la alcalinización del medio (García

Pérez et al., 1998), la formación de especies reactivas de oxígeno (Davies et al., 

2006) y el incremento en la actividad de P-1,3 glucanasas (Egea et al., 1996). Se 

encontró que la indución con homogeneizados de pared celular de P. capsici 

provocó la alcalinización del medio de cultivo, modificó la actividad de P-1 ,3-

glucanasas y los patrones de expresión de genes de defensa. 

Se evaluó la actividad de las MAP cinasas en cultivos celulares de C. 

chinense al ponerlas en contacto con homogeneizados de paredes celulares de P. 

capsici, para determinar si esta vía de transducción de señales se activa como 

respuesta a la adición de los homogeneizados. Se observó mediante ensayos de 

cinasa en gel, la presencia de una banda con actividad de cinasa de 

aproximadamente 46 kDa; porteriormente, mediante el uso de anticuerpos 

específicos contra MAPK bisfosforiladas, se determinó que la actividad encontrada 

corresponde a dos MAPK, una de 44 kDa y otra de 46 kDa. 

Para determinar si la expresión génica se modifica como respuesta a la 

inducción, se clonaron sondas homólogas de genes de defensa mediante la síntesis 

y el escrutinio de una biblioteca de ADNc de cultivos celulares de C. chinense. Se 

obtuvieron las secuencias de genes PR1 O y otros 30 genes, la mayoría de los 

cuales están relacionados con la respuesta al estrés. Se demostró mediante 

hibridación diferencial que el 39 % de los genes se modificó, 25 % de éstos 

incrementó el nivel de transcritos y el 14% disminuyó, como respuesta a la adición 

de paredes celulares de P. capsici. 
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CAPÍTULO 1: ANTECEDENTES 

1.1 CARACTERÍSTICAS GENERALES DE Capsicum chinense 

Jacq. 

Capsicum chinense pertenece a la clase Angiosperma, a la subclase 

Dicotyledonea, al superorden Sympetala, al orden Tubiflorales y a la familia 

Solanaceae (Soria et al. , 2002; Tun, 2001). Son plantas de ciclo anual que pueden 

alcanzar una altura de 2 m en suelos mecanizados. Su hábito de crecimiento es 

determinado, y se comporta como planta semiperenne. Sus frutos son bayas huecas 

con 3 o 4 lóculos, los cuales pueden ser de 2-6 cm, y que en general, son de color 

verde durante etapas tempranas y posteriormente, se tornan anaranjados, amarillos 

o rojos (Soria et al. , 2002). La semilla es lisa, ovalada y pequeña {2.5-3.5 mm), su 

germinación varía entre 8 y 15 días. Tiene raíz pivotante y un sistema radicular bien 

desarrollado, cuyo tamaño depende de la edad de la planta, de las características 

del suelo y de las prácticas de manejo, alcanzando hasta 2 metros (Soria et al., 

2002; Tun, 2001 ). Su tallo es grueso, erecto, glabro, robusto, y en general, tiende a 

formar tres tallos en la primera ramificación para después bifurcarse. Las hojas son 

simples, lisas, lanceoladas, alternas, de tamaño variable, de distintos tonos de color · 

verde, dependiendo de la variedad, pueden ser glabras, pubescentes, y pueden 

alcanzar un tamaño de 15 cm de longitud y ancho (Tun, 2001 ). 
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1.2 PRINCIPALES ENFERMEDADES ASOCIADAS A C. 

chinense 

Uno de los factores que afectan la producción del chile habanero en 

Yucatán, son las enfermedades ocasionadas por nematodos, bacterias, virus, 

hongos y oomicetos (Soria et al., 2002). 

Los nematodos del género Meloidogyne, M. incognita, M. arenaría, M. hapla 

y M. javanica habitan dentro de las raíces induciendo la formación de agallas, se 

alimentan de los nutrimentos de sus hospederos. Los síntomas 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 infección por la bacteria Xanthomonas axonopodis pv. 

vesicatoria se caracteriza por la formación 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 necróticas 

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 PHV (Garzón 

Tiznado et al. , 2001 ; Godínez et al. , 2001 ), los cuales tienen gran importancia a nivel 

regional (Garzón-Tiznado et al., 2001 ). 

En la Península de Yucatán, los principales microorganismos que se han 

encontrado asociados a C. chinense son Cercospora capsici (Soria et al. , 2002; Tun, 

2001 ), Col/etotrichum spp. y Phytophthora capsici (Soria et al., 2002). 

C. capsici produce manchas, tanto en hoja como en tallo, los síntomas que 

provoca son clorosis y pequeñas manchas ovaladas acuosas que posteriormente, 

se tornan blancas a café claro con bordes rojos o púrpuras. Además, produce 

lesiones concéntricas en peciolos, hojas, pedúnculos y tallos. En infecciones graves, 

provoca clorosis general y defoliación (Pernezny et al., 2003; Soria et al. , 2002; Tun, 

2001). 
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La antracnosis, cuyos agentes causales son Col/etotrichum gloesporoides, 

C. capsici y C. coccodes, se caracteriza por lesiones circulares o anillos 

concéntricos hundidos con colores desde el pardo hasta el negro. En tallos, hojas y 

frutos se pueden observar manchas irregulares de color gris o café con bordes 

negros (Soria et al., 2002; Pernezny et al., 2003}. 

1.2.1 Phytophthora capsici Leonian 

El género Phytophthora pertenece a la familia Pythiaceae, que está incluida 

dentro del orden Peronosporales, que a su vez se encuentra ubicado dentro del 

Reino Cromista (Cavalier-Smith, 1998; Cooke et al., 2000}. Este género incluye 60 

especies de patógenos destructivos con un amplio rango de hospederos (Tyler, 

2002}. Las temperaturas óptimas para el crecimiento in vitro de P. capsici son entre 

25 y 30 °C, y en el campo, la infección por esta especie es más frecuente en época 

de lluvias (Fernández-Pavía et al., 2004). 

P. capsici habita en el suelo, e infecta principalmente las raíces y la base del 

tallo. Los síntomas iniciales consisten en necrosis de las raíces secundarias y 

terciarias, posteriormente se marchitan la planta y los frutos (Pérez-Moreno et al., 

2002). Se reportó por primera vez en 1922 en Nuevo México (Fernández-Pavía et 

al., 2004). En C. annuum, los síntomas que se observan son lesiones necróticas en 

tallo y la aclaración de frutos, de tallos y de hojas (Ristaino y Johnston, 1999). Las 

lesiones comienzan en el ápice del fruto y consisten en áreas romboides con textura 

rígida y quebradiza de color verde pálido que luego cambian a lesiones acuosas de 

color café claro a gris. En el interior del fruto, se observa micelio algodonoso que 

seca y arruga el fruto al avanzar la infección (Soria et al. , 2002; Pernezny et al. , 

2003). 

Uno de los factores que favorecen la infección por P. capsici es el uso de 

semilla infectada. Se ha reportado que aún cuando el fruto no presente síntomas, 

este patógeno puede estar distribuido en todos los tejidos de las semillas (Morales

Valenzuela et al. , 2002). Los productos químicos utilizados hasta el momento no 

son efectivos, debido a que se ha observado que cada aislamiento presenta 
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diferente grado de resistencia a los mismos, y a que puede llegar a generar 

resistencia como resultado de la recombinación (Pérez-Moreno et al., 2004). 

1.3 INTERACCIÓN ENTRE EL GÉNERO CapsicumY SUS 

PATÓGENOS 

Los estudios sobre los mecanismos de defensa de C. annuum, se han 

realizado a dos niveles: transcripcional, mediante el análisis de la expresión génica, 

y postraduccional, midiendo la actividad enzimática, durante la interacción planta

patógeno. 

Con respecto a las modificaciones postraduccionales, se ha evaluado la 

actividad de proteínas PR pertenecientes a diferentes familias (Candela et al., 1993). 

En plantas de C. annuum se han identificado proteínas PR, cuya actividad se induce 

en respuesta a la infección por patógenos. Dentro de estas proteínas se encuentran 

algunos miembros de las familias PR1 , PR2, PR3 y PR4, que se inducen durante la 

infección por el Cucumber mosaic virus (CMV) (Candela et al. , 1993), las ~-1 ,3-

glucanasas en respuesta al CMV(Egea et al., 1996) y a P. capsici en variedades 

resistentes (García-Pérez et al., 1998), así como las quitinasas y las peroxidasas en 

las mismas variedades (Egea et al., 2001 ), y las esterasas (Kim et al., 2001 ). 

Como parte de los estudios a nivel transcripcional, mediante el análisis de la 

expresión 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 observó que 

algunos de los genes inducidos durante la infección por Xanthomonas son aquellos 

que codifican quitinasas, ~-1 ,3-glucanasas, tioninas, transferasas de lípidos (Jung y 

Hwang, 2000; Park et al., 2002), osmotinas (PR5) y proteínas con dominios LRR, 

mientras que los genes que se identificaron en respuesta al TMV son PR10, PR4, 

transferasas de lípidos, ornitina descarboxilasa, proteína de pared celular, piruvato 
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descarboxilasa, proteasas de cisteína, un factor de elongación, enolasa y otros (Shin 

et al. , 2001 ). 

Se han caracterizado otros productos, los cuales incluyen una proteína de 

unión a quitina que se sintetiza durante el tratamiento con diferentes inductores 

como el etefón y el jasmonato de metilo, a la infección por Colletotríchum 

gloesporoides y como respuesta a heridas (Lee et al., 2001 ); una transferasa de 

lípidos localizada en la superficie de la célula, que se induce durante la interacción 

incompatible con el TMV y durante la infección con Xanthomonas, al igual que por el 

ácido salicílico y el etefón (Park et al., 2002}. Mediante la aplicación del ensayo de 

despliegue diferencial del ARN de hojas de C. annuum infectadas con X. campestris 

pv. glycine se identificó una ciclooxigenasa, que se induce a las 4 horas de la 

infección y demuestra la importancia de la señalización mediante lípidos durante el 

desarrollo de la respuesta de hipersensibilidad (Kim et al. , 2002}. 

Así mismo, la expresión de uno de los genes pertenecientes a la familia 

PR10 se induce durante la interacción incompatible con el virus mosaico del tabaco 

(TMV), ya que posee actividad de ribonucleasa, lo cual sugiere su participación en el 

mecanismo de resistencia antiviral (Park et al., 2004). Este gen está también 

involucrado en la resistencia o la tolerancia de C. annuum contra un amplio rango de 

patógenos, incluyendo al Pepper mild mottle virus (PMMV), al Cucumber mosaic 

virus (CMV}, a la bacteria X. campestris pv. vesicatoria y a oomicetos como P. 

capsici (Shin et al., 2002}. 

En C. chinense se han identificado diferentes genes que le confieren 

resistencia a algunos virus . Se ha comprobado que la resistencia al Tomato spotted 

wilt virus (TSWV) está controlada por un gen desconocido hasta el momento (Moury 

et al., 1997), y que la resistencia al Pepper mottle virus (PepMoV) es un caracter 

dominante que se encuentra dentro de un mismo grupo (Grube et al., 2000). Sin 

embargo, aunque se sabe que P. capsici podría afectar a C. chinense (Soria et al., 

2002), se conoce muy poco sobre las alteraciones moleculares durante esta 

interacción. El conocer los eventos que se desencadenan durante esta interacción 

es importante para que posteriormente, se puedan implementar programas de 
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fitomejoramiento que permitan disminuir las pérdidas ocasionadas por este 

patógeno. 

1.4 GENERALIDADES DE LA INTERACCIÓN PLANTA-

PATÓGENO 

En general existen dos tipos de interacción planta-patógeno, la no específica 

de hospedero, y la específica de hospedero (Nürbenger, 1999}. En la primera, que 

es la más común, 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 (Nürbenger y 

Lipka, 2005); en la segunda, la interacción ocurre entre una variedad particular de 

una especie vegetal y una raza específica del patógeno e implica la interacción entre 

moléculas específicas de ambos participantes (Keen, 1990). 

Dentro de las interacciones planta-patógeno específicas de hospedero, se 

encuentran dos subdivisiones: la interacción compatible, que se lleva a cabo en 

hospederos susceptibles, favoreciendo el crecimiento y el desarrollo del patógeno, y 

la interacción incompatible, en la cual, se desencadena la resistencia por la 

interacción entre los productos de los genes de resistencia (R) de la planta con los 

productos de los genes de avirulencia (Avr) del patógeno, ya sea de manera directa 

(Martín et al., 2003}, o mediante otras proteínas, 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 

patógenos: las preformadas y las inducidas (Osbourn, 1996}. Uno de los 

mecanismos mediante el cual las plantas evitan el ataque por patógenos, es el 

mecanismo de protección pasiva, que consiste en la presencia de barreras físicas y 

de compuestos preformados, como las capas de ceras epicuticulares que se 

encuentran sobre la epidermis en toda la planta (Dangl y Jones, 2001; Odjakova y 

Hadjiivanova, 2001; Osbourn, 1996} y algunos compuestos antifúngicos, como las 

saponinas, las avenasinas, los glucósidos cianogénicos y los glucosinolatos 
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(Osbourn, 1996). Algunas de las modificaciones estructurales que se llevan a cabo 

en las plantas ante una infección por patógenos, son el reforzamiento de las 

paredes celulares mediante el depósito de polisacáridos, de proteínas, de 

glucoproteínas y de fenoles insolubles (Hammond-Kosack y Jones, 1996; Odjakova 

y Hadjiivanova, 2001 ). 

Por otra parte, la respuesta inducida puede dividirse en dos tipos, una 

respuesta local y rápida, conocida como respuesta de hipersensibilidad (HR) que 

involucra la generación de especies reactivas de oxígeno (Zaninotto et al., 2006), la 

activación de vías de transducción de señales (Ren et al., 2006) y la muerte celular 

(Greenberg y Yao, 2004), cuyo resultado es la contención del patógeno (Baker et al. , 

1997; Dangl, 1996; Eckardt, 2002; Hammond-Kosack y Jones, 1996; Keen, 1992; 

Lam et al., 2001 ). El otro tipo de respuesta inducida es la resistencia sistémica 

adquirida (SAR), la cual involucra procesos de señalización tisular y la activación de 

los genes PR en zonas lejanas al sitio de infección (Eckardt, 2002). Esta respuesta 

puede permanecer durante varios días (Baker et al., 1997; Ryals et al., 1996). Las 

respuestas HR y SAR no son específicas, pueden inducirse como resultado de 

interacciones no específicas de hospedero y por la interacción de los productos de 

los genes R de la planta y Avr del patógeno, lo que se conoce como el modelo gen

gen (Flor, 1971; Baker et al., 1997; Greengerg, 1997), que se describirá con mayor 

detalle más adelante. 

1.4.1 RECONOCIMIENTO DEL PATÓGENO 

El reconocimiento del patógeno es fundamental para que se establezca la respuesta 

de defensa, ya que en el caso de algunas de las plantas susceptibles la célula 

vegetal no reconoce al patógeno, lo que permite la infección (McDowell y Doffenden, 

2003). Durante el reconocimiento participan los receptores, entre los que se 

encuentran algunas proteínas R, las cuales se pueden encontrar intracelular, 

extracelularmente o pueden ser transmembranales (Gachomo et al., 2003). 

13 



1.4.2 LOS GENES R Y EL MODELO GEN AGEN 

Durante la interacción planta-patógeno, una vez que éste último 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 plasmática, la 

generación de especies reactivas de oxígeno o explosión oxidativa (Apel y Hirt, 

2004; Baker et al., 2002; Levine et al., 1994; Mellersh et al., 2002), la fosforilación de 

proteínas específicas, la activación de enzimas involucradas en la síntesis de la 

lignina para reforzar las paredes celulares (Egea et al., 2001 ), la activación 

transcripcional de genes de defensa (McDowell y Woffenden, 2003), la inducción de 

fitoalexinas, la muerte celular localizada en el sitio de la infección (Heath, 2000; Lam 

et al. , 2001 ) y por último, la resistencia sistémica adquirida (Knogge, 1996; Ryals et 

al. , 1996). 

La resistencia de las plantas a los patógenos es un proceso complejo que 

involucra la activación de vías de señalización interconectadas y la inducción de 

muchos genes (Eckardt, 2002). El modelo gen-gen, establece que los productos de 

los genes de resistencia (R) de la planta interaccionan específicamente con los 

productos de los genes de avirulencia (Avr) del patógeno, confiriéndoles resistencia 

(Flor, 1971 ). 

Hasta el momento se han encontrado más de 125 potenciales genes R en el 

genoma de Arabidopsis thaliana y más de 600 en el de Oryza sativa (Nimchuck et 

al., 2003). En su forma más simple, el producto del gen R (receptor) de la célula 

vegetal reconoce el producto del gen Avr del patógeno (ligando), mediante la 

interacción directa entre ambos productos (McDowell y Woffenden, 2003; Odjakova 

y Hadjiivanova, 2001 ). Este modelo de interacción gen-gen ha sido demostrado de 

manera experimental en algunos ejemplos como en la interacción raza específica 

entre los productos Pi-ta de Oryza sativa y Avr Pi-ta de Magnaporthe grisea. En la 

mayoría de los casos, los productos génicos R y Avr no interaccionan directamente, 

sino que la unión de estos dos productos está mediada por un tercer componente 

conocido como blanco de virulencia vegetal; por ejemplo, los productos de los genes 

AvrB!AvrRPM1 de Pseudomonas syringae pv. macu/icola interaccionan con la 
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proteína RPM1 y con RIN4 como blanco de virulencia, ambos de A. thaliana 

(Hammond y Parker, 2003). 

Las proteínas R poseen dos funciones principales: el reconocimiento del 

patógeno y la activación de las cascadas de señalización que inducen las 

respuestas de defensa (Baker et al. , 1997). 

De acuerdo con su estructura, los genes R encontrados en las plantas están 

clasificados principalmente en cinco grupos: i) proteínas cinasas intracelulares, ii) 

proteínas cinasas tipo receptor con un dominio extracelular rico en leucinas (LRR), 

iii) proteínas con dominios LRR intracelulares con un sitio de unión a nucléotidos 

(NBS) y un motivo de cierre de leucina, iv) proteínas intracelulares NBS-LRR con 

una región semejante al motivo Toll de las proteínas TIR de mamíferos y de 

Drosophila, y v) proteínas LRR extracelulares de unión a membrana (Baker et al., 

1997; McDowell y Woffenden, 2003; Odjakova y Hadjiivanova, 2001 ). Se sabe que 

el dominio LRR contribuye a la especificidad de reconocimiento del patógeno (Dangl 

y Jones, 2001 ). 

De las cinco clases de proteínas R, las que pertenecen a la clase NBS-LRR 

se han asociado de modo específco con la resistencia, por lo que se consideran 

como los componentes principales del sistema de defensa de las plantas. 

Básicamente consisten en un dominio de unión a nucleótidos, que posee similitud 

con proteínas proapoptóticas descritas en animales, son capaces de hidrolizar ATP 

y poseen dominios variables LRR, los cuales podrían ser responsables de la 

interacción directa con las proteínas Avr o con otras proteínas del hospedero. Éstas 

se pueden dividir en dos tipos, proteínas con un dominio "coiled coil" (CC) o con un 

dominio tipo receptor Toii-IL 1; al parecer, ambos son dominios de interacción 

proteína-proteína, por lo que ·podrían estar actuando sobre componentes de las vías 

de transducción de señales (Nimchuck et al., 2003). 

Por otro lado, es posible distinguir dos tipos de proteínas R de acuerdo con 

su especificidad: las específicas y las no específicas de raza, siendo las primeras 

aquellas que reconocen solamente los productos de los genes Avr de una variante, 

y por lo tanto, poseen alta especificidad (Cf-2, Cf-4, Cf-5, Cf-9, Ve1, Ve2, Xa21, Pto, 
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RPM1, RPPS, BS2, PBS1, RRS1). Las raza no específicas (FLS2, RPG1, RPW8), 

desencadenan una respuesta de defensa contra diversas variantes o cepas del 

patógeno (Hammond y Parker, 2003). 

En tabaco se evaluó la inducción de la respuesta de defensa mediada por 

R/Avr mediante la transformación 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 suspensión de tabaco que fueron 

inoculadas con los fluidos intracelulares de plantas de tabaco transformadas con 

Avr9 . Al tratar las células con los fluidos con (Avr9+) o sin Avr9 (Avr9-), observaron 

que sólo en el caso de Avr9+ se indujo la respuesta de defensa, indicando que la 

respuesta está mediada por la interacción del producto del gen R de la planta con 

los del gen Avr del patógeno (Romeis et al., 1999}. 

Después del reconocimiento del patógeno mediante el receptor, para inducir 

la respuesta, es necesario que se activen las vías de señalización que tendrán 

efecto sobre la expresión de genes relacionados con la respuesta de defensa (Baker 

etal., 1997). 

1.4.3 LA TRANSDUCCIÓN DE SEÑALES EN LA INTERACCIÓN PLANTA 

PATÓGENO 

Los mecanismos de transducción de señales son vías mediante las cuales la 

señal es transducida al núcleo, 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 

acumulación local de compuestos antimicrobianos (Osbourn, 1996). Éstas vías de 

transducción de señales son muy complejas, debido a que en ellas participan un 

conjunto de proteínas que responden, no solamente a la percepción de señales 

fisiológicas relacionadas con la comunicación entre tejidos, sino también a 

condiciones de estrés biótico y abiótico. Como ejemplos de estas vías podemos 

encontrar a la vía del jasmonato (Turner et al., 2002), la señalización por calcio 
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(Sanders et al., 2002) y la vía mediada por MAPK (Lingtering et al., 1997), entre 

otras. 

1.4.3.1 SEÑALIZACIÓN POR CALCIO 

La vía de transducción de señales mediada por calcio está involucrada no 

solo en la respuesta de defensa contra patógenos, sino también en la respuesta 

contra diferentes tipos de estrés. Parte de la respuesta temprana de las células 

vegetales a la infección por los patógenos involucra el flujo de calcio extracelular al 

interior de la célula (Bouché et al., 2005). Esto es posible debido a la 

despolarización de la membrana, que provoca la apertura de canales permeables a 

calcio, permitiendo que éste fluya al interior de la célula para que la señal pueda ser 

percibida por sensores, como la calmodulina o las proteínas cinasas dependientes 

de calcio ó CDPK (Buoché et al., 2005; Sanders et al., 2002). 

Las cinasas dependientes de calcio, son cinasas de serina-treonina que 

poseen una estructura conservada, que consiste en un dominio N-terminal variable, 

un dominio catalítico (cinasa), una región altamente conservada, cuya función es la 

autoinhibición, y un extremo tipo calmodulina que en la mayoría de los casos, 

contiene motivos conservados de unión a calcio (Bouché et al., 2005). En 

Arabídopsís thalíana se han secuenciado al menos 13 miembros pertenecientes a 

esta familia (Hardie, 1999); en la actualidad, se conocen algunos de sus sustratos, 

entre los cuales se encuentran la nitrato reductasa, la sacarosa sintasa, la 

fenilalanina-amonio liasa, la amino-1-ciclopropano carboxilato sintasa, las 

acuaporinas, los canales de potasio, los canales de cloruro, la bomba de calcio, la 

bomba de protones y el factor de despolimerización de actina (Sanders et al., 2002). 

La activación de genes de defensa y la producción de fitoalexinas se comprometen 

en presencia de queladores o inhibidores de los canales de calcio (Scheel, 1998). 

Como se mencionó anteriormente, el modelo gen-gen determina la resistencia o 

susceptibilidad de las plantas a un patógeno específico, y se ha demostrado que las 
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cinasas dependientes de calcio se activan durante este tipo de interacción (Romeis 

et al., 2000). 

Las calmodul inas son proteínas de 16 a 18 kDa sin actividad catalítica, que 

al unirse al calcio activan proteínas blanco involucradas en varios procesos 

celulares. Estas proteínas .están compuestas de dos dominios globulares con 

capacidad de unión a calcio, conectados con una hélice flexible (Luan et al., 2002). 

Se sabe que estas proteínas son importantes en la respuesta de defensa (Bouché et 

al. , 2005); por ejemplo, se ha demostrado que la sobreexpresión de una calmodulina 

tiene como resultado un aumento en el nivel de la resistencia sistémica adquirida 

(Heo et al., 1999). En Arabídopsís thalíana recientemente se identificó una oxido 

nítrico sintasa, que es una calmodulina que cataliza la síntesis de óxido nítrico 

(Dangl, 1998). En presencia de inductores bacterianos aumentan los niveles de esta 

molécula y tiene efecto sobre la expresión génica; además, se observó que las 

plantas que carecen de AtNOS1 son más susceptibles a bacterias (Dangl , 1998). 

1.4.3.2 ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO 

Las especies reactivas de oxígeno (ROS) son producidas por las células 

vegetales, como respuesta primaria a diferentes tipos de estrés, pueden movilizarse 

por difusión y son muy importantes en la respuesta de hipersensibilidad (Levine et 

al., 1994). Durante la interacción incompatible, la producción de H20 2 se da 

rápidamente al inicio, y posteriormente, se presenta una segunda explosión 

oxidativa de manera prolongada, a diferencia de la interacción compatible, donde 

una vez que el patógeno invade a la planta, solamente se observa una explosión 

oxidativa rápida (Mittler et al., 2004). Las ROS están involucradas en el 

establecimiento de la resistencia sistémica adquirida, ya que inducen la expresión 

de genes de defensa en sitios lejanos a la infección (Apel y Hirt, 2004). Las ROS 

están relacionadas con la inducción de la muerte celular durante la respuesta de 

hipersensibilidad, se difunden a células cercanas al sitio necrosado, induciendo 

genes de defensa involucrados en la protección celular, como la glutatión S

peroxidasa (Mittler et al., 2004); y también participan en la protección de células 
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cercanas al sitio de la infección, de manera que la muerte celular permanezca 

localizada (Graham y Graham, 1999). Otros ejemplos de los genes inducidos por 

ROS incluyen a la fenilalanina amonio liasa (PAL), la chalcona sintasa (Levine et al., 

1994), los receptores tipo cinasa, los genes PR y genes que codifican proteínas con 

función antioxidante (Apel y Hirt, 2004). 

1.4.3.3 PROTEÍNAS CINASAS ACTIVADAS POR 

MITÓGENOS 

La cascada de las proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAPK) es 

una vía de transducción de señales universal que se encuentra en todos los 

eucariotes estudiados (Widmann et al. , 1999). Esta cascada, consiste en una serie 

de fosforilaciones mediante las cuales se transduce una señal hasta el interior del 

núcleo, y consiste en un módulo de tres proteínas donde la MAP cinasa cinasa 

cinasa (MAPKKK, una cinasa de serina/treonina) se activa mediante su interacción 

con receptores celulares o con proteínas acopladoras (Vomastek et al., 2004). La 

MAPKKK activada, fosforila a una MAP cinasa cinasa (MAPKK, una cinasa dual) en 

residuos de serina y finalmente, la MAPKK activada fosforila a una MAP cinasa 

(MAPK, una cinasa de serina/treonina) (Eckardt, 2002; Hunter, 1995). Estas tres 

proteínas entrelazadas por complejos protéicos acopladores, forman un módulo 

básico de una vía de MAPK, en la cual un estímulo extracelular o perturbación es 

percibido por la membrana plasmática hasta el núcleo, alterando la expresión 

genética (Cheong et al., 2003; Hazzalin y Mahadevan, 2002; Hirt, 1997). Los 

módulos de MAPK de plantas participan en la transducción de señales, tanto 

externas (estrés biótico o abiótico) como internas, incluyendo a todos los 

reguladores del crecimiento (Hirt, 1997). 

1.4.4 EXPRESIÓN GÉNICA EN LA INTERACCIÓN PLANTA-PATÓGENO 

Se han realizado diversos estudios sobre las modificaciones en la expresión 

génica de las plantas durante la respuesta contra patógenos, con la finalidad de 

identificar genes que se inducen o se reprimen durante la interacción planta-
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patógeno, para lo cual se utilizan técnicas como el despliegue diferencial (DD) 

(Liang y Pardee, 1992), el análisis del polimorfismo de fragmentos de ADNc 

amplificados (cDNA-AFLP) (Bachem et al. , 1998), el análisis serial de la expresión 

génica (SAGE) (Velculescu et al. , 1995), la hibridación substractiva (Diatchenko et 

al., 1996) y el análisis por microarreglos (Shalon et al., 1996). 

Algunos de los genes cuya expresión se modifica durante una infección, 

codifican diferentes tipos de proteínas involucradas, tanto en la respuesta de 

defensa, como otros mecanismos celulares, como la reorganización del 

citoesqueleto, el ciclo celular, el metabolismo secundario, el estrés oxidativo, la 

replicación , la transcripción génica, la transducción de señales (receptores y 

proteínas cinasas), la síntesis de fitoreguladores como moléculas de señalización, 

etc. Dentro de éstas, se pueden mencionar a cinasas de tipo receptor (Nimchuck et 

al. , 2003), proteínas de unión a calcio (Bouché et al., 2005; Sanders et al. , 2002), 

factores de transcripción (Li et al., 2004), proteínas tipo calmodulina (Bouché et al., 

2005), fosfatasas (Luan et al., 2003), transferasas de lípidos (Park et al. , 2002), 

MAPK (He et al., 1999; Song y Goodman, 2002), ciclooxigenasas (Kim et al, 2002), 

proteínas de pared celular (Shin et al. , 2003), peroxidasas y proteínas inducidas por 

fosfato, entre otras (Durrant et al., 2000). 

Otros de los genes cuya inducción es característica de la respuesta de 

defensa son los genes relacionados con la explosión oxidativa (Apel y Hirt, 2004 ), la 

destoxificación (Mittler, 2002), la reorganización del citoesqueleto (Takemoto y 

Hardham, 2004), la modificación de la pared celular (Asselberg et al. , 2007), la 

señalización celular (McDowell y Dangl, 2000) y aquellos que codifican proteínas 

relacionadas con la patogénesis (proteínas PR) (Van Loan y Strien, 1999; Van Loan 

et al., 2006). Éstas últimas están 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-9 y PR-

1 O (Park et al., 2004 ). 
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1.5 HIPÓTESIS 
Si la vía de transducción mediada por las MAPK está involucradas en la 

respuesta de defensa de Capsicum chinense Jacq., entonces la adición de 

homogeneizados de Phytophthora capsici Lean. modificará la actividad de las 

mismas, en cultivos celulares de C. chinense Jacq. 

1.6 OBJETIVO GENERAL 
• Determinar si la adición de homogeneizados de paredes celulares de P. 

capsici Lean. modifica la actividad de MAPK durante la respuesta de defensa en 

células en suspensión de Capsicum chinense Jacq. 

1.6.1 OBJETIVOS PARTICULARES 

• Establecer la concentración de homogeneizados de P. capsici Lean. (CWH), 

así como el tiempo de incubación suficientes para inducir la respuesta de 

defensa en células en suspensión de C. chinense Jacq. 

• Evaluar las modificaciones en la actividad y en los niveles de transcritos de 

las MAP cinasas en cultivos celulares de C. chinense Jacq. tratados con 

homogeneizados de P. capsici Lean. 

• Analizar las modificaciones en la expresión génica durante la respuesta de 

defensa, cuando cultivos celulares de C. chinense Jacq. son expuestos a 

homogeneizados de P. capsici Lean. 
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CAPÍTULO 11: EVALUACIÓN DE LA RESPUESTA DE 

DEFENSA EN CÉLULAS EN SUSPENSIÓN DE Capsicum chinense 

Jacq. 

2.1 INTRODUCCIÓN 

La respuesta de defensa de las plantas es un proceso que consiste en el 

reconocimiento del patógeno y la activación de vías de transducción de señales que 

tendrán como consecuencia la modificación en los niveles de expresión de genes de 

defensa (Nimchuk et al., 2003; Jung y Hwang, 2000; Shin et al., 2001 ). La respuesta 

de defensa puede dividirse en dos tipos, dependiendo del lugar en el cual se 

observa. La defensa local consiste en la respuesta de hipersensibilidad (Gechev y 

Hille, 2005; Mellersh et al., 2002; Mittler et al., 2004; Levine et al., 1994), que se 

caracteriza por la muerte celular rápida y localizada en el sitio de la infección y que 

tiene como resultado evitar que el patógeno se extienda a otros tejidos de la planta. 

Algunas de las características de la respuesta de defensa de las plantas, 

son la modificación en los niveles de transcritos de genes relacionados con la 

patogénesis (PR) y la actividad de sus respectivas proteínas (Martin et al. , 2003), la 

alcalinización del medio de cultivo (García-Pérez et al., 1998), la muerte celular 

programada, el incremento en los niveles de peróxido de hidrógeno (Davies et al., 

2006) y la activación de vías de transducción de señales (Zhang et al., 1998). 

Se han realizado estudios para entender los procesos que se llevan a cabo 

durante la interacción entre Phytophthora y sus hospederos. Como ejemplos de 

moléculas de Phytophthora que inducen respuestas en sus hospederos, se 

encuentran los hepta-beta glucanos (Séjalon et al., 1997), extractos de pared celular 

(Zhang et al. , 1998) y las elicitinas (Bailey et al., 2001 ). Se ha demostrado mediante 

el análisis de despliegue diferencial, que durante la interacción entre P. capsící y C. 

annuum, existe una modificación de la expresión de genes de P. capsící al estar en 

contacto con su hospedero, incluyendo a las elicitinas (Bailey et al. , 2001 ). Las 
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elicitinas son proteínas 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 parasiticeína y la criptogeína, al igual que los extractos de pared 

celular de Phytophthora spp. activan una proteína cinasa de 48 kDa (SIPK) en 

células en suspensión de tabaco, presentándose la máxima actividad entre los 5 y 

los 10 min, hasta casi desaparecer a las 24 horas después del tratamiento. En 

contraste, la parasiticeína induce un incremento paulatino de la actividad de la 

MAPK a partir de los 5 min, siendo ésta máxima desde los 15 min y hasta las 2 

horas después de la inoculación. En el caso de la criptogeína, la actividad es mayor 

a las 2 horas y su aumento no es tan evidente (Zhang et al. , 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 modificó la actividad 

de P-1 ,3-glucanasas y la conductividad de medio de cultivo (García-Pérez et al., 

1998). Adicionalmente a las proteínas PR, se ha demostrado que los niveles de las 

especies reactivas de oxígeno se incrementan durante la respuesta de defensa de 

las células vegetales (Hückelhoven y Kogel , 2003). En células en suspensión de A. 

thaliana se observó que el incremento de H20 2 en el medio de cultivo se inicia 

minutos después de agregar el inductor (Bindschedler et al., 2006; Davies et al. , 

2006), y coincidió con la alcalinización como respuesta al tratamiento (Davies et al., 

2006). 

Una forma de conocer los mecanismos que regulan la interacción entre 

ambas especies podría ser la de adicionar inductores extraídos de P. capsici a 

plántulas o tejidos específicos 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 bioquímico y molecular, producidos por la adición de 

homogeneizados de pared celular (CWH) de P. capsici a suspensiones ·celulares de 

C. chinense. Específicamente, se determinó el establecimiento de la respuesta de 

defensa por efecto de la elicitación con P. capsici. Para ello, inicialmente se 
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determinó la concentración de CWH y el tiempo de incubación, óptimos para 

generar una respuesta de defensa, la cual fue evaluada mediante la modificación de 

los siguientes parámetros: la alcalinización del medio de cultivo, la activación de las 

MAP cinasas y de proteínas PR. 

2.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

Con la finalidad de determinar el papel de las MAPK en la respuesta de 

defensa en otros modelos, como Arabidopsis thaliana (Desikan et al., 1999a; 

Desikan et al., 1999b; Desikan et al. , 2001 ; Nühse et al., 2000), Nicotiana tabacum 

(Zhang et al., 1998; Zhang et al. , 2000), Lycopersicon peruvianum (Holley et al., 

2003) y Petroselinum crispum (Kroj et al. , 2003; Lee et al., 2001 b; Liu et al., 2003; 

Lee et al., 2004), se han utilizado exitosamente los cultivos celulares. Así mismo, 

éstos han sido utilizados para estudios de la respuesta de defensa, incluyendo la 

interacción entre C. annuum y P. capsici (García-Pérez et al., 1998). En el presente 

trabajo, el modelo de estudio utilizado fueron los cultivos celulares de C. chinense, y 

como inductor de la respuesta de defensa se utilizaron homogeneizados totales de 

pared celular de Phytophthora capsici. 

2.2.1 PROPAGACIÓN DE LA LÍNEA CELULAR 

La línea celular de C. chinense fue proporcionada por la Dra. Nancy 

Santana y el Dr. Felipe Vázquez de la UBBMP del CICY, y fue originada a partir de 

cotiledones de chile habanero naranja. La propagación se realizó en medio MS, con 

sacarosa al 3% y 2,4-D (1 mg·L-1
), subcultivando 10 mL de células a medio fresco 

cada 11 días. 

2.2.1.1 CARACTERIZACIÓN DE LA LÍNEA CELULAR 

La caracterización del crecimiento de la línea celular se realizó inoculando 2 

g del cultivo celular en cada matráz con 40 mL de medio de cultivo fresco, y las 
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células se colectaron a los O, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 , 24, 27, y 30 días de cultivo. En 

cada uno de estos tiempos, se determinó el peso fresco, el peso seco, el pH, la 

conductividad del medio de cultivo y la actividad de MAPK. 

2.2.2 PREPARACIÓN DE LOS HOMOGENEIZADOS DE P.capsici. 

La cepa de Phytophthora capsici uti lizada en este trabajo se adquiró en el 

Colegio de Postgraduados con la Dra. María de Jesús Yánez, donde se identificó 

por métodos tradicionales y moleculares (EMBL AY726623). La propagación se 

realizó en medio PDA. 

El crecimiento masivo de P. capsici se realizó inoculando 1.5 L de medio V8 

con CaC03 (0.025 % w/v) a 25 oc durante aproximadamente 3 semanas o hasta 

que el micelio cubriera toda la superficie del medio. Posteriormente, se colectó el 

micelio eliminando la mayor cantidad de medio posible y se prepararon los 

homegeneizados, siguiendo el procedimiento descrito por Escobedo (2002) con 

algunas modificaciones. Éste consistió en congelar el micelio de P. capsici y 

pulverizarlo en un mortero con nitrógeno líquido. El polvo fino se transfirió a tubos de 

plástico de 50 mL con agua destilada estéril y se homogeneizó con el politrón dos 

veces durante 3 min. Posteriormente, el homogenado se sonicó tres veces durante 1 

min, se unieron las fracciones y se homogeneizó nuevamente con el politrón. Por 

último, se esterilizó en autoclave a 121 oc durante 20 min y se cuantificó 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. 

2.2.31NDUCCIÓN 

La inoculación del cultivo celular con CWH se realizó durante la fase 

exponencial de crecimiento, específicamente al décimo día contando a partir de la 

fecha de resiembra, debido a que en este momento el cultivo celular presentó 
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menos estrés, asegurando que la respuesta que se observó se debió al contacto 

con el inductor. 

En trabajos previos se han utilizado extractos de pared celular de 

Phytophthora spp. en concentraciones de 50 y 120 meq de glucosa·ml-1 para inducir 

la respuesta de defensa en cultivos celulares de C. annuum (Candela et al., 1998) y 

la actividad de MAPK en cultivos celulares de N. tabacum (Zhang y Klessig, 1998), 

por lo tanto, en el presente trabajo se evaluaron tres concentraciones dentro de este 

rango {60, 90 y 120 miliequivalentes de glucosa·mL"\ 

2.2.4 DETERMINACIÓN DE LA RESPUESTA DE DEFENSA 

Existen diversos parámetros de defensa que han sido evaluados en trabajos 

previos, como son las modificaciones en los niveles de transcritos de genes de 

defensa, como aquéllos relacionados con la patogénesis (glucanasas y quitinasas, 

entre otros), las modificaciones en la actividad de proteínas PR (p-1,3 glucanasas, 

quitinasas, ribonucleasas, etc), la formación de especies reactivas de oxígeno, la 

alcalinización del medio de cultivo, la síntesis de compuestos antimicrobianos 

(fitoalexinas), la activación de vías de transducción de señales (MAPK y 

señalización mediada por calcio), y la muerte celular programada {disminución de la 

viabilidad celular y fragmentación del ADN). Es importante señalar, que es posible 

que algunos de los parámetros anteriores no se observen en un mismo modelo de 

interacción planta-patógeno, por lo que, es recomendable analizar varios de ellos, ya 

que no se sabe cuáles se presentan en C. chinense. 

En el presente trabajo, se analizaron algunos de éstos, con la finalidad de 

tener mayor información sobre la respuesta de las células de C. chinense a la 

adición de CWH, como la alcalinización del medio de cultivo, los cambios en los 

valores de conductividad del medio, la modificación en la actividad de P-1,3 

glucanasas, la formación de especies reactivas de oxígeno y la modificación de los 

niveles de transcritos de genes de defensa. 
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2.2.4.1 ALCALINIZACIÓN DEL MEDIO DE CULTIVO 

El establecimiento de la respuesta de defensa se determinó midiendo la 

alcalinización del medio de cultivo a diferentes tiempos (0, 5, 1 O, 15 20, 25 y 30 m in. ; 

y O, 12, 24 y 48 h} después de la adición de los extractos de pared celular. 

2.2.4.2 ACTIVIDAD DE p-1 ,3-GLUCANASAS 

La obtención del extracto protéico se realizó a partir de 1 g de células en 

suspensión, pulverizando el tejido con nitrógeno líquido y homogeneizándolo en 0.5 

mL del amortiguador de extracción (HEPES-Tris 50 mM pH 7.5, EDTA 5 mM, EGTA 

5 mM, p-glicerofosfato 50 mM, ortovanadato de sodio 10 mM, fluoruro de sod io 10 

mM, glicerol 10 %, PMSF 1 mM, aprotinina 1 j..tM, DTT 5 mM y leupeptina 1 j..tM} 

(Arroyo-Serralta et al. , 2005). El homogenado se centrifugó a 23,700 x g a 4 oc 
durante 45 min, se tomó el sobrenadante y se cuantificaron las proteínas mediante 

el método de Bradford (1976}, utilizando como estándar una curva de calibración de 

albúmina de suero bovino (BSA). Los extractos protéicos se almacenaron a -80 oc 
hasta su análisis . 

Los extractos protéicos fueron utilizados para realizar el ensayo de actividad 

de glucanasas, el cual consistió en fraccionar los extractos mediante electroforesis 

nativa en geles de poliacrilamida al 15 %. Concluído el fraccionamiento 

electroforético, el gel se equilibró con acetato de sodio 50 mM (pH 5.2) durante 1 O 

min. Posteriormente, se incubó en una solución de acetato de sodio 25 mM y 

laminarina al 0.5% a 40 °C durante 45 min. Finalmente, se tiñó con una solución 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 H202 

Después de homogeneizar 1 g de tejido con 1 mL de MES 1 O mM (ácido 2-

morfolinoetanesulfónico) a pH 6.5, se centrifugaron las muestras a 14000 x g 
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durante 5 min a temperatura ambiente. Se tomaron 100 ¡..tL del sobrenadante y se 

colocaron en 900 ¡..tL del amortiguador de reacción (MES 1 O mM, pH 6.5; rojo de 

fenal 20 ¡..tM; peroxidasa de rábano (SIGMA) 10 ng·mL"\ Se detuvo la reacción a los 

3 min con 20 ¡..tL de NaOH (0.5 N). La concentración de peróxido de hidrógeno se 

determinó midiendo la absorbancia de las muestras a 558 nm. Como control 

negativo, se determinó la concentración del peróxido de hidrógeno en células en 

suspensión tratadas con agua y glucosa (90 ¡..tg·mL·\ 

2.3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

2.3.1 CARACTERIZACIÓN DEL CULTIVO CELULAR 

El cultivo celular de C. chinense inició su crecimiento a partir del quinto día 

después de la siembra. Durante el período de adaptación, del día O al 5, tanto el pH 

como la conductividad en el medio de cultivo disminuyeron considerablemente ( 

Figura 2.1 ). Durante este periodo, los valores de peso fresco y de peso seco 

tuvieron incrementos discretos. Esto se debe probablemente a que el cultivo celular 

requiere de un periodo de adaptación inicial a las nuevas condiciones antes de 

iniciar la proliferación celular masiva. Alrededor del sexto día, los valores de pH 

empiezan a aumentar, mientras que la conductividad continua disminuyendo. Los 

valores de peso fresco y de peso seco demuestran que en esta etapa se inicia la 

fase de crecimiento logarítmico, el cual se mantiene hasta cerca de los días 15 y 18, 

cuando declina y se inicia la fase estacionaria del crecimiento (Figura 2.1 ). 

Los valores de pH y de conductividad mantuvieron una tendencia estable 

hasta cerca del día 18, cuando ocurrió un cambio drástico en ambos parámetros, 

debido probablemente a que en la etapa estacionaria ocurrió muerte celular por 

envejecimiento del cultivo. Conforme aumentó el peso fresco, los valores de pH se 

incrementaron y la conductividad disminuyó, hasta llegar a un valor, después del día 

21, en el cual se mantuvieron (Figura 2.1 ). Después de este día, el crecimiento del 

cultivo celular disminuyó, probablemente debido en parte a que los nutrimentos del 
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medio de cultivo se agotaron, lo cual se vió reflejado en la poca variación ·en los 

valores de conductividad y de pH del medio. 
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Figura 2.1 Caracterización del cultivo celular de C. chinense. Los cultivos en 
suspensión fueron generados como se describe en la sección de Materiales y Métodos, a 
partir de la variedad naranja del chile habanero. En los períodos indicados se tomaron 
muestras de 50 ml y en cada una se deteminó el peso fresco (---<=- ), el peso seco 
(---+--- ), y los valores de pH (- · • ·-) y de conductividad ( ............. ). Cada punto 
representa el valor promedio de tres determinaciones independientes ± la desviación 
estándar. 

Debido a que en el presente trabajo se analizó el papel de las MAPK 

durante la elicitación con CWH de P. capsící, y estas enzimas se activan como 

respuesta a diferentes estímulos como el estrés osmótico (Kültz y Burg, 1998; 

Mikolajczyk, et al., 2000), el estrés mecánico (Seo et al., 1999; Usami et al., 1995; 

Zhang y Klessig, 1998), la sequía (Jonak et al., 1996), y las bajas temperaturas 

(Jonak et al., 1996); es necesario tomar en cuenta varios factores para escoger el 

día en que se hará la inducción de los cultivos, entre ellos mencionaremos que las 
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células cuenten con los nutrimentos necesarios, que se encuentren en la misma 

etapa del ciclo de cultivo para que tanto los valores del pH como de la conductividad 

tengan poca variación, y también es preferible que la densidad celular no sea muy 

alta para que el inductor se encuentre en contacto con el mayor número de células 

posibles. Por esta razón, el inicio y el final del cultivo celular no son los mejores 

momentos para realizar la inducción, ya que al inicio el cultivo se encuentra en un 

periodo de adaptación a las nuevas condiciones del medio (pH y conductividad), 

pasan de un medio sin nutrimentos y con alta densidad celular a uno rico en sales y 

el número de células es mucho menor, mientras que al final las células se 

encuentran en alta densidad, con pocos nutrimentos y con valores relativamente 

altos de pH. Estos cambios podrían generar cierto nivel de estrés celular, lo que 

podría inducir la actividad de las MAPK y enmascarar la posible activación de esta 

vía como resultado de la elicitación con los CWH. Como se mencionó anteriormente, 

las MAPK son activadas como respuesta a prácticamente cualquier modificción de 

las condiciones ambientales, por lo que es muy probable que durante el proceso de 

adaptación a las nuevas condiciones y durante la fase final de limitación de 

nutrientes pudiera encontrase activada la vía de transducción de señales de las 

MAP cinasas. 

Con base en lo anterior se determinó que el mejor momento para realizar la 

inducción del cultivo celular con los CWH era durante la fase de crecimiento, 

específicamente en el día 1 O (Figura 2.1 ). En esta etapa la suspensión celular se 

encuentra bien adaptada a las condiciones del nuevo medio de cultivo, está en 

crecimiento y es posible que exista una toma constante de nutrimentos del medio, 

además de que los valores de pH y conductividad no presentan cambios drásticos. 

Por lo tanto se eligió el décimo día para realizar los ensayos de inducción y el 

análisis de la respuesta de defensa. 

2.3.2 INDUCCIÓN CON LOS HOMOGENEIZADOS DE P. capsici 

Se inocularon los cultivos celulares de C. chínense con 60, 90 y 120 meq de 

glucosa·ml·1
, como se describió en la sección de materiales y métodos. La colecta 
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de las muestras se realizó a los O, 5, 1 O, 15, 20, 25, 30, 45, 60 m in , 2, 6, 12, 24, 48 y 

72 horas de estar en contacto con el inductor. A simple vista se observó un cambio 

drástico en la coloración de los cultivos celulares al inocularlos con los extractos de 

P. capsici (Figura 2.2), lo cual indica que el tratamiento provocó un cambio en los 

mismos. A continuación se determinó si está respuesta de los cultivos celulares 

correspondió a una respuesta de defensa. 

2.3.3 DETERMINACIÓN DE LA RESPUESTA DE DEFENSA 

Los controles utilizados en este trabajo consistieron en células en 

suspensión tratadas con agua y con glucosa. Se determinaron los mismos 

parámetros en cultivos celulares no tratados; sin embargo, en algunos casos no se 

muestran, debido a que se observó que los tratamientos con agua y con glucosa no 

indujeron algunos de los parámetros de defensa. 

AGUA GLUCOSA CWH 

Figura 2.2 Efecto de los CWH en la apariencia de los cultivos celulares. Células en 
suspensión tratadas con agua, glucosa (90 J.lg·ml-1) y CWH (90 meq gluc·mL-\ la fotografía 
fue tomada 24 horas después del tratamiento. 
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En los cultivos celulares tratados con los CWH se observó el oscurecimiento 

del tejido, a diferencia de los controles con agua y glucosa, en los cuales no se 

observó efecto del tratamiento (Figura 2.2}. Esta respuesta se ha observado en 

células en suspensión de C. annuum tratadas con micelio y filtrado de P. capsici, en 

los cuales también se reportó la alcalinización y el incremento de la conductividad 

del medio de cultivo durante la respuesta de defensa (García-Pérez et al., 1998). 

Por lo anterior, se determinó el efecto del tratamiento con los CWH en el pH y la 

conductividad del medio de cultivo. 

2.3.3.1 ALCALINIZACIÓN DEL MEDIO DE CULTIVO 

Se comparó el efecto de diferentes concentraciones de los CWH en el pH 

del medio de cultivo en tiempos cortos, y se observó que los valores de pH se 

modificaron desde el momento en que se agregaron los CWH, y conforme 

transcurrió el tiempo, se incrementaron (Figura 2.3). 

Los resultados de la comparación de las diferentes concentraciones de 

CWH agregados indicaron que los cultivos celulares respondieron a los tres 

tratamientos; sin embargo, existieron diferencias en cuanto a las variaciones del pH 

dependiendo de la concentración utilizada. Con las concentraciones más bajas (60 

y 90 meq gluc ·mL-1), el incremento en los valores de pH fue constante, mientras 

que con la concentración más alta (120 meq gluc· mL-1
), se observaron dos picos a 

los 10 y 25 min después de adicionar los CWH. 
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Figura 2.3 Efecto temprano de la inducción con CWH, sobre el pH del medio de 
cultivo. Alícuotas de 1 O ml del cultivo en suspensión de C. chinense fueron colocadas en 
matraces de 50 ml y tras un período de adaptación de 24 h, se adicionaron diferentes 
concentraciones de los CWH (60, 90 y 120 meq glucosa·mL·\ Se midieron los valores de pH 
en diferentes períodos 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 desviación estándar. 

En C. annuum se demostró que los inductores provenientes del micelio o el 

filtrado de P. capsici inducen la alcalinización del medio de cultivo, horas después de 

los tratamientos (García-Pérez et al., 1998}. Resultados similares fueron obtenidos 

en cultivos celulares de A. thaliana al adicionar flg22, un inductor de la respuesta de 

defensa específica (Chinchilla et al., 2006; Navarro et al. , 2004). Los resultados 

anteriores sugieren que en C. chinense la alcalinización del medio de cultivo podría 

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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necesario determinar el efecto de la inducción en el pH del medio de cultivo horas 

después del tratamiento. Adicionalmente, con la finalidad de determinar si la 

alcalinización es específica de la respuesta de defensa o se debe al estrés abiótico 

al cual se someten los cultivos celulares durante el tratamiento, se midió el pH en 

células en suspensión a las cuales se les adicionó agua y glucosa. Los valores 

presentados en la figura 2.4 demuestran que la alcalinización es específica de la 

respuesta de defensa. 

Figura 2.4 La alcalinización del medio como respuesta a los CWH es específica. 
Alícuotas de 1 O ml del cultivo en suspensión de C. chinense fueron colocadas en matraces 
de 50 ml y tras un período de adaptación de 24 h, se aplicaron diferentes tratamientos: agua 
(control), glucosa (90 meq glucosa·ml-1

) y de CWH (90 meq glucosa·ml-1
). A continuación, 

se hicieron mediciones de los valores de pH en diferentes períodos (10, 20, 30, 40 y 50 h). 
Los valores se normalizaron contra el control de agua. Cada punto representa el valor 
promedio de tres determinaciones independientes± la desviación estándar. 
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Estos resultados demostraron que al igual que lo que ocurre en C. annuum 

(García-Pérez et al., 1998), los CWH de P. capsici provocan la alcalinización del 

medio de cultivo. 

A continuación, se determinó si existe algún efecto del tratamiento con los 

CWH en la conductividad del medio de cultivo. 
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Figura 2.5 Efecto temprano de la inducción con CWH en la conductividad del medio 
de cultivo. Alícuotas de 1 O ml del cultivo en suspensión de C. chinense fueron colocadas en 
matraces de 50 ml y tras un período de adaptación de 24 h, se adicionaron diferentes 
concentraciones de los CWH (60, 90 y 120 meq glucosa·ml-1

) . A continuación, se tomaron los 
valores de conductividad en diferentes períodos (5, 10, 15, 20, 25 y 30 min). Cada punto 
representa el valor promedio de tres determinaciones independientes ± la desviación 
estándar. 
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Figura 2.6 Efecto tardío de la inducción con CWH en la conductividad del medio de 
cultivo. Alícuotas de 1 O ml del cultivo en suspensión de C. chinense fueron subcultivadas a 
medio fresco y tras un período de adaptación de 24 h, se aplicaron los tratamientos, 
adicionando glucosa (90 meq glucosa·ml"1

) y de CWH (90 meq glucosa·mL"\ A 
continuación, se tomaron los valores de conductividad en diferentes períodos (10, 20, 30, 40 y 
50 h). Cada punto representa el valor promedio de tres determinaciones independientes± la 
desviación estándar. 

Los valores de conductividad del medio en respuesta a la inducción fueron 

heterogéneos, a diferencia del pH. El comportamiento fue diferente en cada uno de 

los tratamientos (60, 90 y 120 meq de glucosa) y no se observó una tendencia 

definida (Figura 2.5 y 2.6). 

Los resultados sugieren que los cultivos celulares están respondiendo a los 

diferentes tratamientos, y el incremento en los valores del pH se observa solamente 
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cuando los cultivos son tratados con los CWH. La alcalinización del medio es uno 

de los parámetros que se han utilizado para determinar si se establece la respuesta 

de defensa; sin embargo, es necesario utilizar otros parámetros de defensa como la 

actividad de proteínas PR, porque la respuesta de defensa no se manifiesta de la 

misma manera en todas las especies vegetales . 

2.3.3.2 ACTIVIDAD DE p-1 ,3-glucanasa 

Otro parámetro utilizado para determinar si se establece la respuesta de 

defensa es la activación de ~-1 , 3 glucanasa, las cuales son inducidas en C. annuum 

como respuesta a P. capsici (García-Pérez et al., 1998; Kim y Hwang, 1994; Kim y 

Hwang, 1997; Hwang et al. , 1997), por lo que se analizó la actividad de estas 

proteínas. 

En trabajos previo se determinó que la actividad de ~-1 , 3 glucanasa se 

incrementa a las 24 horas después de la adición de paredes celulares de P. capsici 

a cultivos celulares de C. annuum (García-Pérez et al. 1998). En tallos, también se 

ha observado el incremento en la actividad a partir de las 24 horas después de la 

inducción (Kim y Hwang, 1998). En C. chinense se han realizado pocos estudios 

que determinen si las glucanasas se inducen como respuesta a la adición de 

homogeneizados de P. capsici, en este trabajo se evaluaron a las O, 12, 24, 48 y 72 

horas después de la inducción. 
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Figura 2.7 Efecto del tiempo de incubación con los CWH en la inducción de las 
actividades de ~-1 ,3-glucanasa. Veinticinco ¡.¡,g de extractos protéicos extraídos de células 
expuestas a diferentes concentraciones de CWH fueron fraccionados mediante electroforesis 
nativa en gel de poliacrilamida al 15%. La detección de actividades de ~-1 ,3-glucanasas se 
realizó como se describe en la sección de Materiales y Métodos empleando 13.3 mg·mL·1 de 
laminarina como sustrato. El panel de arriba representa el ensayo de actividad y abajo la 
tinción con azul de Coomassie para mostrar el patrón de cargado en el gel. La flecha señala 
el valor de Rf aparente de la banda de actividad. 

En total se detectaron cinco proteínas con actividad de ~-1 ,3-glucanasas en 

los cultivos celulares a partir de las 12 y las 24 horas de la adición del inductor. Los 

resultados obtenidos indican que en los cultivos celulares normalmente se encuentra 

actividad de ~-1 , 3 glucanasas con un Rf de 0.16, como se puede observar en el 
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tiempo cero; sin embargo, la actividad de esta proteína disminuye a las 12 y a las 24 

horas después del tratamiento, y posteriormente, regresa a su nivel basal a las 48 

horas de la adición de los CWH. Existen otras bandas de Rf igual a 0.05 y 0.11 que 

no se observan en el control ni a las 72 horas; pero si en los tratamientos de 12 y 24 

horas. Es probable que las proteínas de Rf 0.05 y 0.11 estén involucradas en la 

respuesta de defensa de C. chinense contra P. capsici. 

García-Pérez y colaboradores reportan la presencia de una ~-1 , 3-glucanasa 

con un Rf de 0.18, la cual se detecta a las 24 horas en cultivos celulares de C. 

annuum provenientes del cultivar S-5, que es resistente a P. capsici, mientras que 

en los cultivares susceptibles no se observa actividad en la fracción intracelular 

(García-Pérez et al., 1998). 

La presencia de diferentes patrones de actividad de ~-1,3-glucanasas , como 

se ha determinado en plantas de C. annuum es importante, porque de acuerdo con 

los antecedentes, los cultivares resistentes a este patógeno presentan ~-1,3-

glucanasas activas (García-Pérez et al., 1998). También se demostró que durante 

las interacciones compatibles e incompatibles existen diferencias en los patrones de 

actividad, presentándose un mayor número de isoformas durante la interacción 

incompatible (Kim y Hwang, 1994). Los resultados obtenidos, son una evidencia de 

que en células en suspensión de C. chinense se activan las ~-1 , 3-glucanasas, y de 

la presencia de actividad de las mismas en niveles basales. En la mayoría de los 

casos, los reportes indican que la actividad de ~-1,3-glucanasas se incrementa 

como respuesta a patógenos; sin embargo, en la Figura 2.7 se puede observar que 

la proteína con un Rf de 0.16 está presente a las O, 48 y 72 después horas de 

adicionar los CWH, y a las 12 y 24 horas, sus niveles de actividad son muy bajos. 

Estos resultados muestran que existe un incremento en la actividad de dos 

~-1 , 3-glucanasas (0.05 y 0.11) y la disminución de la misma de otra ~-1 , 3-glucanasa 

(Rf=0.16). 
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2.3.3.3 NIVELES DE H202 

La producción de especies reactivas de oxígeno se ha relacionado 

directamente con la respuesta de hipersensibilidad durante la respuesta de defensa 

(Levine et al., 1994), como ejemplo se encuentra el H20 2, el cual se incrementa 

minutos después de la adición del inductor en A. thaliana (Davies et al., 2006) y en 

Glycine max (Levine et al., 1994) 

Se ha considerado que el H20 2 es una molécula señalizadora, que en 

algunos modelos se ha asociado con la regulación de diferentes procesos, 

incluyendo la muerte celular programada (Meittler et al. , 2004). En este trabajo se 

determinó la concentración de H20 2 intra y extracelular. 
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Figura 2.8 Efecto de los CWH en la concentración del peróxido de hidrógeno 
intracelular. Se agregaron 90 meq gluc·ml-1 de CWH y 90 mg·ml-1 de glucosa, 
respectivamente a células en suspensión. Se tomaron muestras de diferentes tiempos 
después de agregar los CWH (0, 2 y 6 h}, agua y glucosa, los dos últimos como controles. 
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Se observó incremento en la concentración del H20 2, tanto intracelular como 

en el medio de cultivo como respuesta a los CWH. Los niveles intracelulares 

comparados con la concentración encontrada en el medio de cultivo, fueron muy 

bajos (Figura 2.8 y 2.9}. Sin embargo, al determinar los niveles intracelulares en 

cultivos sin tratamiento, se observó que existe un efecto de los tratamientos con 

agua y con glucosa en la concentración del H20 2 , y que probablemente ésta 

molécula se esté liberando al medio de cultivo, como respuesta a los tratamientos. 

Al determinar los niveles extracelulares de H20 2, se observó que a diferencia de los 

reportes encontrados en la literatura, el mayor incremento del H20 2 se presenta 

desde la primera hora (Figura 2.9) y no en los primeros minutos después de la 

inducción, como se ha reportado en otros modelos (Bindschedler et al. , 2006; 

Davies et al., 2006; Levine et al. , 1994 ). 
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Figura 2.9. Efecto de los CWH en la concentración del H202 en el medio de cultivo. Se 
agregaron 90 meq gluc·ml"1 de CWH y 90 mg·ml"1 de glucosa, respectivamente a células en 
suspensión. A diferentes tiempos (0, 15, 30, 45, 60 y 120 min.), se colectaron muestras y se 
compararon los niveles del peróxido de hidrógeno con respecto al control. 

Los resultados constituyen una evidencia más de que la adición de los CWH 

induce la respuesta de defensa de las células en suspensión de C. chinense. 
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2.4 CONCLUSIONES 
El oscurecimiento de los cultivos, la activación de P-1 ,3-glucanasas, la 

alcalinización del medio de cultivo y la acumulación de H20 2 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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CAPÍTULO 111: LAS MAPK ESTÁN INVOLUCRADAS EN LA 

RESPUESTA DE Capsicum chinense Jacq. A Phytophthora 

capsici Leonian 

3.1 INTRODUCCIÓN 
En las plantas, las MAPK se han asociado con diversos estímulos abióticos 

y bióticos. Dentro de los primeros, están el frío y la sequía (Jonak et al., 1996), el 

estrés osmótico (Droillard et al., 2000) o los cambios de voltaje (Link et al., 2002); 

dentro de los factores bióticos se pueden citar a los patógenos, que inducen la 

activación de la vía mediante sustancias secretadas o por el reconocimiento de 

moléculas que forman parte de su estructura (Cardinale et al. , 2000; Jonak et al. , 

2002; Nühse et al. , 2000; Romeis et al. , 1999; Song y Goodman, 2002; Zhang et al. , 

1998). La correlación entre la activación de las MAPK y la inducción de las 

respuestas de defensa sugiere que estas proteínas están involucradas en la vía de 

señalización que determina la resistencia (Kumar y Klessig, 2000; Song y Goodman, 

2002). Existen muchas evidencias de la participación de estas proteínas durante la 

resistencia y la interacción planta-patógeno (Kiba et al. , 1997; Mellersh et al. , 2002). 

Se sabe que las MAPK constituyen una de las más importantes vías de transducción 

de señales regulada por los genes R (Zhang y Klessig, 1998). 

A partir de la secuenciación del genoma completo de Arabidopsis thaliana 

se sabe que, al menos en esta especie, existen 20 MAPK, 1 O MAPKK y 60 MAPKKK 

(lchimura et al., 2002). Las MAP cinasas son proteínas que se localizan en el 

citoplasma, y una vez que se activan, se dimerizan y se translocan al núcleo (Adachi 

et al., 1999), donde directa o indirectamente inducen la fosforilación de factores de 

transcripción, de coactivadores y de proteínas del nucleosoma (Hazzalin y 

Mahadevan, 2002). 

Las MAPK de plantas presentan dominios conservados en la región central 

(Kültz, 1998). A pesar de que las secuencias peptídicas de la región amino terminal 
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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 algún sustrato (lchimura, 2002). Las MAPK de plantas poseen un 

motivo Thr-X-Tyr entre los subdominios VIl y VIII del dominio catalítico (Kültz, 1998). 

De acuerdo con un análisis de las secuencias deducidas de aminoácidos de MAPK 

de plantas, se han reconocido tres diferentes familias (Hirt, 1997). Su estructura 

consiste en dos lóbulos en cuya interfase contienen al sitio activo, el cual es blanco 

de la especificidad dual de las MAPKK que las activan mediante fosforilación en 

treonina y tirosina (Hardie, 1999). Las MAPKK son activadas mediante la 

fosforilación de dos residuos conservados de serina o treonina por las MAPKKK 

(Hirt, 2000). A continuación se mencionan algunos de los ejemplos de trabajos que 

demuestran que las MAPK están relacionadas con la respuesta de las células 

vegetales a los patógenos. 

Song y Goodman (2002) clonaron el gen osbimk1 de arroz, el cual participa 

en la vía de señalización que lleva a la respuesta de defensa contra hongos 

(Magnaporthe grisea) y bacterias, tanto en interacciones compatibles como 

incompatibles, donde se induce rápidamente durante las primeras 36 horas después 

de la inoculación. Bwmk1, codifica una proteína de 506 aminoácidos, que contiene 

un motivo de fosforilación dual TDY y 150 aminoácidos únicos en el extremo 

carboxilo terminal. Esta proteína podría ser responsable de la señalización durante 

la respuesta a la infección con Magnaporthe grisea y al daño mecánico en Oryza 

saliva (He et al., 1999). 

En Arabidopsis thaliana se encontraron 20 genes de MAP cinasas; sin 

embargo, se desconoce la función de todos ellos (lnnes, 2001 ; Jonak et al., 2002). 

Desikan y colaboradores (1999) demostraron que al exponer cultivos celulares de 

Arabidopsis a una proteína("harpin") proveniente de Pseudomonas syringae pv. 

syringae, se induce la activación de dos cinasas de 39 y 44 kDa, las cuales son 

fosforiladas en tirosina y que esta activación es reprimida por el inhibidor de 
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MAPKK, PD98059, el cual impidió la muerte celular y la respuesta de defensa 

(Desikan et al., 1999}. 

En un trabajo posterior, Desikan y colaboradores (2001) demostraron que el 

H20 2 generado como respuesta a un inductor bacteriano activa a AtMPK6, lo cual 

sugiere que el inductor activa la vía de MAPK (AtMPK6) mediante la explosión 

oxidativa y activa a AtMPK4 y AtMPK6 (Desikan et al., 2001 ). 

Frye y colaboradores {2001) utilizaron mutantes del gen que codifica la 

proteína EDR1 (una MAPKKK), las cuales no presentaron diferencias morfológicas 

comparadas con las silvestres, pero mostraron mayor resistencia a Erysiphe 

cichoracearum. Esta resistencia está relacionada con la inducción de las respuestas 

de defensa, incluyendo la muerte celular, y también se observó que la resistencia 

depende de la defensa inducible por ácido salicílico. Por lo que proponen un modelo 

en el cual EDR1 y CTR1 que pertenecen a la misma familia de MAPKKK, funcionan 

como reguladores negativos; al parecer, EDR1 interactúa con una proteína 

receptora y activa la vía de las MAPK. En presencia de una señal asociada a 

patógenos, CTR1 inactiva al receptor y por lo tanto, a la cascada de MAPK y EDR1 , 

lo cual lleva a la activación de la defensa mediada por ácido salicílico. De esta 

manera, la vía de MAPK también puede regular la respuesta de defensa 

negativamente (Frye et al. , 2001 ). 

En Arabidopsis se ha observado que MPK4 es activada por estrés abiótico y 

participa en la respuesta de defensa mediada por ácido salicílico, ya que esta 

proteína induce su síntesis y la transcripción de los genes de defensa pdf1 y thi1 . Al 

analizar plantas mutantes en el gen mpk4, se pudo deducir que MPK4 juega un 

papel específico en la regulación de la respuesta de defensa {lnnes, 2001 ). 

Por otro lado, Asai y colaboradores (2002) lograron identificar los 

componentes de la vía de transducción de señales que participan durante el 

reconocimiento del patógeno por el receptor FLS2 (el receptor FLS2 liga a la 

flagelina, una proteína del flagelo bacteriano). Al parecer este evento, activa a MPK3 

y a MPK6, llevando a la expresión de genes de defensa tempranos. Los resultados 

obtenidos en este trabajo también indican la convergencia de diferentes vías de 
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transducción de señales, ya que al realizar mutaciones en MEKK1, en MKK4 o en 

WRKY29, las plantas que las presentan también son resistentes a patógenos. 

Proponen un modelo en el cual el inductor actúa sobre el receptor LRR (FLS2), el 

cual mediante su dominio de cinasa fosforila a AtMEKK1, que posteriormente actúa 

sobre AtMKK4 o A TMKK5, quienes mediante fosforilación activan a 

AtMPK3/AtMPK6, el cual a su vez fosforila al factor de transcripción WRKY 22129, 

modificando la transcripción de genes de resistencia a enfermedades (Asai et al., 

2002). 

En arroz se reportó por primera vez a BWMK1 ("Biast and wound induced 

MAP kinase") como una nueva MAPK inducida durante la infección por Magnaporthe 

grisea y por daño mecánico. Su expresión se observó a las 4 horas después de la 

infección con hongos, y a los 30 min después del daño mecánico. Este gen codifica 

una proteína de 506 aminoácidos que contiene un nuevo motivo de activación TDY y 

cerca de 150 aminoácidos únicos en su región e-terminal. Al realizar ensayos de 

cinasa en gel de extractos protéicos provenientes de hojas inoculadas con el 

patógeno, se observó un ligero aumento en la actividad a las 8 horas después de la 

inoculación (He et al., 1999). 

Cheong y colaboradores en 2003, realizaron un estudio más detallado de la 

proteína que codifica BWMK1 y que se encuentra en el núcleo, en el cual evaluaron 

la capacidad de BWMK1 para fosforilar a OsEREBP1, un factor de transcripción que 

se une a promotores relacionados con la patogénesis o PR (Cheong et al., 2003). 

En tabaco, se han encontrado dos MAPK, SIPK, una proteína de 48 kDa 

que es activada por ácido salicílico, y WIPK, de 44 kDa que se activa durante la 

infección con TMV (Zhang y Klessig, 1998). Ambas han sido relacionadas con la 

inducción de muerte celular programada y la respuesta de hipersensibilidad (lnnes, 

2001 ). Además, hay evidencias de que las vías de transducción de señales que 

participan durante la respuesta a factores abióticos, como el daño mecánico y 

aquellas que participan durante la inducción de respuestas de defensa que son 

dependientes de los genes R, están entrelazadas (Romeis et al., 1999). 
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A diferencia de otros trabajos, Droillard y colaboradores realizaron un 

estudio en tabaco en el cual evaluaron el efecto del estrés hipoosmótico y la adición 

de oligogaracturónidos en suspensiones celulares, observando mediante el uso de 

anticuerpos específicos que no hay diferencias en actividad de ambas proteínas en 

presencia de los oligogaracturónidos (Droillard et al. , 2000). 

Kumar y Klessig reportaron la activación de las MAPK, SIPK y WIPK, 

después de la infección por patógenos o el tratamiento con inductores, y evaluaron 

la relación entre esta activación y otros compuestos característicos de la respuesta 

de defensa, como el ácido salicílico (SA), el óxido nítrico (NO), el etileno (Et) y el 

ácido jasmónico (JA). SIPK solamente es activada por NO y SA, los cuales no 

activan a WIPK, por lo que concluyen que SIPK está localizada río abajo del ácido 

salicílico y el óxido nítrico en la respuesta a patógenos, a diferencia de WIPK, del 

cual no se conoce el mecanismo (Kumar y Klessig, 2000). 

Jin y colaboradores observaron que al eliminar 64 aminoácidos de la región 

amino terminal de NtMEK2, la cascada de MAPK se ve afectada, y lo más 

importante es que en estas mutantes hay una disminución en la resistencia mediada 

por el gen N durante la infección con el virus del mosaico del tabaco (TMV), por lo 

que concluyen que la vía NtMEK2-SIPKIWIPK juega un papel positivo durante la 

resistencia mediada por el gen N, y es probable que sea mediante la regulación de 

la respuesta de hipersensibilidad (Jin et al. , 2003). Liu y colaboradores (2000) y 

Yang y colaboradores (2001) clonaron los genes ntmek2 y sipkk, observando que la 

cascada de MAPK puede regular negativamente la · respuesta de defensa de las 

plantas durante una enfermedad (Liu et al. , 2000 y Yang et al., 2001 ). 

En Lycopersicon peruvianum se ha encontrado que las vías de señalización 

inducidas por diversos estímulos como la sistemina, los oligosacáridos y la radiación 

ultravioleta convergen al nivel de MAPK, y se obtuvieron las secuencias de dos de 

ellas: LeMPK1 y LEMPK2. El hecho de que estas dos MAPK hayan sido activadas 

en respuesta a estos tres diferentes estímulos, indica que las vías convergen en 

algún punto, y en este caso, solamente la radiación UV presentó una MAPK 

adicional que se activó en respuesta a este estrés (Holley et al., 2003). 
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Por otro lado, en C. annuum, Shin y colaboradores en 2001 clonaron dos 

MAP cinasas, MK1 y MK2. Estos genes codifican proteínas inducibles por estrés, y 

responden al daño mecánico, a la radiación ultravioleta y al frío. Mediante la 

comparación de las secuencias, observaron que la secuencia peptídica de MK1 

tiene un 92% de identidad con WIPK, y que la transcripción del gen se induce 

durante el daño mecánico. La secuencia de MK2, en cambio, tiene un alto 

porcentaje de similitud con NTF4 y con SIPK, y su expresión fue constante en todos 

los tejidos. Además, se detectó que los cambios en la expresión, en la activación y 

su relación con el estímulo varían dependiendo del cultivar evaluado (Shin et al., 

2001 ). 

Katou y colaboradores clonaron a StMEK1 de Solanum tuberosum, un 

ortólogo de NtMEK2, cuya sobreexpresión produce muerte celular en hojas de 

Nicotiana bentamiana. También, se detectó un aumento en la expresión de algunos 

genes relacionados con la respuesta de defensa al exponer estas plantas a 

homogeneizados de Phytophthora infestans (Katou el al., 2003). 

En perejil , Kroj y colaboradores evaluaron la respuesta de resistencia a 

Phytophthora sojae en cultivos celulares. Esta respuesta de defensa incluye la 

generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) y la activación transcripcional 

de genes de patogénesis (PR). Al aplicar un inhibidor de la NADPH oxidasa, 

observaron que la producción de fitoalexinas se bloqueó, pero la expresión de genes 

PR no se vió afectada, por lo que propusieron la existencia de una vía alterna para 

la activación de la expresión de estos genes. Mediante el uso de anticuerpos 

específicos identificaron tres MAPK activadas como respuesta al inductor Pep-13. 

La transformación de protoplastos con los ADNc correspondientes demostró que las 

MAPK están relacionadas con la expresión de genes PR como respuesta al inductor 

(Kroj et al., 2003). 

Cardinale y colaboradores observaron que existen diferencias en cuanto al 

estímulo al cual responden dos vías mediadas por MAPK. En el caso de SIMKK, 

esta regula la señalización 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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modelo en el cual las MAPK cinasas funcionan como puntos de convergencia de 

señales de estrés, activando a varias MAP cinasas, y la especificidad de la señal 

depende de las combinaciones de diferentes MAPK cinasas y MAP cinasas, así 

como de otros mecanismos intracelulares (Cardinale et al. , 2002}. 

Estudios realizados con diferentes inductores de Phytophthora, como los 

carbohidratos, las proteínas y otras moléculas pequeñas (Hahn, 1996}, han 

contribuido a conocer los mecanismos de defensa (Zhang et al., 1998}, que incluyen 

cambios en la expresión génica de MAPK (Kamoun et al. , 1997). En la mayoría de 

los casos, la expresión de los genes que codifican MAPK no se ve afectada en 

presencia de algún patógeno; en general, las alteraciones se observan a nivel 

postraduccional. Sin embargo, existen algunas evidencias en las cuales se han 

observado cambios en ambos niveles, por lo que es importante realizar estudios al 

respecto (He et al. , 1999; Song y Goodman, 2002). 

Aún se desconoce mucho sobre la señalización que se encuentra 

involucrada en la respuesta de defensa de C. annuum a patógenos, sólo se sabe 

que algunas genes se inducen en respuesta a bacterias (Jung y Hwang, 2000: Lee 

et al., 2001 ), hongos (Oh et al., 1999), oomicetos (Egea et al., 2001) y virus (Egea et 

al., 1996; Park et al., 2001; Park et al., 2002; Shin et al. , 2003a; Shin et al., 2003b; 

Yoo et al., 2004; Park et al., 2004a; Park et al. , 2004b; Kim et al., 2005a; Kim et al., 

2005b), a nivel transcripcional (Jung y Hwang, 2000; Park et al., 2001) y también se 

ha observado un incremento en la actividad de proteínas, como las ~-1 ,3 glucanasas 

(Egea et al., 1996; García-Pérez et al., 1998) y las peroxidasas (Egea et al., 2001}. 

En C. chinense, se desconoce si la vía de transducción de señales mediada por las 

MAPK está involucrada en la modificación génica durante la respuesta de defensa, 

por lo que en este trabajo se investigó si las MAP cinasas se activan como 

respuesta a la adición de CWH de P. capsici. 
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3.2 MATERIALES Y MÉTODOS 
Con la finalidad de determinar si la vía de las MAPK participa en la 

respuesta de defensa de C. chinense , inducida por los CWH de P. capsici, se 

analizó 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 sección 2.3.2 del capítulo anterior. 

3.2.1 INDUCCIÓN 

La inoculación del cultivo celular se realizó en el décimo día, 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-1
), como se describió en el capítulo anterior. 

3.2.2 DETERMINACIÓN DE LA PRESENCIA DE MAPK 

Trabajos previos han demostrado que la activación de las MAP cinasas se 

detecta pocos minutos después de la inducción (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 suspensión tratadas durante O, 5, 1 O, 15, 20 y 

25 min de contacto con el inductor y no tratadas con el homogenado. 

Posteriormente ,se determinó la presencia de proteínas cinasas activas en los 

extractos correspondientes mediante el ensayo de cinasa en gel. Debido a que el 

sustrato utilizado en este ensayo, puede ser fosforilado por otras proteínas cinasas, 

mediante inmunodetección con anticuerpos dirigidos contra MAP cinasas 

bisfosforiladas (Arroyo et al., 2005; Lebrun-García et al., 1998; Romeis et al., 1999), 

se determinó si la proteína observada corresponde a una MAPK. 
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La obtención del extracto protéico se realizó a partir de 1 g de células en 

suspensión, pulverizando el tejido con nitrógeno líquido y homogeneizándolo en 0.5 

mL del amortiguador de extracción (HEPES-Tris 50 mM pH 7.5, EDTA 5 mM, EGTA 

5 mM, ~-glicerofosfato 50 mM, ortovanadato de sodio 10 mM, fluoruro de sodio 10 

mM, glicerol 10 %, PMSF 1 mM, aprotinina 1 11M, DTT 5 mM y leupeptina 1 11M) 

(Arroyo-Serralta et al. , 2005). El homogenado se centrifugó a 23,700 x g a 4 °C 

durante 45 min, se tomó el sobrenadante y se cuantificaron las proteínas mediante 

el método de Bradford (1976), utilizando como estándar una curva de calibración de 

albúmina de suero bovino (BSA). Los extractos protéicos se almacenaron a -80 °C 

hasta su análisis. 

3.2.2.1 ENSAYO DE CINASA EN GEL 

El ensayo de cinasa en gel se realizó de acuerdo con Arroyo-Serralta et al. 

(2005), como se describe a continuación. Se fraccionaron 25 11g de los extractos 

protéicos mediante electroforesis de poliacrilamida al 15% bajo condiciones 

desnaturalizantes (SDS-PAGE), adicionando 0.35 mg·mL-1 de proteína básica de 

mielina (MBP) antes de la pol imerización. Como control negativo, el ensayo de 

cinasa en gel se real izó fraccionando los extractos en geles embebidos con 0.35 

mg·mL-1 de caseína o de histona H1 (Arroyo et al., 2005), respectivamente. Después 

de la electroforesis, se realizaron cuatro lavados con el amortiguador A (Tris-HCI 50 

mM, pH 8.0; 2-propanol al 20%) a temperatura ambiente. Posteriormente, los geles 

se equilibraron con el amortiguador 8 (Tris-HCI 50 mM, pH 8.0; ~-mercaptoetanol 

5mM) durante 90 min a temperatura ambiente. La desnaturalización se realizó 

incubando los geles en el amortiguador C (Urea 8 M; Tris-HCI 50 mM, pH 8.0; ~

mercaptoetanol 5 mM) a temperatura ambiente durante una hora. Por último, la 

renaturalización se realizó incubando los geles en el amortiguador D (Tris-HCI 50 

mM, pH 8.0; ~-mercaptoetanol 5 mM; Tween 20 al 0.04 %) durante toda la noche a 4 

°C, con cuatro cambios de amortiguador. 

El ensayo de fosforilación se inició con la incubación del gel en la mezcla de 

reacción (HEPES-KOH 40 mM, pH 7.5; EGTA 1.5 mM; EDTA 1.5 mM; DTT 5 mM; 
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MgCI2 12 mM) durante una hora a temperatura ambiente. Luego se incubó durante 

una hora más en la mezcla de reacción adicionada con [y-32P] ATP S¡.tM (110 TBq

mmor\ El [y-32P] ATP que no se incorporó se eliminó con 6 lavados de 30 min cada 

uno, en una solución de ácido tricloroacético (TCA) al 5 % y pirofosfato de sodio al 

1% C. Los geles se tiñeron con azul de Coomassie, y se detectó la actividad 

mediante una película autorradiográfica. 

3.2.2.2 INMUNODETECCIÓN DE MAPK ACTIVADAS 

Para la detección de MAPK activadas, se utilizó un anticuerpo comercial 

diseñado específicamente contra el motivo TEY bisfosforilado de estas proteínas. Se 

realizó la electroforesis bajo las mismas condiciones que las que se describieron 

anteriormente (sin los sustratos), y las proteínas fueron transferidas a una 

membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF) en el amortiguador de 

transferencia (Tris 25 mM; glicina 192 mM; metano! 20 %) durante dos horas a 400 

mA. Después de la transferencia, las membranas fueron teñidas con una solución 

de rojo de Ponceau (ácido 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, NaCI 150 mM y Tween 

20 al 0.6%) adicionado con leche descremada al 5 % (Cruz-García et al., 1998). Las 

membranas fueron lavadas tres veces con TBST durante 15 min cada una, y la 

incubación con el anticuerpo primario se realizó a una dilución 1 :5000 durante 12 

horas a 4 °C. El exceso de anticuerpo se eliminó mediante tres lavados de 15 min a 

temperatura ambiente con TBST, se bloquearon las membranas durante 1 hora bajo 

las cond iciones antes descritas, y después, se incubaron durante 1 hora con una 

dilución 1:10000 del anticuerpo secundario (Lebrun-García et al., 1998; Romeis et 

al., 1999) en TBST con leche descremada al 2.5 %. Finalmente, las membranas se 

lavaron tres veces a temperatura ambiente durante 15 min con TBST y la reacción 

se reveló con el "ECL western blot chemiuminiscence kit". 
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3.2.3 CLONACIÓN DE SECUENCIAS DE MAPK 

Las secuencias de MAPK se obtuvieron a partir del ARN total de hojas de C. 

chinense infectadas con virus. 

3.2.3.1 AMPLIFICACIÓN DE LAS SECUENCIAS DE MAPK 

El aislamiento del ARN total se realizó por el método de Camacho-Villasana, 

el cual consistió en colocar 500 ~1 del amortiguador de extracción (Tiocianato de 

guanidina 4M, citrato de sodio 25 mM pH 7.0, N-lauril sarcosina 0.5 %) y 500 ~1 de 

fenol saturado con TE (Tris-HCI 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM pH 8.0) en un tubo 

eppendorf. A esta mezcla se le agregaron 3.5 ~1 de ~-mercaptoetanol y 50 ~1 de 

acetato de sodio 3 M. Se pulverizaron 0.2 g de tejido con nitrógeno líquido y se 

colocaron en el tubo preparado anteriormente. Se mezcló con un vórtex y se incubó 

durante 5 min a temperatura ambiente. Se agregaron 200 ~1 de la mezcla 

cloroformo:alcohol isoamílico (24:1) y se agitó con el vórtex durante un min. Se dejó 

reposar durante 12 min a temperatura ambiente y se centrifugó durante 15 min. El 

sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo eppendorf, se precipitó con 500 ~1 de 

isopropanol, mezclando por inversión e incubando durante 7 min a temperatura 

ambiente. Se centrifugaron las muestras a temperatura ambiente durante 10 min y 

se desechó el sobrenadante. Se lavó la pastilla dos veces con etanol al 75 %, 

centrifugando a 22000 x g y 4 oc durante 5 min. Después del segundo lavado, se 

secó la pastilla y se resuspendió en 200 ¡.U de TESAR (Tris-HCI 1M pH 7.6, EDTA 

1M, N-lauril sarcosina 1% ), se le agregaron 200 ¡.U de aq/CT AB y 200 ~1 de 

bu/CTAB, y se mezcló con un vórtex durante 2 min. Posteriormente, se centrifugaron 

a 22000 x g durante 5 min para separar las fases. Se removió la fase superior de 

butanol y se transfirió a tubo nuevo. Se extrajo nuevamente la capa inferior con 200 

~1 de bu/CTAB, se removió la fase superior y se colocó en el mismo tubo que la · 

anterior. Se agregaron 150 ~1 de una solución de NaCI 0.2 M a las fases de butanol, 

se agitó durante 30 s con un vórtex, se centrifugó durante 5 mina 22000 x g y 4 °C. 
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La capa superior fue transferida a un tubo limpio y se centrifugó nuevamente con 

150 J..LI de NaCI 0.2 M. La fase inferior se colocó en el mismo tubo de la fase acuosa 

antes colectada. A la fase acuosa se le agregaron 300 J..LI de cloroformo y se mezcló 

con un vórtex durante 30 s. Se centrifugó a 12000 x g durante 5 min a 4 oc, y se 

transfirió la fase acuosa a otro tubo. Se le agregaron 0.8 volumenes de isopropanol 

y se precipitó a -20 oc por al menos 1 h. Se centrifugó a 12000 x g durante 1 O m in a 

4 oc y se lavó la pastilla con etanol al 75 % dos veces mediante centrifugación a 

22000 x g durante 1 O m in, Se dejó secar la pastilla y se resuspendió 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 nucleótidos. Las condiciones utilizadas para la amplificación 

fueron las siguientes: un ciclo de 30 mina 45 °C; 1 ciclo de 3 mina 94 °C; 40 ciclos 

que incluyen 30 seg a 94 °C, 30 seg a 94 °C y 1 m in a 72 oc; y un ciclo de 1 O m in a 

72 °C). 

El producto de la amplificación 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 clonación pGEM T-easy (PROMEGA) o TOPO pCR 

2.1 (INVITROGEN), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Una alícuota de 

la reacción de ligación se utilizó para transformar células competentes de 

Escherichia co/i DH5a. 

3.2.3.2 PREPARACIÓN DE CÉLULAS COMPETENTES DE E. co/i 

La inducción de la competencia se realizó como se describe a continuación. 

Se sembró la bacteria en una caja con medio de cultivo LB por agotamiento y se 

dejó crecer durante toda la noche a 37 °C. Al día siguiente se picó una colonia para 

inocular 3 ml de LB líquido y se cultivó toda la noche a 37 °C con agitación (250 

rpm). Se tomó 1 mL del cultivo de toda la noche, se adicionó a 100 mL de medio LB 

y se cultivó a 37 oc hasta obtener una 00600 = 0.46. El tubo se colocó en hielo 
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durante 15 min, y luego se centrifugó a 5000 x g durante 5 min a 4 °C. Se desechó 

el sobrenadante, se resuspendió la pastilla en 0.4 volúmenes del amortiguador Tfbl 

(Acetato de potasio 30 mM, cloruro de rubidio 100 mM, cloruro de calcio 1 O mM, 

cloruro de manganeso 50 mM y glicerol 15 %), se incubó en hielo durante 15 m in y 

se centrifugó a 5000 x g durante 5 min a 4 °C. Se decantó el sobrenadante, se 

resuspendió en 0.04 volúmenes del amortiguador Tfbll (MOPS 10 mM, cloruro de 

calcio 75 mM, cloruro de rubidio 10 mM y glicerol15 %), se incubó en hielo durante 

15 m in y después de alicuotar en volúmenes de 100 ¡.tL, los tubos se congelaron en 

nitrógeno líquido para almacenarlas a -80 oc hasta su uso. 

3.2.3.3 TRANSFORMACIÓN DE CÉLULAS COMPETENTES 

Se descongelaron las células competentes y el plásmido en hielo. Se 

colocaron 1.5 ¡.tL del plásmido al tubo con las células competentes, mezclando 

suavemente. Se incubó en hielo durante 30 min, se colocó durante 45 seg a 42° C, e 

inmediatamente se transfirió a hielo, donde se incubó durante 1 O m in. 

Posteriormente, se agregaron 900 ¡.tL de medio de cultivo LB y se cultivó durante 1 h 

a 37 oc con agitación suave. Finalmente, alícuotas de 100 mL del cultivo bacteriano 

se sembraron masivamente en medio sólido LB conteniendo ampicilina (100 ¡.tg·mL

\ X-Gal e IPTG, durante toda la noche. Al día siguiente, se seleccionaron las 

colonias blancas y se analizó la presencia de plásmidos recombinantes. 

3.2.3.4 PURIFICACIÓN ADN PLASMÍDICO 

Las colonias blancas se aislaron y se cultivaron en medio de cultivo líquido 

LB a 37 °C, conteniendo ampicilina {100 ¡.tg·mL-1
) durante toda la noche en agitación 

(250 rpm). Las bacterias se centrifugaron por 10 seg a máxima velocidad, se 

resuspendieron en 200 ¡.tL del amortiguador de resuspensión {50 mM Tris, pH 8.0; 

10 mM EDTA y 100 ¡.tg·mL-1 de RNasa A). Se le agregaron 200 ¡.tL de la solución de 

lisis (NaOH 200 mM y SOS 1 %) y se mezcló por inversión suave hasta que la 

solución se clarificó. Se le agregaron 200 ¡.tL de la solución de neutralización 
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(acetato de potasio 3M, ajustando el pH a 5.5 con ácido acético) y se mezcló 

perfectamente por inversión. Se centrifugó a máxima velocidad por 5 min y el 

sobrenadante se pasó a un tubo que contenía la solución de sílica 

(aproximadamente al 13% en H20 desionizada), se mezcló vigorosamente y se 

centrifugó a máxima velocidad por 30 seg Se aspiró el sobrenadante y a la pastilla 

se le agregaron 0.5 ml de la solución de lavado (NaCI 50 mM, Tris 10 mM, pH 7.5, 

EDTA 2.5 mM y etanol 50%), se resuspendió la pastilla con vórtex y se centrifugó a 

máxima velocidad por 1 O seg. Se aspiró el sobrenadante y se secó la pastilla por 1 O 

mina TA y se resuspendió en 35 )ll de agua desionizada, se incubó a 55 °C durante 

2 m in y se centrifugó a máxima velocidad durante 30 seg. Se aspiró el sobrenadante 

y se colectó en un tubo nuevo. 

3.2.3.5 VERIFICACIÓN DE LA PRESENCIA DEL INSERTO 

La verificación de la presencia del inserto se realizó mediante restricción del 

ADN plasmídico con Eco Rl, y el producto se visualizó en un gel de agarosa al 1 %. 

3.2.3.6 ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE MAPK 

El análisis de la expresión se realizó a partir de células en suspensión 

tratadas con 90 meq gluc·ml-1 durante 15 y 24 horas. 

3.2.3.6.1 OBTENCIÓN DEL ARN TOTAL DE TEJIDO 

TRATADO CON CWH 

El análisis de la expresión se realizó mediante Northern blot reverso, para lo 

cual el ARN de células en suspensión tratadas con 90 meq gluc· ml-1, se obtuvo 

como se describe a continuación. Se pulverizó 0.1 g de tejido congelado con 

nitrógeno líquido y se colocó en un tubo con 1 ml del amortigudor de extracción 

(TRIZOL®), se incubó durante 10 min, se centrifugó a 12000 x g durante 10 mina 4 

°C. El sobrenadante se colocó en otro tubo y se le agregaron 100 )ll de la mezcla 

de cloroformo:alcohol isoamílico {24:1 ), se agitó con vórtex durante 30 segundos y 
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se centrifugó 10 min a 4 °C a 12000 x g. Se colocó el sobrenadante en un tubo 

limpio, se le agregó un volumen de isopropanol frío y se incubó durante 30m in a -80 

°C. Se centrifugó a 22000 x g durante 20 min y se desechó el sobrenadante. La 

pastilla fue lavada dos veces con etanol al 70 %, centrifugando durante 10 min a 4 

°C y 22000 x gen cada uno. La pastilla se secó a temperatura ambiente durante 15 

min y se resuspendió en agua con DEPC (Chomczinski y Sachi, 1987) 

3.2.3.6.2 HIBRIDACIÓN 

Las secuencias de MAPK fueron amplificadas mediante PCR como se 

describió en la sección 3.2.3.1 y se fijaron en una membrana mediante luz 

ultravioleta. 

La membrana, que contenía los productos de PCR de cada una de las 

secuencias, se colocó en la solución de hibridación (fosfato de sodio 0.5 M, SOS al 

7%, EDTA 1 mM, pH 8.0 y albúmina de suero bovino (BSA) al1 %) durante 24 horas 

para la prehibridación. La hibridación se realizó durante 24 horas en la misma 

solución, agregando el ADNc marcado con digoxigenina y sintetizado con Oligo dT. 

Posteriormente, se realizaron dos lavados de 15 min cada uno a temperatura 

ambiente con SSC 2X, seguidos de tres lavados de 20 min con SSC 2X a 65° C, un 

lavado de 30 min con SSC 0.5X a 65° C, un lavado de 30 min con SSC 0.2X a 65° 

C, un lavado de 30 min con SSC 0.1X a 65° C. La membrana se equilibró durante 1 

min en la solución de lavado 3 (100 mM ácido maléico, 150 mM NaCI pH 7.5 y 

Tween 20 al 0.3 %), se bloqueó con la misma solución adicionada con leche 

descremada al 5% durante 1 hora, y se incubó con el anticuerpo diluido 1:10,000 en 

la solución de bloqueo. Se equilibró la membrana con la solución de detección (Tris

HCI 100 mM pH 9.5, NaCI 100 mM), se le agregó CSPD (Roche®) y finalmente se 

detectó mediante exposición a una película fotosensible. 
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3.3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

En esta sección se muestran los resultados correspondientes a la activación 

de las MAPK como respuesta a los CWH y la modificación de la expresión de genes 

de MAPK. 

3.3.1 ANÁLISIS 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 están 

involucradas en procesos de desarrollo (Bagre 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 proteínas se encuentran 

activadas normalmente. 

Se tomaron muestras de cultivos a los O, 3, 6, 9, 12, 15, 21, 27 y 30 días del 

cultivo celular, y se analizó la presencia de MAP cinasas activadas mediante 

ensayos de cinasa en gel e inmunodetección contra MAPK bisfosforiladas (Figura 

3.1 ). 

Mediante estos ensayos se determinó que bajo condiciones normales del 

crecimiento del cultivo celular existen niveles basales de actividad de MAPK. 

Mediante el ensayo de cinasa en gel, se observó una proteína cinasa de la misma 

masa molecular que la que se induce como respuesta a los homogeneizados, a 

partir del día 15 del ciclo de cultivo. Al determinar si esta correspondía a una MAPK 

bisfosforilada, se encontraron proteínas de diferentes masas moleculares, 

incluyendo la de -44 kDa. En todos los casos, los niveles de actividad fueron mucho 

menores que en los cultivos tratados (Figura 3.1 ). 
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Figura 3.1 Determinación de la presencia de MAPK activadas en el ciclo de cultivo. 
En cada caso, 25 J.Lg de proteína de células en suspensión de diferentes días del ciclo de 
cultivo fueron fraccionadas por electroforesis disociante en gel de poliacrilamida al 15%. Los 
geles fueron sometidos al ensayo de cinasa en gel (A y B) o las proteínas fueron transferidas 
y sometidas a inmunodetección con anticuerpos anti-MAPK activadas (C y D), como se 
describe en la sección de Materiales y Métodos. M: marcador de masa molecular; 90,5: 

cultivos celulares expuestos a CWH de P. capsici durante 25 min, como control positivo. 

3.3.1.2 EFECTO DE LA INDUCCIÓN CON CWH DE P. capsici EN 

LA ACTIVIDAD DE MAPK 

Se analizó la actividad de MAP cinasas en cultivos celulares expuestos a 60, 

90 y 120 meq glucosa·ml-1
, para determinar si esta vía se activa como respuesta a 

los homogeneizados de P. capsici. Los cultivos celulares se indujeron con los 

extractos de pared celular durante 5, 1 O, 15, 20, 25 y 30 m in. 
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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 

(Bagre 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 et 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-García 

et al., 1998; Pedley y Martín, 2004), 63 kDa (Lalle et al. , 2005} y 66 kDa (Kumar et 

al. , 2002}. La proteína cinasa encontrada mediante los ensayos de cinasa en gel , 

posee una masa aproximada de 44 kDa (Figuras 2A, 3A, 4A, Y SA}, lo que sugiere 

que podría ser una MAPK. 

La presencia de actividades de MAPK en las suspensiones celulares se 

analizó mediante ensayos de cinasa en gel y mediante el uso de anticuerpos 

dirigidos contra el motivo de activación bisfosforilado. En conjunto, ambas técnicas 

revelan la activación bajo las tres concentraciones de homogeneizados de P. 

capsici, de dos MAP cinasas de alrededor de 43 y 44 kDa, respectivamente. 

(Figuras 3.28, 3.38, 3.48, 3.58 y 3.6). 

En todos los tratamientos se observó esta actividad, en algunos casos se 

presentó en el cultivo celular sin inductor. Probablemente su activación se induzca 

tanto por el vacío que se le aplicó a los cultivos durante la colecta como por la 

aplicación del inductor. El ensayo de cinasa en gel utiliza a la proteína básica de 

mielina, MBP, la cual es uno de los substratos de las MAPK (Erickson et al., 1990); 

sin embargo, también es sustrato de otras proteínas cinasas como las cinasas 

dependientes de AMP cícl ico, la proteína cinasa C y proteínas cinasas dependientes 

de Ca2+/calmodul ina (Erickson et al., 1990; Payne et al., 1991 ), las cuales también 

se inducen durante la respuesta a estrés biótico (Bouché et al., 2005), por lo que es 

necesario verificar si la actividad observada corresponde a una MAPK. 
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Figura 3.2 Activación de MAPK en C. chinense por efecto de los CWH de P. capsici. 
En cada caso, 25 J.Lg de proteína extraída de cultivos celulares adicionados con agua estéril 
(C) o con los CWH (60 meq glucosa·ml-1

) por diferentes períodos de tiempo (0, 5, 10, 15 20, 
30 min.), fueron fraccionadas por electroforesis disociante en gel de poliacrilamida al 15%. 
Los geles fueron sometidos al ensayo de cinasa en gel (A) o las proteínas fueron transferidas 
y sometidas a inmunodetección con anticuerpos anti-MAPK activadas (B}, como se describe 
en la sección de Materiales y Métodos. El panel inferior en A es una tinción de Coomassie; el 
panel inferior en 8 es la membrana teñida con Rojo de Ponceau. El experimento se repitió 
más de dos veces y se muestran resultados representativos. 
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Figura 3.3 Activación de MAPK en C. chinense por efecto de Jos CWH de P. capsici. 
En cada caso, 25 Jlg de proteína extraída de cultivos celulares adicionados con agua estéril 
(C) o con los CWH (90 meq glucosa·ml-1

) por los períodos que se indican (0, 5, 10, 15, 20, 25 
y 30 min.), fueron fraccionadas por electroforesis disociante en gel de poliacrilamida al 15%. 
Los geles fueron sometidos al ensayo de cinasa en gel (A) o las proteínas fueron transferidas 
y sometidas a inmunodetección con anticuerpos anti-MAPK activadas (B), bajo las mismas 
condiciones que el ensayo anterior. El panel inferior en A es una tinción de Coomassie; el 
panel inferior en B es la membrana teñida con Rojo de Ponceau. El experimento se repitió 
más de dos veces y se muestran resultados representativos. 
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Figura 3.4 Activación de MAPK en C. chinense por efecto de los CWH de P. capsicl. 
En cada caso, 25 Jlg de proteína extraída de cultivos celulares adicionados con agua estéril 
(C) o con los CWH (120 meq glucosa·ml-1

) por los períodos que se indican (0, 5, 10, 15, 20 y 
30 min.), fueron fraccionadas por electroforesis disociante en gel de poliacrilamida al 15%. 
Los geles fueron sometidos al ensayo de cinasa en gel (A) o las proteínas fueron transferidas 
y sometidas a inmunodetección con anticuerpos anti-MAPK activadas (B), bajo las mismas 
condiciones que los ensayos anteriores. El panel inferior en A es una tinción de Coomassie; el 
panel inferior en B es la membrana teñida con Rojo de Ponceau. El experimento se repitió 
más de dos veces y se muestran resultados representativos. 

La proteína cinasa observada en los cultivos celulares tratados con 60 meq 

gluc·ml-1 fue detectada desde el . tiempo cero, a partir del cual esta fue 

incrementando conforme transcurrió el tiempo de la adición de los CWH. Se observó 

una máxima actividad a los 10 min, y luego, fue disminuyendo hasta llegar a niveles 

basales a los 30 min (Figura 3.2). 
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Al determinar la presencia de proteínas cinasas en gel con 90 meq gluc·mL-

1, se observó un nivel basal de actividad en el tratamiento con agua y mientras que 

al agregar las paredes celulares, se detectó un incremento en la actividad de la 

proteína de -44 kDa. Al determinar la presencia de MAPK bisfosforiladas mediante 

inmunodetección, se determinó la presencia de dos bandas correspondientes a -43 

y -44 kDa desde el tiempo cero. Al igual que en el tratamiento anterior, existe un 

mayor nivel de actividad entre los 5 y 1 O m in, y después, va disminuyendo hasta 

llegar al nivel basal (Figura 3.3). 

En el tratamiento con 120 meq gluc·mL-1 se observó la mayor actividad en el 

tiempo cero, para luego disminur (Figura 3.4). En todos los tratamientos, a los 30 

min de la ad ición de los CHW se observan niveles muy bajos de actividad. 

Se detectó la activación de dos MAPK de -43 y de 44 kDa, 

respectivamente. La segunda de ellas es difícilmente detectada mediante los 

ensayos de cinasa en gel; sin embargo, los patrones de activación detectados por 

esta técnica y por los ensayos de inmunodetección fueron similares a los 

observados en otros modelos, iniciando a los pocos minutos de inducción (Card inale 

et al., 2000; Lee et al., 2001 ; Nühse et al., 2000; Romeis et al., 1999; Suzuki y 

Shinshi, 1995). En algunos tratamientos se puede observar desde el inicio de la 

inducción, lo cual no es sorprendente, dado que este comportamiento ha sido 

reportado en cultivos celulares de tabaco tratados con inductores de origen 

bacteriano (Lee et al. , 2001 ). 

La actividad de las MAPK detectadas en este trabajo permanece durante 

minutos a partir de la adición de los CWH, a diferencia de lo que se ha observado en 

cultivos celulares de otras especies, donde la actividad se mantiene hasta horas 

depués del tratamiento (Desikan et al. , 1999; Zhang et al., 1998); sin embargo, 

también existen trabajos en los cuales la actividad de las MAPK ya no se observa a 

la hora del tratamiento (Lee et al. , 2001 ), lo cual concuerda con la disminución en la 

actividad que se observó en C. chinense. 

Los ensayos fueron realizados independientemente, por lo que resulta difícil 

comparar los resultados obtenidos para determinar cuál de las tres concentraciones 
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dió una mayor actividad. Con la finalidad de comparar los efectos de cada 

tratamiento, se realizó el ensayo de cinasa en un mismo gel, que incluyó extractos 

protéicos de cultivos celulares inducidos 15 min con las tres concentraciones de 

homogeneizados de P. capsici, y el tiempo cero de inducción (Figura 3.5A). Los 

resultados mostraron que en los extractos protéicos de cultivos inducidos con 120 

meq de glucosa·mL"\ la actividad fue mayor que en el resto de los tratamientos, 

tanto a los O como a los 15 min de inducción. Se comprobó la presencia de MAPK 

activadas, y mediante inmunodetección, se observó nuevamente la presencia de las 

dos MAPK en casi todos los tratamientos, con excepción del tratamiento con 60 meq 

de glucosa·ml"1 al tiempo cero de inducción, donde sólo se observa la proteína de 

44 kDa (Figura 3.56). 

Debido a que se detectaron MAP cinasas activadas desde el tiempo cero, se 

realizó un ensayo de cinasa en gel y otro de inmunodetección de MAP cinasas 

activadas en ausencia de homogeneizados, comparando extractos protéicos de 

cultivos celulares sin inductor y de cultivos inducidos durante 15 min, y se observó la 

presencia de una MAP cinasa activada solamente en uno de los cultivos celulares a 

los que se les agregó solamente agua (Figura 3.6). 

Es probable que esta MAP cinasa se active como respuesta a otro tipo de 

estrés, y no como una respuesta a la adición de paredes celulares de P. capsici. Sin 

embargo, es importante señalar que los niveles observados son mucho menores 

comparados con los cultivos celulares tratados con el homogenado (Figura 3.5). 

Con la finalidad de determinar si estas MAPK se activan específicamente 

por la inducción, y no por otro tipo de estrés, se evaluaron controles que incluyen 

cultivos celulares no tratados, tratados con agua, con glucosa y con paredes. Al 

compararlos mediante el ensayo de cinasa en gel se observó actividad solamente 

en los tratamientos en los cuales se agregaron los CHW, y no cuando se agregó 

glucosa, agua y cuando se usaron los cultivos celulares no tratados (Figura 3. 7 B). 

Este mismo comportamiento se observó al realizar la inmunodetección de MAPK 

bisfosforiladas, confirmando que la señal observada es producto de la presencia de 

las dos proteínas observadas en los demás tratamientos (Figura 3.7 A y 3.7 B). 
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Figura 3.5 Activación de MAPK en C. chinense por efecto de los CWH de P. capsici. 
Se fraccionaron 25 11g de los extractos protéicos totales de células en suspensión tratadas 
con diferentes concentraciones (60, 90 y 120 meq gluc·ml"1) de homogeneizados de P. 
capsici durante O y 15 min. Ensayo de cinasa en gel (A) e inmunodetección de MAPK 
bisfosforiladas (B). Se fraccionaron mediante electroforesis desnaturalizante 25 11g de 
proteínas extraídas de cultivos celulares inducidos con 60, 90 y 120 meq glucosa·ml-1 

durante O y 15 min. Las condiciones para el ensayo de cinasa en gel y la inmunodetección 
fueron las mismas que para los ensayos anteriores. 
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Figura 3.6 Determinación de la activación de MAPK en C. chinense por efecto de 
los homogenizados de P. capsici. Se fraccionaron extractos 25 Jlg de extractos protéicos 
totales de cultivos celulares tratados con diferentes concentraciones de homogeneizados de 
P. capsici (60, 90 y 120 meq gluc·ml-1

) y agua durante 15 min (C). A: Ensayo de cinasa en 
gel utilizando a la proteína básica de mielina como sustrato, y B: inmunodetección de MAPK 
bisfosforiladas. Las condiciones para la inmunodetección fueron las mismas que para los 
ensayos anteriores. 

Los resultados demostraron que las proteínas cinasas encontradas 

mediante los ensayos de cinasa en gel poseen masas moleculares aproximadas de 

-43 y de 44 kDa, respectivamente (Figuras 3.2A, 3.3A, 3.4A y 3.5A). Estas masas 

moleculares están dentro del rango de aquellas reportadas para MAPK descritas en 

otras especies. 
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Con las tres concentraciones, se observaron resultados similares, la 

activación de dos MAP cinasas, por dicha razón, se eligió la concentración 

intermedia para realizar los siguientes estudios, debido a que la respuesta fue más 

evidente que con 60 meq de glucosa·mL-\ y no tan rápida como con 120 meq 

glucosa·ml-1• 

Además del uso de anticuerpos y el ensayo de cinasa en gel, existen 

diferentes estrategias que permiten determinar si estas proteínas son MAPK. Éstas 

incluyen el uso de sustratos que no son fosforiladas por las MAPK, como la caseína 

y la histona (Arroyo-Serralta et al., 2005; Erickson et al., 1990; Payne et al., 1991 ). 
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Figura 3.7 Determinación de la activación de MAPK en C. chinense por Jos 
homogenizados de P. capsici. Extractos protéicos totales de cultivos celulares de C. 
chinense fueron tratados con agua, glucosa (90 J..Lg·ml-1

} y homogeneizados de P. capsici (90 
meq gluc·ml-1) durante 15 y 30 min. Como control se obtuvieron extractos protéicos totales 
de cultivos celulares sin tratamiento. A: Cultivos celulares tratados durante O (1-4) y 15 min (5-
8), cultivos no tratados (1 y 5), con agua (2 y 6), con glucosa (3 y 7) y con 90 meq gluc·ml-1 

de los CHW (4 y 8). 8 : Cultivos celulares tratados durante O (1-4) y 30 min (5-8), cultivos no 
tratados (1 y 5), con agua (2 y 6), con glucosa (3 y 7) y con CHW (4 y 8). C: Cultivos celulares 
tratados durante 15 (1-4) y 30 min (5-8}, cultivos no tratados (1 y 5), con agua (2 y 6), con 
glucosa (3 y 7) y con CHW (4 y 8). En todas los ensayos el carril 9 corresponde a extractos 
protéicos de cultivos celulares tratados con 90 meq gluc·ml-1 durante 15 min, analizados en 
la figura 3.3. 
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Figura 3.8 Las cinasas que fosforilan a la MBP no fosforilan a la caseína ni a la 
histona H1 . Extractos protéicos de cultivos celulares sin tratamiento y tratados con agua, 
glucosa (90 ¡.tg·ml-1) y homogeneizados de P. capsici (90 meq gluc·ml-1) durante 30 min, 
fueron fraccionados mediante SDS-PAGE. La actividad de MAPK se evaluó mediante ensayo 
de cinasa en gel usando MBP (A), con caseína (8), o histona H1 (C) como sustratos. Se 
realizó la inmunodetección de MAP cinasas bisfosforiladas en los mismos extractos (D). 
Cultivos celulares del tiempo cero sin tratamiento (1 ), con agua (2), con glucosa (3), con 
paredes de P. capsici ( 4 ); células no tratadas (5), tratadas durante 30 m in con agua (6), con 
glucosa (7) y con paredes de P. capsici (8); y muestra control con MAPK activadas (9025) . 

Las proteínas cinasas que se activan al adicionar los CHW no fosforilan a la 

caseína, ni a la histona Hl (Figura 3.8), lo cual coincide con lo que se ha reportado 

para MAP cinasas (Arroyo-Serralta et al., 2005; Wen et al. , 2002) 

Estos resultados sugieren que en cultivos celulares de C. chinense las MAP 

cinasas podrían estar participando en la respuesta a P. capsici. 

Este trabajo proporciona la primera evidencia de que en C. chinense, las 

MAP cinasas podrían estar involucradas en la señalización durante la respuesta a P. 

capsici. 
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3.3.2 ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE MAPK 

Las secuencias de MAPK fueron obtenidas mediante RT -PCR, insertadas en 

el vector TOPO pCR 2.1 y secuenciadas. 

3.3.2.1 OBTENCIÓN DE LA SONDA 

Las secuencias de MAPK fueron obtenidas a partir de plantas infectadas 

con virus (datos no mostrados), el ARN total fue obtenido como se indica en la 

sección de materiales y métodos. 

A 8 

564pb+ 

Figura 3.9 Amplificación y verificación de los fragmentos de ADNc de MAPK. Los 
productos de PCR (A) y de restricción (B) fueron fraccionados mediante electroforesis nativa 
en gel de agarosa al 1 % teñido con bromuro de etidio (1 O mg·ml-1

). A. Productos de la 
amplificación de MAPK a partir de hojas de C. chinense infectadas con virus (carriles 1 y 2). 
B. Liberación del fragmento contenido en los plásmidos de 11 clonas. 

Se obtuvieron 20 clonas, de las cuales la mayoría presentaron el fragmento 

del tamaño esperado (564 pb). Se secuenciaron 17 de ellas y se obtuvieron tres 

secuencias diferentes (MPK1, MPK2 y MPK3). Debido a que se amplificó la región 

conservada de las MAPK (Figura 3.1 0), las diferencias no son muy evidentes; sin 
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embargo, fueron suficientes para diferenciar entre ellas durante el anál isis de 

expresión. 

En el cuadro 1 se muestran los resultados del análisis de la comparación de 

cada una de las secuencias con las reportadas en la base de datos. 

" ... .. .. 
" 10f 

2.10 

" 3P 
7f 

" " 2 . 1 

'·' " 2 . & ... 
Cons•"•u• 

" 2.2 .. 
SP 

" 10f 
2.10 

" JP 

" Jf 

" '·' '·' 2f 

'·' ... 
Consensus 

tf THiHIGT T1 GGI CAG I CUTlGAA1 6 TTC 
2 . 2 TTGfHGTC IGGICRG ! CGGTTGAATGTTC 

4P TTGRTGTGTGGTCTGTGr.GTTI'lMT&TTC 
5P TTrofTIC TG!GGTCTGTQJGTTtfVUGTTC 
8 1 TTGiliGflTGGTCftr.T(j(j(l llGAAT&TTC 

lOT rrr.IIIGl t'IOOTCl GrGf",r, fTGAIIIT TlTC 
2.10 lTGfliGTATGGT CftG TIU H lOOATITIC 

61 lUAITIG IGTGGTCftGTf\;C; TlG61U 6TIC 
3f" llGrlltoTGTGGJCfi(; TGC".G TlGAATATTC 
1T TTGI1TGTftTG('0TC,_.TGGGTTGMT6 TTC 
l T flOOIGTRTOOTCTGTf\Xl lTIR\TATTC 
91 TIGfiiG I RIGGTCAGTAGCTlr.ARf- TTC 

2. 1 l!GfiiGI GJGGTCIIIG T(i(j,(¡ TC 
2.7 llOOIGTlTGGTCfWH fnl llOOATATTC 

2 1 TlfoltUiTGTGGTC,_., A:'oG TTOOATITTC 
2 .& TftiftlliiT TOOTCTGT ftG(i TTQMTfllfJTC 
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Figura 3.10 Alineamiento de las secuencias de 
nucleótidos. A partir de los resultados de la 
secuenciación, se realizó el alineamiento, utilizando el 
programa Multialin, para determinar si las secuencias 
clonadas corresponden a la misma proteína. 
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Cuadro 3.1 Identidad de las secuencias obtenidas. 

EMBL MAPK %IDENTIDAD ESPECIE 
AJ608158 StMPK1 94 So/anum tuberosum 

MAPK 94 N. tabacum 
MAPK1 93 Lycopersicon esculentum 
NbSIPK 92 N. benthamiana 
NtSIPK 92 N. tabacum 
StMPK2 92 S. tuberosum 

NTF4 89 N. tabacum 
MAPK2 89 C. annuum 

AJ608159 MAPK 94 N. tabacum 
StMPK1 93 S. tuberosum 
MAPK1 93 L. escu/entum 
MAPK 92 L. esculentum 

NbSIPK 91 N. benthamiana 
NtSIPK 91 N. tabacum 
MPK2 90 L. esculentum 

StMPK2 90 S. tuberosum 
NTF4 89 N. tabacum 

MAPK2 89 C. annuum 
AJ608160 MAPK2 99 C. annuum 

StMPK2 96 S. tuberosum 
MPK2 96 L. esculentum 
NTF4 94 N. tabacum 

NbSIPK 90 N. benthamiana 
NtSIPK 90 N. tabacum 
MAPK1 90 L. escu/entum 
StMPK1 90 S. tuberosum 
MAPK 91 N. tabacum 
MAPK 89 L. esculentum 
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3.3.2.2 EXPRESIÓN DE MAPK EN CULTIVOS TRATADOS CON 

CWH 

El análisis de la expresión se realizó mediante northern blot reverso, 

utilizando como sondas el ADNc de células tratadas con agua y CWH, marcado con 

digoxigenina. 

ACTINA MPK1 MPK2 MPK3 

AGUA 

CWH o 
Figura 3.11. Efecto del tratamiento con CWH en los niveles de transcritos de MAPK. Se 
analizaron los niveles de transcritos en cultivos celulares tratados durante 15 y 24 horas con 
agua o con 90 meq gluc·ml-1• La secuencia de actina, utilizado como control de carga fue 
obtenida como se indica en la sección de Materiales y Métodos del capítulo IV. 

Los resultados del análisis de expresión muestran que de las tres MAPK 

clonadas, dos de ellas (MPK1 y MPK2) se modifican: los niveles de transcritos de 

MPK1 se incrementan como respuesta al tratamiento con CWH, a diferencia de 

MPK2, cuyos niveles disminuyen. Se sabe que las MAPK son reguladores, tanto 

negativos (Petersen et al., 2000) como positivos de la respuesta de defensa de las 

plantas (He et al. , 1999; Song y Goodman, 2002). 
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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 podría 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 expresión se modifica. 

3.4 CONCLUSIONES 

En los cultivos celulares de C. chinense tratados con P. capsici se observó la 

activación de dos proteínas cinasas de -43 y 44 kDa, en respuesta a la adición de 

homogeneizados de P. capsici. La masa molecular, la inmunodetección y los 

ensayos de actividad con diferentes sustratos (MBP, caseína e histona HI) sugieren 

que son MAP cinasas. Ambas son activadas como respuesta a la adición de los 

CHW de manera similar a la activación de las MAP cinasas reportadas. 

La expresión de dos genes de MAPK se modifica como respuesta a los CWH 

de P. capsici. 

La activación de las MAPK y la modificación en la expresión génica de las 

mismas indica un posible papel de esta vía en la respuesta de defensa de C. 

chinense contra P. capsici. 
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CAPÍTULO IV: ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN GÉNICA COMO 

RESPUESTA A LOS HOMOGENEIZADOS DE P. capsici Leonian 

4.1 INTRODUCCIÓN 

La respuesta de defensa de las plantas a los patógenos es un conjunto de 

mecanismos inducidos por moléculas que secretan los patógenos o que forman 

parte de la estructura de los mismos o de la célula vegetal. Éstas son reconocidas 

por receptores celulares (Nimchuck et al., 2003), desencadenando una serie de 

mecanismos de transducción de señales (Apel y Hirt, 2004; Bouché et al. , 2005; 

Ligterink et al., 1997; Meijer y Munnik, 2003) que tienen como resultado la 

modificación de la expresión génica (Kim y Zhang, 2004). 

De manera general, en C. annuum se sabe que durante la respuesta de 

defensa a virus (Tobacco mosíc virus, TMV), bacterias (X. campestrís) y oomicetos 

(P. capsíc1), se induce la actividad y la acumulación de transcritos correspondientes 

a proteínas PR, incluyendo a las P-1 ,3-glucanasas (Egea et al., 1996; Egea et al., 

1999; Candela et al., 1993; Hwang et al. , 1997; Kim y Hwang, 1997), PR1 (Candela 

et al., 1993), PR2 (Candela et al., 1993), PR3 (Candela et al., 1993), PR4 (Park et 

al., 2001), PR10 (Jung y Hwang, 2000; Shin et al., 2001) y PR16 (Park et al., 2004). 

Además de los genes PR, se ha demostrado la expresión diferencial de transcritos 

de otros genes en respuesta al TMV, al comparar la interacción compatible y la 

incompatible (Shin et al., 2001 ). Dentro de éstos se han encontrado inhibidores de 

proteinasas {Shin et al., 2001 ), una transferasa de lípidos (Park et al., 2002), una 

proteína de pared celular (Shin et al., 2003), una ornitina descarboxilasa (Yoo et al., 

2004), una 2-oxoglutarato cinasa (Kim et al., 2005a), una piruvato cinasa citosolica 

(Kim et al., 2005b) y peroxidasas (Alcázar et al., 1995; Egea et al., 2001). 

En trabajos sobre la interacción entre C. annuum y X. campestrís pv. 

vesicatoria , se ha demostrado que durante la respuesta de defensa se induce la 
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expresión de genes como la osmotina, la transferasa de lípidos y las ~-1 ,3-

glucanasas, entre otros (Jung y Hwang, 2000). También se reportó la inducción del 

gen de una proteína de unión a quitina (Lee et a/. , 2001 ), genes PR como las 

quitinasas, PR1 y PR1 O (Lee y Hwang, 2005), factores de transcripción (Kim et a/. , 

2004), ciclooxigenasas (Kim et a/. , 2002) y marcadores de la resistencia sistémica 

adquirida (Lee y Hwang, 2003). 

En C. chínense no se conoce si existen modificaciones en la expresión 

génica durante su interacción con los patógenos, incluyendo a P. capsící. En este 

trabajo se demostró la inducción de los sistemas de defensa en células en 

suspensión de C. chínense por los CWH, y la activación de dos MAPK. En otras 

especies, las MAPK activan factores de transcripción, como los WRKY (Kim y 

Zhang, 2004; Li et al., 2004; Liu et a/., 2004), que participan en diferentes procesos 

celulares, incluyendo la respuesta de defensa (Eulgem et a/. , 2000; Xu et al .. 2006), 

regulando la señalización (Li et a/., 2006) y activando genes de defensa (Eulgem et 

a/., 2000). Existen reportes de la inducción de la expresión de WRKY en C. annuum 

durante la respuesta de defensa contra el TMV y X. campestrís (Park et al. , 2006), 

indicando que es probable que en C. chínense se modifique su expresión. 

El objetivo de este capítulo fue determinar si los CWH modifican la expresión 

de genes de defensa. Los resultados obtenidos mostraron la expresión diferencial 

de algunos genes, por ejemplo, la expresión de genes PR entre otros, mientras que 

los niveles de transcritos de genes relacionados con el estrés oxidativo 

disminuyeron. 

4.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

El análisis de la expresión diferencial se realizó mediante hibridación 

(Northern blot reverso), para lo cual se clonaron las secuencias de genes 

relacionados con la respuesta de defensa, utilizando dos estrategias: mediante la 
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síntesis de una biblioteca de ADNc o la clonación dirigida utilizando cebadores 

degenerados. 

4.2.1 CLONACIÓN DE LA SECUENCIA DE ACTINA Y OTROS GENES DE 

DEFENSA DE C. chinense. 

El ARN fue extraído como se describe a continuación : Se pulverizó 0.1 g de 

tejido congelado con nitrógeno líquido y se colocó en un tubo con 1 mL de 

TRIZOL®, se incubó durante 1 O m in, y se centrifugó a 12000 x g durante 1 O m in a 4 

°C. El sobrenadante se colocó en otro tubo y se le agregaron 1 00 11L de la mezcla 

de cloroformo:isoamílico (24:1}, se agitó con vórtex durante 30 segundos y se 

centrifugó 1 O m in a 4 oc a 12000 x g. Se colocó el sobrenadante en un tubo limpio, 

se le agregó un volumen de isopropanol frío y se incubó durante 30 min a -80 °C. Se 

centrifugó a 22000 x g durante 20 min y se desechó el sobrenadante. La pastilla fue 

lavada dos veces con etanol al 70 %, centrifugando durante 1 O m in a 4 °C y 22000 x 

g en cada uno. La pastilla se secó a temperatura ambiente durante 15 min y se 

resuspendió en agua con DEPC (dietilpirocarbonato) (Chomczynski y Sachi, 1987). 

El aislamiento del ADNc de la actina, WRKY y NPR1 de C. chinense se 

realizó mediante ensayos de RT-PCR con cebadores específicos. El ARN utilizado 

para la amplificación consistió en una mezcla del ARN total de cultivos celulares 

tratados con 90 meq glucosa·mL-1 durante diferentes tiempos (15 y 24 horas). 

La amplificación de la secuencia de actina y de los genes de defensa fue · 

realizada bajo las mismas condiciones que se util izaron para MAPK. La ligación, la 

transformación de células competentes de E. co/i DH5a. y la verificación de la 

presencia del inserto fue verificada de la misma manera que para las MAPK 

(sección 3.2.3.2-3.2.3.5). 

4.2.2 SÍNTESIS DE LA BIBLIOTECA DE ADNc DE CÉLULAS EN SUSPENSIÓN 

DE C. chinense. 

Para la síntesis de la biblioteca se utilizó el protocolo "Smart cONA 

Synthesis kit" (Ciontech}. Para ello, se tomaron 2 jlg del ARN total tratado con 
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DNasa 1, y se colocó en la premezcla para PCR (dNTPs 2 mM, cebador CDS 111/ 3' 

(5'-ATTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGACATG-d(T)30N.1N-3') 2 !J.M}. Se mezcló 

utilizando un vórtex, se incubó a 72 ·e durante 2 min, se enfrió en hielo y se 

centrifugó nuevamente para colectar el contenido en el fondo del tubo. 

Posteriormente, se agregó una solución que contenía el cebador "Smart" (5' -3'), 100 

unidades de transcriptasa reversa, dNTP 2 mM, DTT 200 !J.M y el amortiguador para 

la síntesis de la primera cadena (Tris-HCI 5 mM, pH 8.3; MgCI2 0.6 mM; KCI 75 mM). 

Los tubos fueron incubados a 42 •e durante 60 min y se colocaron en hielo para 

terminar la reacción . Se tomó 1 !J.L del producto y se le agregaron los siguientes 

componentes: el amortiguador "Advantage PCR2" (Tris-HCI10 mM; EDTA 1 mM; pH 

7.5), la mezcla de dNTP 0.2 mM, el cebador 5' (5'

AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3') 0.4 !J.M, el cebador CDS 111/3' (5'

ATTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGACATG-d(T)30N.1 N-3') 0.4 !J.M, y 2 !J.L de la 

solución de "Polymerase Advantage". Las condiciones de amplificación fueron las 

siguientes: 1 ciclo de 95 °C durante 1 min y 20 ciclos de 15 seg a 95 °C seguidos de 

6 mina 68 °C. 

El producto fue tratado con Proteinasa K a 45 •e durante 20 min. La 

proteínasa fue elim inada con fenol :cloroformo:alcohol · isoamílico, y el ADN se 

precipitó con 10 !J.L de acetato de sod io 3M, 1.31J.L de glucógeno (20 j.!g ·mL-1) y 260 

!J.L de etanol al 95 %. La pastilla se lavó con etanol al 80 % y se resuspendió en 

agua desionizada. 

Para su ligación en el vector, el ADNc se digirió previamente con 200 

unidades de la enzima Sfí 1 a 50 •e durante 2 horas con 1 O !J.L del amortiguador para 

Sfí 1 (Tris-HCI 600 !J.M (pH 7.5), NaCI 5 mM, MgCI2 600 !J.M y DTT 100 !J.M}, y 0.5 !J.g 

de BSA acetilada. 

Antes de la ligación, el ADNc se fraccionó por tamaños en columnas 

Chroma Spin-400, con el fín de eliminar ADNc menores de 400 pb. Para ello, se 

dejó la columna a temperatura ambiente durante 1 hora antes de utilizarla, se 

resuspend ió la mezcla por inversión y se removieron las burbujas de aire. Se abrió 

la columna para dejar fluir el amortiguador de almacenamiento, cuando terminó de 
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salir por goteo, se le agregaron 700 J..LL del amortiguador de columna. A 

continuación, se colocaron 100 J..LL de la mezcla del ADNc digerido con Sfi /, 

permitiendo la absorción de la mezcla, se agregaron 700 J..LL del amortiguador de 

columna y se colectaron las fracciones por separado. El tamaño del ADN contenido 

en las fracciones fue verificado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 .1 %; 

las fracciones con ADN de más de 600 pb se colocaron en un solo tubo y se 

precipitaron a -20 ·e durante toda la noche con 0.1 volúmenes de acetato de sodio 

(3M), 1.3 ¡..tL de glucógeno (20 ¡..tg ·mL-1) y 2.5 volúmenes de etanol frío al 95%. Al día 

siguiente se centrifugó y se retiró el sobrenadante, se dejó secar la pastilla y se 

resuspendió en 7 J..LL de agua desionizada. 

La eficiencia de la ligación varía dependiendo de la relación inserto-vector. 

Debido a que el ADN con el que se cuenta es muy poco para ser cuantificado, se 

recomienda hacer reacciones de ligación que contengan diferentes proporciones 

inserto-vector. Por esta razón se realizaron cuatro reacciones de ligación, colocando 

por separado 4 volumenes diferentes de ADNc (0.5 J..LL , 1.0 J..LL, 1.5 J..LL y 2.5 mL) con 

una mezcla que contenía 500 ng de vector, el amortiguador de ligación (Tris-HCI 50 

mM pH 7.8, cloruro de magnesio 10 mM, DTT 10 mM y BSA 0.05 mg·mL-1) , ATP (1 

mM) y ADN ligasa T4 (200 unidades). Cada reacción de ligación se manejó de 

manera independiente. Los tubos se incubaron durante toda la noche a 16 •c. 
Al cabo de ese tiempo, se empaquetó por separado cada una de las 

ligaciones en cápsides virales mediante extractos comerciales del fago A. y se tituló 

la biblioteca. 

4.2.2.1 TITULACIÓN DE LA BIBLIOTECA DE ADNc 

Para la titulación de la biblioteca, se tomó una alícuota de la cepa LE 392 de 

E. coli, se sembró masivamente en medio de cultivo LB sólido con MgS04 1 O mM, y 

se cultivó a 37 •e durante toda la noche. Al día siguiente, se aisló una colonia y se 

cultivó en 7 mL de medio LB líquido con MgS04 1 O mM y maltosa al 0.2 %. Se 

tomaron 140 J..LL del cultivo de toda la noche y se cultivó hasta una 00600= 0.8. Se 
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tomaron 100 ¡.tL de diferentes diluciones de la biblioteca (10-2
, 10-4, 10"6 y 10"8

) y se 

mezclaron con 200 ¡.tL del cultivo bacteriano, se incubó a 37 oc durante 15 min y se 

transfirió la mezcla a un tubo conteniendo 3 mL de medio de cultivo LB conteniendo 

MgS04 10 mM y agar al 7.5 %. Se mezcló suavemente y se vació en cajas petri con 

medio de cultivo LB conteniendo MgS04 1 O mM y agar al 15%. Las cajas petri 

fueron incubadas invertidas a 37 oc durante toda la noche. Al día siguiente se 

contaron las placas de lisis. 

La amplificación de la biblioteca de ADNc fue realizada sembrando los fagos 

de la misma manera que se realizó para la titulación, pero se utilizaron cajas de Petri 

grandes. Posteriormente se colectaron los fagos añadiendo amortiguador SM (Tris

HCI 35 mM, pH 7.5, MgS04·7H20 10 mM, NaCI 100 mM y gelatina al 2 %) a las 

cajas con las placas de lísis e incubando durante toda la noche a 4 oc. Al día 

siguiente se incubó durante 1 hora a temperatura ambiente y en agitación a 50 rpm. 

Se colectaron el líquido sobrenadante conteniendo los fagos en un tubo estéril y se 

agregaron 1 O ¡.tL de cloroformo, se mezcló con el vórtex y se centrifugó a 11,000 x g 

durante 1 O m in. Se colectó el sobrenadante en un tubo nuevo estéril y se tituló la 

biblioteca nuevamente, como se realizó anteriormente. Finalmente, se almacenó con 

DMSO al 7 % a -80°C, hasta su uso. 

4.2.2.2 CARACTERIZACIÓN DE LA BIBLIOTECA DE ADNc 

Una vez amplificada, se realizó la caracterización de la biblioteca, evaluando 

mediante PCR el tamaño promedio de los insertos contenidos en las placas de lísis 

de cada una de las reacciones de ligación, elegidas al azar. Las placas de lísis 

fueron colectadas con una punta cortada en el extremo y los fagos fueron eluídos 

del trozo de agar con 500 ¡.tL de medio SM conteniendo 25 ¡.tL de cloroformo. Se 

dejó incubar durante 2 horas a temperatura ambiente y en agitación . Se centrifugó a 

10,000 x g por 10 mina 4 oc, para colectar el sobrenadante que contenía los fagos, 

y se almacenó con DMSO al 7% a -20 °C. 
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Posteriormente, se hizo una amplificación por PCR de los insertos 

contenidos en 25 clonas tomadas aleatoriamente de ·cada placa de lisis, empleando 

cebadores universales y parámetros estándar. Las clonas fágicas con insertos de 

900 pares de bases o más fueron convertidas en plásmidos mediante la transfección 

de cada fago en la cepa BM25.8 de E. coli. Para realizarlo, la cepa bacteriana se 

sembró en medio de cultivo LB sólido durante toda la noche a 31 oc. Al día 

siguiente, se picó una colonia aislada de cada caja petri y se sembró en 10 mL de 

medio de cultivo LB hasta que alcanzó una densidad óptica entre 1.1 y 1 .4 a 600 nm 

con luz visible. Entonces se agregó cloruro de magnesio hasta una concentración 

final de 1 O mM, se mezcló y se colocaron 200 J..l.L del cultivo en tubos eppendorf 

(aproximadamente 60 tubos, uno por cada placa de lisis), se adicionaron entonces 

150 J..l.L de los fagos eluídos, y se incubó a 30 oc durante 30 min. Transcurrido el 

tiempo, se agregaron 400 J..l.L de medio de cultivo LB y se dejó incubar a la misma 

temperatura durante una hora. Por último, se sembró masivamente en LB con 

ampicilina (100 J..Lg/mL) y agar al 15 %, se dejó crecer durante aproximadamente 8 

horas, para luego picar dos colonias de cada caja para extraer el plásmido mediante 

absorción con sílica. Se determinó el tamaño de los insertos mediante PCR y se 

enviaron a secuenciar. 

4.2.3 ANÁLISIS DE NIVELES DE TRANSCRITOS 

El análisis de expresión génica diferencial se realizó mediante Northern blot 

reverso, utilizando ADNc como sonda. El ARN fue extraído como se describió en la 

sección 3.3.4.5. La síntesis del ADNc del ARN de células tratadas y control se llevó 

a cabo como se indica en la sección 4.2.2, pero marcándolo con digoxigenina. 

La membrana, que contenía los productos de PCR de cada una de las 

secuencias, se colocó en la solución de hibridación (amortiguador de fosfato de 

sodio 0.5 M, SOS al 7%, EDTA 1 mM, pH 8.0 y albúmina de suero bovino (BSA) al1 

%) durante 1 hora para la prehibridación. La hibridación se realizó durante al menos 

12 horas en la misma solución, agregando la sonda marcada. Posteriormente, se 

realizaron dos lavados de 15 min cada uno a temperatura ambiente con SSC 2 X, 
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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 equilibró durante 1 min en la solución 

de lavado 3 (100 mM ácido maléico, 150 mM NaCI pH 7.5 y Tween 20 al 0.3 %), se 

bloqueó con la misma solución adicionada con leche descremada al 5% durante 1 

hora, y después se incubó con el anticuerpo diluido 1 :10,000 en la solución de 

bloqueo. Se equilibró la membrana con la solución de detección (Tris-HCI 100 mM 

pH 9.5, NaCI 100 mM), se le agregó CSPD (Roche®) y finalmente, se detectó 

mediante exposición a una película fotosensible. 

4.3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Los resultados que se muestran a continuación incluyen la clonación de la 

secuencia de actina de cultivos celulares de C. chinense, la cual se utilizó como un 

control de carga de RNA en las hibridaciones, la síntesis y la caracterización de la 

biblioteca de ADNc de células en suspensión de C. chinense, el análisis de las 

secuencias obtenidas a partir de ésta, y el análisis de los efectos de la adición de 

CWH de P. capsici, sobre los niveles de transcrito de las clonas seleccionadas. 

4.3.1 CLONACIÓN DE LA SECUENCIA DE ACTINA DE C. chinense 

La síntesis del ADNc se realizó mediante RT-PCR, utilizando cebadores 

degenerados. En la figura 4.1 se observa la secuencia de eventos de la clonación, 

solamente se muestra la clonación de la secuencia de actina (los mismos pasos se 

siguieron para la clonación 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 

ligación fue introducido en células competentes de la cepa DH5a de E. co/i, y los 
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plásmidos recombinantes obtenidos se muestran en el panel B. La verificación del 

tamaño de los insertos mediante PCR mostró que tres de las clonas contenían 

insertos de aproximadamente 1,300 pb, debido a que para la amplificación por PCR 

se emplearon cebadores universales M13, lo que incrementa el tamaño de cualquier 

inserto en aproximadamente 300 pb. Las demás clonas se desecharon. 

A 8 
M 1 M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1000 pb + 

Figura 4.1 Clonación del ADNc de la actina de C. chinense. A: Amplificación mediante 
RT-PCR del fragmento de actina de C. chinense. M: escalera de 1 kb, 1: Producto del RT
PCR. B: Verificación de la presencia y del tamaño de los insertos contenidos en los plásmidos 
mediante PCR. M: Escalera de 1 kb, 1 a 10: Producto de PCR de los plásmidos contenidos en 
1 O colonias. 

Una de las clonas se envió a secuenciar y los datos indicaron que se trata 

de una secuencia de 873 pb, que codifica un fragmento de 308 aminoácidos (Figura 

4.2). La identidad de la secuencia fue determinada mediante su comparación por el 

método Blast (en la página WEB de la NCBI} con secuencias reportadas en bancos 

de datos (EMBL y Genebank). Posteriormente, se realizó un alineamiento múltiple 
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de la secuencia deducida de aminoácidos con las reportadas para otras especies 

(Figura 4.3). 

1 - TTGGCAGATGCTGAGGATATTCAACeTe TeGTeTGTGACAATGGAACAGGAATGGTTAAG - 60 
L A D A E D r Q P L V e D N G T G M V K 

61 - GCTGGATTTGCTGGAGATGATGCeeeAAGGGCTGTeTTTeeTAGeATTGTGGGAeGTeeT - 120 
A G F A G D D A P R A V F P S r V G R P 

1 21 - e GTCAeACTGGTGTGATGGTTGGeATGGGCCAGAAAGATGCGTATGTTGGTGAeGAGGCT - 180 
R H T G V M V G M G Q K D A Y V G D E A 

181 - CAATCeAAAAGGGGTATTTTGACTTTGAAATATeeAATTGAACATGGTATTGTTAGCAAC - 240 
Q S K R G r L T L K Y P r E H G r V S N 

241 - TGGGATGACATGGAGAAGATTTGGCATeATACeTTTTACAATGAACTTeGTGTGGCTeCA - 300 
W D D M B K r W H H T F Y N B L R V A P 

301 - GAGGAGCACeeAGTTeTeeTeACAGAAGCTeeTCTTAACeeAAAAGCeAATeGAGAGAAG - 360 
E E H P V L L T E A P L N P K A N R E K 

361 - ATGACTeAGATeATGTTTGAAACeTTeAACACeeeTGCeATGTATGTTGCAATTeAGGee - 420 
M T Q r M F E T F N T P A M Y V A r Q A 

421 - GTeCTTTeeeTeTATGCeAGTGGACGTACAACTGGAATTGTGeTGGATTCTGGAGATGGT - 480 
V L S L Y A S G R T T G r V L D S G D G 

481 - GTeAGeeACACAGTTeeeATeTATGAAGGTTATGCeeTeeeACAeGCAATeCTGeGTeTT - 540 
V S H T V P r Y E G Y A L P H A r L R L 

541 - GATCTGGCAGGGeGTGATeTeACAGATeACCTeATGAAGATTCTeACGGAAAGAGGTTAC - 600 
D L A G R D L T D H L M K r L T E R G Y 

60 1 - TCTTTeACe ACeACAGCeGAGeGGGAAATTGTTAGGGATGTGAAGGAGAAGCTGTeTTAC - 660 
S F T T T A E R E r V R D V K E K L S Y 

661 - ATTGCTeTTGAeTATGAACAAGAACTTGAAACAGCAAAGACeAGeTeATCeGTGGAGAAG - 720 
r A L D Y E Q E L E T A K T S ·s S V E K 

721 - AGeTAeGAGeTTeeTGATGGACAGGTeATeACeATTGGTGCTGAGCGATTeeGTTGCeCT - 780 
S Y E L P D G Q V r T r G A E R F R e P 

78 1 - GAAGTGCTGTTeCAACeATCAATGATeGGAATGGAAGCTGCTGGTATTeATGAAACeACA - 840 
E V L F Q P S M r G M E A A G r H E T T 

841 - TAeAATTCeATeATGAAGTGTGAeGTTGATATe 
Y N S r M K e D V D r 

- 873 

Figura 4.2 Secuencia de nucleótidos y secuencia deducida de aminoácidos de la 
clona CcACT, que corresponde a un segmento del transcrito de actina de C. chinense 
(AM168448). 

106 



1 10 20 30 40 50 60 70 

1--------·---------·---------+---------·---------·---------·---------l Capsicun LAOREDIQPLVCOHGTGMVKAGFAGOOAPRAVFPSIVGRPRHTGVMVGMGQKDAYVGOEAQSKRGILTLK 
Oryza MAOAEOIQPLVCDHGTGMVKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHTGVMVGMGQKDAYVGOEAQSKRGILTLK 

Arabidopsis MAOGEDIQPLVCDNGTGMVKAGFAGDOAPRAVFPSIVGRPRHTGVMVGMGQKDAYVGOEAQSKRGILTLK 
Consensus $AOaEOIQPLVCOHGTGMVKAGFAGDOAPRAVFPSIVGRPRHTGVMVGMGQKDAYVGOEAQSKRGILTLK 

71 80 90 100 110 120 130 140 
1--------+---------·---------+---------+---------+---------+---------l 

Capsicun YPIEHGIVSN~DDMEKI~HHTFYNELRVAPEEHPVLLTEAPLNPKANRE~MTQIMFETFHTPAMYVAIQA 
Oryza YPIEHGIVSNADOME~IAHHTFYHELRVAPEEHPVLLTEAPLHP~ANRE~MTQIMFETFNTPAMYVAIQA 

Arabidopsis YPIEHGIVSN~DDME~I~HHTFYNELRVAPEEHPVLLTEAPLNP~ANREKMTQIMFETFNTPAMYVAIQA 
Consensus YPIEHGIVSN~DDME~I~HHTFYNELRVAPEEHPVLLTEAPLNP~ANRE~MTQIMFETFNTPAMYVAIQA 

141 150 160 170 180 190 200 210 
l--------·---------·---------·---------+---------·---------·---------1 Capsicun VLSLYASGRTTGIVLOSGDGVSHTVPIYEGYALPHAILRLOLAGROLTOHLHKILTERGYSFTTTAEREI 

Oryza VLSLYASGRTTGIVLOSGDGVSHTVPIYEGYALPHAILRLOLAGROLTOYLMKILTERGYSFTTTAEREI 
Arabidopsi s VLSLYASGRTTGIVLOSGDGVSHTVPIYEGYALPHAILRLOLAGRDLTDYLMKILTERGYSFTTSAEREI 

Consensus VLSLYASGRTTGIVLOSGDGVSHTVPIYEGYALPHAILRLOLAGROLTOyLHKILTERGYSFTT~AEREI 

211 220 230 240 250 260 270 280 
l--------·---------·---------·---------+---------·---------·---------1 Capsicun VRDVKE~LSYIALDYEQELETAKTSSSVE~SYELPDGQVITIGRERFRCPEVLFQPSHIGHEAAGIHETT 

Oryza VRDMKEKLSYIALDYDQEHETAKTSSSVEKSYELPDGQVITIGAERFRCPEVLFQPSFIGMEAAGIHETT 
Arabidopsis VRDVKEKLAYIALDYEQEMETAHTSSSVEKSYELPDGQVITIGGERFRCPEVLFQPSLVGMEAAGIHETT 

Consensus VROvKE~LsYIALDYIQE$ETAkTSSSVEKSYELPDGQVITIGaERFRCPEVLFQPS . !GMEAAGIHETT 

281 290 300 310 320 330 340 350 
l--------+---------+---------+---------+---------+---------·---------1 Capsicun YNSIHKCDVDI 

Oryza YNSIHKCDVDIRKDLYGHIVLSGGTTHFPGIADRMS~EITALAPSSM~IKVVAPPERKYSV~IGGSILAS 
Arabi dopsis YNSIMKCDVDIRKDLYGHIVLSGGTTMFPGIADRHSKEITALAPSSHKIKVVAPPERKYSV~IGGSILAS 

Consensus YNSIHKCDVDirkdlyenivlseettnfpeiadrnskeitalapssnkikvvapperkysvwieesilas 

351 360 370 377 
1--------·---------·------1 Capsicun 

Oryza LSTFQQH~IAKAEYOESGPSIVHRKCF 
Arabi dopsi s LSTFQQM~IAKAEYDESGPSIVHRKCF 

Consensus lstfqqnwiakaeydesgpsivhrkcf 

Figura 4.3 Alineamiento de la secuencia deducida de aminoácidos de la actina de 
C. chinense. La secuencia deducida de aminoácidos de la clona CcACT (AM168448) fue 
alineada con las secuencias deducidas de Arabidopsis fha/iana (NM112046) y de Oryza 
sativa (AB047313) (Corpert, 1988). 

Comparada con la secuencia de actina de Phaseo/us acutifolius 

(AY338231 ), el porcentaje de identidad fue del 86% y el valor E de 0.0. Con la 

secuencia de Arabidopsis thaliana (NM_112046) tiene un 84 % de identidad y el 

valor E es de 0.0. Respecto a la secuencia de Oryza sativa (AB047313) tiene 

valores similares (Aitschul et al., 1997). Estos datos indican que la secuencia de 

ADNc obtenida en el presente trabajo corresponde a un gen de actina, que fue 
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obtenida a partir del ARN de cultivos celulares de C. chinense, y se denominó 

CcACT. 

La secuencia CcACT no está completa debido a que los cebadores están 

diseñados a partir de regiones internas. Esto puede observarse al comparar la 

secuencia de nucleótidos con las reportadas para A. thaliana (NM112046) y O. 

sativa (AB047313) (datos no mostrados), donde se observa que éstas últimas 

presentan secuencias hacia ambos extremos. Al obtener la secuencia deducida de 

aminoácidos no se encontró la metionina inicial ni el codón de término (Figura 4.2), 

que al compararla con la secuencia deducida de aminoácidos de otras especies, se 

observó que aunque el procentaje de identidad es muy alto, posee diferencias en 

algunos aminoácidos (Figura 4.3). 

Sin embargo, esta región es suficiente para poder utilizarla como sonda en 

los ensayos de hibridación para lo cual fue obtenida. Esta clona será usada como 

indicador del control de cargado de ARN. 

Las clonas correspondientes a WRKY y NPR1 fueron obtenidas y analizadas 

de la misma manera que la de actina y la secuencia fue reportada en la EMBL 

(AM900560 y AM900559, respectivamente). 

4.3.2 OBTENCIÓN DE SONDAS HOMÓLOGAS DE GENES DE DEFENSA 

La clonación de genes de defensa se realizó mediante la síntesis de una 

biblioteca de ADNc y su posterior escrutinio utilizando la estrategia de secuenciación 

masiva aleatoria. La biblioteca de ADNc de células en suspensión de C. chinense se 

sintetizó mediante la tecnología Smart® Clontech. 

El primer requisito para la síntesis de una biblioteca de ADNc, es el de 

obtener una muestra de ARN de alta calidad. Se ha determinado empíricamente que 

al fraccionar por electroforesis en geles de agarosa, en una muestra íntegra de ARN 

la banda del ARN 28S presenta una brillantez mayor que la del ARN 18S, mientras 

que en una muestra degradada, además de un barrido a lo largo de todo el carril, 

ocurre una disminución de la intensidad del ARN 28S. En la Figura 4.4A puede 

observarse un fraccionamiento electroforético de dos muestras de ARN total 
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extraído de las células en suspensión de C. chinense. De esta manera, se confirmó 

el ARN tenía la calidad suficiente para emplearse como sustrato en la síntesis de la 

biblioteca de ADNc. 

2 l 

Figura 4.4 Síntesis de la biblioteca de ADNc. A. Evaluación de la calidad del ARN para 
la síntesis de la biblioteca de ADNc. Muestras de 2 Jll de ARN total extraído de células en 
suspensión de C. chinense fueron fraccionados mediante electroforesis nativa en gel de 
agarosa y teñidos con 1 Jlg·ml"1 de bromuro de etidio. 1 y 2: ARN total de dos extracciones 
independientes. Las flechas señalan la posición de los ARN ribosomales 28S y 18S. B. ADNc 
sintetizado a partir de ARN de diferentes especies, incluyendo C. chinense. Una alícuota de la 
amplificación por PCR del ADNc de células en suspensión de C. chinense fue fraccionada por 
electroforesis nativa en gel de agarosa y teñida con 1 11g· ml"1 de bromuro de etidio. 1: 
escalera de ADN de 1 Kb; 2: ADNc de células Hela (control positivo); 3: ADNc de C. 
chinense; 4: ADNc de Malus domestica; 5: ADNc de Trametes sp.; 6: ADNc de 
Mycosphaerella fijiensis ; 7: escalera de ADN de 100 pb. 

El siguiente paso consistió en la síntesis del ADNc, mediante la tecnología 

Smart®. En esa tecnología se hace uso de un cebador adaptador que se alinea en 

el extremo 5' de la primera cadena de ADNc cuando todavía está unida al ARN 

mensajero templado, permitiendo la extensión del ADNc y garantizando que 

únicamente los ADNc completos puedan ser amplificados por PCR. 

En la figura 4.48 (carriles 1 y 2} se observa que el ADNc sintetizado tiene un 

tamaño comprendido entre los 200 pb y mayores de 10 Kb, observándose además 

bandas discretas correspondientes a ARN transcritos mayoritarios. La población de 
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ADNc incluye muestras de diferentes tamaños, incluyendo muchos menores de 400 

pb; mientras que existen transcritos pequeños en la célula, es probable que algunos 

de los productos menores de 500 pb sean ADNc inconclusos o productos 

inespecíficos. Por esa razón , el siguiente paso fue el fraccionamiento de la 

población total de ADNc mediante una cromatografía de exclusión molecular en 

columna de Sephacryl S-400, descartando las fracciones con tamaños menores de 

500 pb. 

El ADNc aparece desde la fracción 9, pero a partir de las fracciones 13 y 14 

el tamaño de la población disminuye, mientras que a partir de la fracción 15 el 

tamaño de todos los productos está por debajo de los 1000 pb (Figura 4.5). 

Las fracciones 9 a 12 fueron reunidas y el ADNc fue cortado con la enzima 

Sfí 1 (que corta en los adaptadores de los extremos). El ADNc digerido fue ligado al 

vector A. Trip1Ex2, y diferentes reacciones de ligación fueron empaquetadas con 

extractos de lambda. Finalmente, el título de la biblioteca fue de 1.4 x 106 ufp·mL-1. 

La biblioteca se caracterizó analizando el tamaño de 25 placas de lisis de cada 

ligación, mediante PCR utilizando los cebadores de secuenciación del plásmido 

pTripiEX2. 
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Figura 4.5 Fraccionamiento del ADNc por cromatografía de exclusión molecular. 
Una alícuota de las fracciones obtenidas al fraccionar el ADNc total en una columna de 
Sephacryl S-400, fueron fraccionadas por electroforesis nativa en gel de agarosa y teñidas 
con 1 (.lg·ml-1 de bromuro de etidio. 1 y 20: escalera de ADN de 1 Kb; 2 a 19: fracciones 
obtenidas al lavar la columna con el amortiguador de elución. La línea discontinua con doble 
flecha representa la migración de 1000 pb de la escalera de ADN. 

El tamaño promedio de los insertos analizados de la biblioteca de ADNc fue 

de 900 pares de bases (Figura 4.6). 

La determinación del tamaño de los insertos se realizó inicialmente mediante 

su liberación con las enzimas de restricción Eco Rl y Bam Hl; sin embargo, en 

algunos casos se obtuvieron dos o tres bandas de diferente tamaño, lo cual indica 

que las secuencias contenían sitios internos de reconocimiento para una o ambas 

enzimas, cortándola en dos o más fragmentos. Por esta razón, en lo sucesivo este 

análisis se realizó mediante PCR. Los insertos fueron enviados a secuenciar y las 

secuencias obtenidas se analizaron mediante BLAST para determinar su identidad 

(Cuadro 1). 
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Figura 4.6 Tamaño promedio de los insertos de la biblioteca de ADNc de C. 
chinense. Los productos de PCR de diferentes clonas con cebadores universales, fueron 
fraccionados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% y teñidos con 1 J..Lg·ml-1 de 
bromuro de etidio. Se muestran las clonas 3 a 100 de un total de 100 placas de lisis 
analizadas. M: escalera de ADN de 1 Kb. 

A partir de esta biblioteca de ADNc, se analizaron 300 placas de lisis, 50 de 

las cuales fueron enviadas a secuenciar. Todas contenían ADNc completos, 

incluyendo las regiones 5' y 3' no traducibles de 36 secuencias diferentes. La 

mayoría de las secuencias tiene identidad con genes que en otras especies han 

mostrado relación con la respuesta de defensa contra diferentes tipos de estrés 

(Cuadro 1 ). Las secuencias se reportaron en el banco de datos de la EMBL (ver 

anexo 1). 

4.3.2.1 ANÁLISIS DE LAS SECUENCIAS 

Para determinar la identidad de las secuencias, se compararon con las 

secuencias reportadas en la base de datos {datos no mostrados), como se muestra 

en la sección anterior para actina (Cuadro 1 ). 
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A pesar de que los cultivos celulares se encuentran bajo condiciones 

controladas, se obtuvieron secuencias de genes inducidos como respuesta a 

diferentes tipos de estrés (Park et al., 2004; Shin et al., 2002; Shin et al., 2003}, 

como las metalotioneínas (Ozturk et al., 2002}. Esto sugiere que los cultivos de C. 

chinense podrían presentar niveles basales de estos genes. 

En general, las secuencias tienen similitud con secuencias de Solanaceas, 

incluyendo a las especies Lycopersicon esculentum, C. annuum, Solanum spp. y 

Nicotiana tabacum. El menor porcentaje de identidad fue del 70 %, y lo presentó una 

omega-6 desaturasa (AJ879069), al ser comparada con una secuencia de N. 

tabacum (AAT72296). El mayor porcentaje de identidad (98%) lo presentó una de 

las cinco proteínas PR10 (aún no reportada en la EMBL) con la correspondiente 

secuencia reportada para C. anuum (AF244121 ). Se obtuvieron 5 secuencias de 

PR1 O (AJ879115, AJ878871 y 3 no reportadas), 2 metalotioneínas (AJ879116 y 

AJ879063) y 2 omega-6 desaturasas (AJ879071 y AJ879071 ). 
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Cuadro 4.1. Identidad de los ADNc obtenidos a partir de una biblioteca de 
ADNc de células en suspensión de C. chinense. 

EMBL PROTEÍNA Valor E IDENTIDAD ESPECIE 

AJ879117 ACC oxidasa* 0.0 92% 
S. tuberosum 
AY098939 

AJ879118 Poliubiquitina 0.0 92% 
C. annuum 
AY489136 

AJ879119 Esterasa* 0.0 97% 
C. annuum 
AF072533 

AJ879936 Posible receptor 3e-83 72% 
Oryza safiva 
XP_469710 

AJ879121 GST1* 1 e-172 87% 
S. commersonii 
AF002692 

AJ879115 PR10 (1)* 1e-172 90% 
C. annuum 
AY829648 

AJ879116 Metalotioneína 1e-146 96% 
C. annuum 
AY488882 

AJ879120 DEA1 8e-121 89% 
L. esculenfum 
AY509122 

AJ879070 
Proteína conjugada 

8e-146 88% 
N. fabacum 

a ubiquitina AB026056 

AJ879063 Metalotioneína* 8e-173 97% 
C. annuum 
AY829650 

AJ879062 
Proteína de pared 

1e-168 96% 
C. annuum 

celular (1 )* AF242730 

AJ879069 n-6 desaturasa 2e-171 70% 
N. tabacum 
MT72296 

AJ879064 V ATPasa* 7e-161 94% S. fuberosum 
00284486 

AJ879065 Transportador ABC* 1e-82 81% 
Populus nigra 
AB041505 

AJ879071 n-6 desaturasa * 1 e-119 71% 
N. tabacum 
MT72296 

AJ879072 
Proteína tipo 

6e-12 85% 
G/ycine max 

extensina MM75351 
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EMBL PROTEÍNA Valor E IDENTIDAD ESPECIE 

AJ879066 
Peroxidasa 

2e-171 86% 
S. tuberosum 

aniónica* M21334 

AJ879067 GST/peroxidasa* 0.0 87% 
L. esculentum 
AF193439 

AJ878871 PR10 (TSI1)* 1e-101 89% 
S. virginianum 
AY660753 

AJ879068 L37a 4e-36 95% 
O. sativa 
NP _916930 

AJ973135 
Glutatión 

0.0 92% 
N. tabacum 

peroxidasa* AB041518 

AM040266 Proteína 14-3-3* 0.0 90% 
S. tuberosum 
Y11687 

AM040273 
Proteín que 

1e-76 76% 
O. sativa 

responde a etileno* XP_467394 

Malato 
AM040268 deshidrogenasa 0.0 95% 

S. tuberosum 

citosólica 00294258 

AM040269 
Alcohol 

0.0 96% 
S. tuberosum 

deshidrogenasa X53242 

AM040271 GST12* 6e-05 82% 
G/ycine max 
AF243367 

AM040274 Proteína dedo de 
2e-42 66% 

A. thaliana 
zinc AM62942 

AM040272 Proteína de pared 
2e-156 94% 

C. annuum 
celular (3)* AF242730 

AM040267 
Proteína inducida 

9e-164 87% 
N. tabacum 

por fosfato (phi-1 )* AB018441 

AM040275 ORF1 3e-08 85% 
E. gunnii 
CT981654 

Proteína que 
A. thaliana AM040276 interactúa con 6e-104 74% 

actina CAB16815 

AM040277 
Factor de 

3e-72 50% 
A. thaliana 

replicación AAM61372 

AM040278 
Proteína inducida 

6e-85 89% 
L. esculentum 

por auxinas AAZ20313 
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EMBL PROTEÍNA Valor E IDENTIDAD ESPECIE 

NR PR10 (3)* 0.0 98% C. annuum 
AF244121 

NR PR10 (4)* 3e-170 90% C.annuum 
AY829648 

NR PR10* 6e-159 89% C. annuum 
AY829648 

NR Tin1-2 3e-176 90% C. annuum 
AF480414 

NR ORF 0.0 99% L. esculentum 
mRNA 

NR lnhibidor de proteinasa 
7e-40 74% N. fabacum 

18 003199 

NR ATPasa 2e-112 84% S. tuberosum 
00235180 

Petunia 
NR Proteína ribosomal 0.0 85% axílarís 

AF479174 

*NR: No reportada. 

4.3.3 ANÁLISIS DE EXPRESIÓN DIFERENCIAL 

La hibridación diferencial se desarrolló como se describe en la sección 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 restq mediante RT-PCR dirigido 

(como se describió para la secuencia de actina en la sección 4.2.1 ). En el cuadro 4.2 

se detalla la posición de cada clona individual en las membranas de nylon. Como se 

mencionó, cada una de las dos membranas fue hibridada independientemente con 

las sondas DIG-H20 o DIG-CWH, y las señales de la hibridación fueron comparadas 

de acuerdo con su posición. 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 adición de los CWH de P. capsici a las células 

en suspensión de C. chinense. 
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Los genes cuyos niveles de expresión se incrementaron incluyen 

principalmente genes PR, específicamente de la familia de las PR10, las cuales son 

ribonucleasas que han sido estudiadas en otros modelos (Park et al. , 2004). 

Se han identificado más de 100 miembros de la familia de las PR10, los 

cuales se encuentran distribuídos en dos grupos. Los genes que se analizaron en 

este proyecto pertenecen al grupo de las ribonucleasas que se caracterizan por ser 

intracelulares (Liu y Ekramoddoullah, 2006). Las secuencias obtenidas en este 

proyecto presentan alta homología con la reportada en C. annuum, y al igual que 

ésta, cuatro de ellas presentan el dominio característico de las ribonucleasas (Park 

et al. , 2004). Se ha demostrado que las PR10 proveen de resistencia a las plantas 

mediante su actividad antifúngica (Chadha y Das, 2006), antiviral y mediante la 

inhibición del crecimiento de P. capsici in vitro (Park et al., 2004). 

Además de su actividad, se ha observado la modificación de la expresión 

como respuesta a diferentes tipos de estrés (Liu y Ekramoddoullah, 2006) en O. 

sativa, C. annuum, Pinnus monticola, entre otros. En estos trabajos se ha observado 

que la expresión de PR10 se incrementa como respuesta a hongos (Hahimoto et al., 

2003; Liu et al., 2003). En C. annuum se observó la inducción de su expresión como 

respuesta al Tobacco mosaic virus (Park et al. , 2004). 
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Cuadro 4.2 Identidad de los ADNc de C. chinense transferidos a las 
membranas de nylon. 

CÓDIGO IDENTlDAD CÓDIGO IDENTlDAD 

A1 ACC oxldasa D6 Prot. respuesta a etlleno 
A2 Poliubiquitina E1 PR putativa 
A3 Esteras a E2' Malato deshidrogenasa 
A4 Proteína asociada E3 AlcohOl deshidrogenasa 

A 000000 A5 Glutatlón-S-transferasa E4 GST 12 
A6 PR10 E5 Proteína con dedo de zinc 

B 000000 81 Metalotloneí na 1 E6 Proteína pared celular 3 

000000 82 Enz. lnduc. araqtlldónico. F1 Proteína Phl-1 
e 83 Enz. Conjug. de ubfqultína F2 Proteína hipotética 

D 000000 84 Metalotloneína 2 F3• PR putativa 
85 Proteína de pared celular F4 Oxidasa ligada a FAO 

E 000000 86 omega-6 desaturasa 1 F5 Factor de replicación A 
C1 ATPasa F& Pmteína Inducida auxinas 

F 000000 C2 Transportador ABC G1 Actina 

000000 
C3 omega-6 desaturasa 2 G2 MAP cinasa 1 

G C4 Proteína tipo Extensina G3 MAP clnasa 2 

000000 C5 Peroxidasa aniónica G4 MAP cinasa 3 
H C6 GST iperoxidasa 05 Ornillna descatboxilasa 

01 PR putativa G6 WRKY 
02 Proteína ribosomar 60S H1 NPR1 
03 PR putativa H2 ATP.asa 
04 Glutalión peroxidasa H3 Inducida por TMV 
D5 14-3-3 H4 Proteína hipotética 2 

H5 lnhibidor de proteinasas 
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Figura 4.7 Los CWH de P. capsici modifican la expresión gemca en células en 
suspensión de C. chinense. Alícuotas idénticas de los productos de PCR de cada clona 
fueron fijadas por duplicado en membranas de nylón e hibridadas independientemente con 
sondas de ADNc sintetizadas a partir de ARN de células control (H20) o inducidas durante 15 
y 24 h (P. capsicl). La reacción fue revelada mediante detección no isotópica y las 
membranas fueron expuestas a una película fotosensible y reveladas. 

El orden en el cual se colocaron las muestras en las membranas, se muestra 

en el cuadro 4.2, y el resultado de la hibridación con los ADNc se muestra en la 

figura 4.8. 
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Cuadro 4.3 Resultados del análisis de expresión de las clonas de C. chinense. 
En la columna que se encuentra a la izquierda de la clave de la EMBL se indica si 
hubo incremento(+) o disminución(-) de los niveles de transcritos como respuesta a 
los CWH. Aquéllas que no tienen ningún símbolo no se modificaron por el 
tratamiento. 

* EMBL GEN * EMBL GEN 

AJ879117 ACC oxidasa + NR PR10 (4) 

Malato 

+ AJ879118 Poliubiquitina AM040268 deshidrogenasa 

citosólica 

Alcohol 
+ AJ879119 Este rasa* AM040269 

deshidrogenasa 

AJ879936 Posible receptor AM040271 GST12 

Proteína dedo de 
AJ879121 GST1 AM040274 

zinc 

AJ879115 PR10 (1) AM040272 
Proteína de pared 

+ 
celular (3) 

AJ879116 Metalotioneína AM040267 
inducida por fosfato 

(phi-1) 

AJ879120 DEA1 + AM040275 ORF1 

AJ879070 
Conjugada a 

NR PR10 + 
ubiquitina 

AJ879063 Metalotioneína AM040276 
Oxidasa ligada a 

FAD 

Proteína de pared Factor de 
AJ879062 AM040277 

celular (1 )* replicación 

Proteína inducida 
+ AJ879069 11-6 desaturasa AM040278 

por auxinas 

AJ879064 V ATPasa AM168448 Actina 

AJ879065 
Transportador 

AJ608158 MPK1 + 
ABC 
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* EMBL GEN * EMBL GEN 

+ AJ879071 n-6 desaturasa AJ608159 MPK2 

AJ879072 
Proteína tipo 

AJ608160 MPK3 
extensina 

Ornitina 
+ AJ879066 Peroxidasa aniónica NR 

descarboxilasa 

AJ879067 GST /peroxidasa AM900560 WRKY 

+ AJ878871 PR10 (TSI1) AM900559 NPR1 

+ AJ879068 L37a NR ATPasa 

+ NR PR10 (3) NR Inducida por TMV 

AJ973135 Glutatión peroxidasa NR 
Proteína hipotética 

2 

lnhibidor de 
AM040266 Proteína 14-3-3 + NR 

proteinasas 

AM040273 
Proteína que 

responde a etileno 

NR: No reportada en la base de datos. 

Las proteínas PR, que son inducidas durante la infección por patógenos, son 

características de las interacciones incompatibles donde la planta es resistente al 

patógeno. Existen 17 familas que pertenecen a este tipo de proteínas, dentro de las 

que se encuentran las PR1 O, que tienen similitud con ribonucleasas y con ciertos 

alérgenos encontrados en las plantas. No han sido bien estudiadas, pero existen 

evidencias de su importancia en la resistencia de C. annuum contra el Tobacco 

mosaic virus (TMV) por su actividad de ribonucleasa (Park et al., 2004). Otra 

evidencia importante del papel de estas proteínas en la resistencia contra patógenos 

fue proporcionada por el mismo grupo de investigación mediante la transformación 

ectópica de plantas de C. annuum con un miembro de la familia PR10, a quien 

nombraron TSI1. La sobreexpresión aumentó la resistencia de las plantas a un 

amplio espectro de patógenos, incluyendo al Pepper mild mottle virus (PMMV) y al 

Cucumber mosaic virus (CMV), así como también a la bacteria Xanthomonas 
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campestris pv. vesicatoria y a oomicetos como P. capsici (Shin et al., 2002). Como 

ya se mencionó, las proteínas PR son inducidas durante una infección por 

patógenos, 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 patógenos, por lo que son buenos candidatos para 

determinar la respuesta del cultivo celular a la infección. 

Los resultados obtenidos indican que como respuesta al tratamiento con 

CHW, en las células en suspensión se induce la expresión 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 días después de la inoculación del TMV 

en plantas resistentes al virus y a partir de las 8 h de la infección de C. annuum 

res istentes a X. campestris (Park et al. , 2002). En las células en suspensión se 

detectó el incremento en los niveles de expresión en una mezcla de ARN de tejido 

tratado durante 15 y 24 horas, por lo que su acumulación fue en tiempos más cortos 

que los observados en plantas de C. annuum (Park et al. , 2002). 

Las esterasas se han asociado con la inhibición de la formación del 

apresorio de C. gloesporoides en C. annuum. En este modelo se observó que al 

sobreexpresarla protege a los frutos de la infección por este patógeno (Kim et al., 

2001 ). En los cultivos celulares se indujo la expresión de este gen como respuesta a 

la adición 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 explosión oxidativa de la respuesta de 

hipersensibilidad, catalizando la reducción de peróxido de hidrógeno en agua 

(Carpin et al., 1999), y están asociadas con la acumulación de lignina (Hilaire et al., 

2001) y la suberización que evitan que el patógeno infecte el resto de la planta 

(Bernards et al. , 1999). En los cultivos celulares tratados con los CWH se observó 

un ligero incremento en la expresión del gen que codifica esta enzima; sin embargo, 

no se descarta su papel en la defensa de C. chinense, debido a que existe una 

explosión oxidativa en los cultivos celulares como respuesta al tratamiento (Capítulo 
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2}, es posible que no se haya detectado la modificación en los transcritos por los 

tiempos en los que se evaluó este parámetro. 

Los inhibidores de proteinasas también se han asociado con la respuesta a 

estrés. En C. annuum se ha demostrado que sus niveles de ARNm se incrementan 

como respuesta a estrés abiótico (Kim et al., 2001 ), mientras que en este trabajo se 

demostró que en C. chinense se induce su expresión como respuesta a estrés 

biótico. 

La 1-aminociclopropano-1-carboxilato oxidasa (ACC oxidasa) es una enzima 

que participa en el último paso de la ruta de biosíntesis del etileno. El etileno es 

importante en la respuesta de defensa de las plantas al estrés biótico, ya que es 

sintetizado durante las interacciones incompatible y compatible. Se ha observado 

que cuando las plantas poseen una deficiencia en la vía de señalización por etileno 

son más susceptibles o más res istentes al ataque por patógenos, dependiendo de la · 

planta y el patógeno del que se trate (Johnson y Ecker, 1998; Ohume-Takagi et al. , 

2000). Se ha demostrado que los niveles de ARN mensajero de la ACC oxidasa se 

ven afectados 24 horas después de la inoculación de tubérculos de papa con 

Fusarium eumartii y por el tratamiento con ácido indol acético (Zanetti et al., 2002). 

A diferencia de lo que se ha reportado, los resultados obtenidos en este trabajo, 

indican que los niveles de expresión de la ACC oxidasa disminuyen, por lo que es 

probable que el etileno no se acumule en los cultivos celulares durante la inducción. 

La glutatión S-transferasa es una enzima que participa en la detoxificación 

celular durante la explosión oxidativa, y es importante en el establecimiento de la 

resistencia sistémica adquirida, ya que las especies reactivas de oxígeno actúan 

como señales e inducen la expresión de genes de defensa en sitios lejanos a la 

infección (Apel y Hirt, 2004 ). En sitios cercanos a la infección están relacionadas con 

la inducción de la muerte celular característica de la respuesta de hipersensibilidad, 

difundiéndose a células cercanas al sitio necrosado e induciendo genes de defensa 

involucrados en la protección celular (Apel y Hirt, 2004; Levine et al. , 1994; Mellersh 

et al. , 2002}. La expresión de la GST se induce durante la respuesta a estrés tanto 

biótico como abiótico, ya sea de manera específica a alguno de estos o de manera 
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generalizada, y se sabe que su principal regulación es a nivel transcripcional (Dixon, 

et al. , 2002). En los cultivos celulares se observó que los niveles de transcritos de 

los genes relacionados con la explosión oxidativa disminuyen como respuesta al 

tratamiento. 

Una proteína de pared celular de C. annuum fue estudiada por Shin y 

colaboradores en el 2003, quienes demostraron su relación con la respuesta de 

hipersensibilidad inducida específicamente durante la infección con el virus mosaico 

del pepino (CMV). La expresión de este gen se induce tanto local como 

sistémicamente durante la infección con la variante no virulenta del TMV, a 

diferencia de la infección con bacterias, y en las respuestas al etileno, al ácido 

salicílico y al jasmonato de metilo entre otros, pero lo más relevante fue que su 

sobrexpresión aumenta la resistencia a la infección por CMV y al TMV (Shin et al., 

2003). Se clonaron tres secuencias de proteínas de pared celular, en cuanto a la 

expresión de estos, solamente una de ellas se modificó, disminuyendo sus niveles 

de ARNm en los cultivos tratados con los CWH. 

4.4 CONCLUSIONES 

Se sintetizó una biblioteca de ADNc de C. chinense, la cual posee un título de 

1.4 x 106 ufp·mL-\ con un tamaño promedio de insertos 900 pb. A partir de ella, se 

clonaron 42 ADNc de genes de C. chinense, de los cuales la mayoría se han 

relacionado con la respuesta de defensa a diferentes tipos de estrés. 

Se demostró que la expresión de genes relacionados con la respuesta de 

defensa se modifica como respuesta a los homogneizados de P. capsici en células 

en suspensión de C. chinense. 
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CAPÍTULO V: DISCUSIÓN GENERAL 

El objetivo general de este trabajo fue determinar si en cultivos celulares de 

C. chinense se establecen los sistemas de defensa como respuesta a P. capsici. 

Una característica importante de la respuesta de defensa en los cultivos 

celulares es el oscurecimiento (García-Pérez et al., 1998). Esto se observó en los 

cultivos de C. chinense como respuesta a P. capsici, lo cual probablemente está 

asociado a la muerte celular como respuesta al tratamiento. 

En este trabajo se demostró que al inducir los cultivos celulares con 60, 90 y 

120 meq glucosa·mL'\ se presenta una alcalinización del medio de cultivo. También 

se determinaron los niveles de actividad de P-1 ,3-glucanasas, observándose 

modificaciones en los patrones de actividad a las 12 y 24 horas del tratamiento. 

Además, se demostró la acumulación de H20 2 intracelular y extracelular en los 

cultivos celulares como respuesta al tratamiento. En conjunto, estas evidencias 

sugieren que los homogeneizados de P. capsici inducen los sistemas de defensa de 

C. chinense. 

La presencia de MAPK activadas como respuesta a los CWH sugiere que 

esta vía de transducción podría estar involucrada en el establecimiento de la 

respuesta de defensa (Zhang y Klessig, 2001 ). Mediante ensayos de cinasa en gel e 

inmunodetección, se demostró que no existen MAPK activadas en las células en 

suspensión cultivadas bajo condiciones normales, pero que la adición de diferentes 

concentraciones de homogeneizados de P. capsici provoca la activación de dos 

MAPK de alrededor de 43 y 44 kDa, respectivamente. Los ensayos de 

inmunodetección se revela, de manera adicional y con menor intensidad, la 

presencia de una banda de alrededor de 43 kDa, la cual presenta el mismo 

comportamiento que la banda de 44 kDa. En otros trabajos se ha demostrado que 

las MAPK se activan como consecuencia del reconocimiento específico de 

moléculas derivadas de Phytophthora, como los glucanos (Daxberger et al., 2007), 

por lo que es probable que la activación observada se deba a los componentes de la 
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pared de P. capsící. Existen reportes de que las MAPK se activan como respuesta al 

incremento de los niveles del H20 2 (Desikan et al., 1999; Neill et al. , 2002); sin 

embargo, posteriormente se demostró que esta activación de MAPK es 

independiente de la producción de H202 (Desikan et al., 2001 ). En las células en 

suspensión la mayor diferencia en los niveles del peróxido de hidrógeno se observó 

una hora después de la inducción, 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 H20 2, 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. capsící 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. chínense, la regulación 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). El análisis de los niveles de transcritos de los genes obtenidos mostró 

cambios en la mayoría de ellos. Estas modificaciones incluyeron el incremento o 

disminución en los niveles de transcritos. Los resultados son la primera evidencia de 

la inducción del la expresión de los genes PR (PR1 O} como respuesta a P. capsící. 

Se sabe que la proteína PR10 posee actividad antimicrobiana y se ha demostrado 

mediante bioensayos, que ésta limita el crecimiento de P. capsící ín vítro (Park et al., 

2002}. Por los antecedentes y los resultados obtenidos, es posible que este gen sea 

fundamental en la limitación del crecimiento de P. capsící en C. chínense. Es 

importante determinar el papel de PR10 durante la infección de plantas de C. 

chínense con P. capsící, porque debido a su actividad antimicrobiana, podría ser 

utilizado para el mejoramiento de C. chínense, ya que además de su efecto sobre el 
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crecimiento de P. capsici, también se ha demostrado que disminuye los niveles de 

partículas del TMV en C. annuum (Park et al. , 2002). 

Por los trabajos realizados en otras especies vegetales (Kim y Zhang, 2004; 

Kroj et al., 2003), es probable que las MAPK estén regulando la modificación en la 

expresión génica observada; sin embargo, con los resultados obtenidos no es 

posible determinar si existe alguna relación . 

Este trabajo presenta las primeras evidencias de los eventos a diferentes 

niveles (bioquímicos y moleculares) que se llevan a cabo en cultivos celulares de C. 

chinense durante la respuesta de defensa inducida por P. capsici, los cuales 

incluyen la alcalinización del medio de cultivo, la activación de proteínas PR (P-1 ,3-

glucanasas), la explosión oxidativa (acumulación de H202), la activación de las 

MAPK y la modificación de la expresión génica. 
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CAPÍTULO VI: CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS 

Los homogeneizados de P. capsici inducen el establecimiento de los 

sistemas de defensa en células en suspensión de C. chinense, los cuales se 

caracterizan por el incremento en los niveles de peróxido de hidrógeno intra- y 

extracelular, la alcalinización del medio de cultivo, la activación de MAPK y de P-1,3-

glucanasas, y la modificación de la expresión génica. 

Los resultados obtenidos en este proyecto serán la base para el desarrollo 

de futuros trabajos encaminados a entender la respuesta de defensa de C.chinense 

ante patógenos, utilizando como modelo de estudio las células en suspensión, 

debido a que se comprobó que en este sistema es posible inducir la respuesta de 

defensa. 

La síntesis de la biblioteca de ADNc también es una herramienta importante 

en el estudio de la interacción planta-patógeno, ya que permite obtener secuencias 

completas de genes de C. chinense y utilizarlos para transformar plantas con la 

finalidad de entender la función de cada uno de ellos, o para la transformación de 

plantas para su mejoramiento genético. La mayoría de los genes secuenciados 

hasta el momento, están relacionados con la 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 será 

una fuente para la obtención de genes de C. chinense. Actualmente, se están 

realizando trabajos encaminados a establecer los protocolos para la transformación 

de C. chinense con algunos de los genes clonados. 

Se demostró que la expresión de PR1 O 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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Se demostró que las MAPK se activan y que los niveles de transcritos de 

dos MAPK se modifican como respuesta a la inducción. Una vez demostrada la 

activación de MAPK, el siguiente paso es determinar los componentes de esta vía 

de transducción y sus proteínas blanco, con la finalidad de entender los mecanismos 

mediante los que se activa la respuesta de defensa. 
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ANEXO 1: SECUENCIAS DE LOS ADNc DE C. chinense 
CLONADOS 

MPK1 (AJ608158) 

1 - GGTGeeTAeGGeATTGTTTGCTeTGeTTTGAAeTeGGAGAeAAATGAGAATGT1>.GeAATA - 60 
1 - G A Y G I V e A L N S E T N E N V A I - 20 

61 - AAAAAAGTTGeTAATGCTTTTGACAACAAGATTGATGCCAAGAGGACTTTGAGAGAGATC - 120 
21 - K K V A N A F D N K I D A K R T L R E - 40 

121 - AAGeTTCTTCGGCATATGGATCATGAAAACATTGTTGeGATCAGAGATATAATTCCACeG - 180 
41 - K L L R H M D H ~ N I V A I R D I I P P - 60 

181 - eeAeAAAGAGAAGeCTTTAATGATGTTTATATCGCATATGAGeTTATG GATACTGATeTC - 240 
61 - P Q R E A F N D V Y I A Y E L M D T D L - 80 

241 - eATeAAATTATTeGCTeGAATeAGGeTTTATeeGAGGAGeAeTGeeAGTATTTeTTGTAT - 300 
81 - H Q I I R S N Q A L S E E H e Q Y F L Y - 100 

301 - eAGATCCTTCGTGGGTTGAAATAeATACATTCTGeAAATGTTTTGCAeAGAGAeTTAAAG - 360 
101 - Q I L R G L K Y I H S A N V L H R D L K - 120 
361 - CeTAGCAATCTTCTeTTGAATGeeAAeTGTGATTTAAAGATATGTGATTTTGGGeTAGeT - 420 
121 - P S N L L 1 N A N e D L K I e D F G L A - 140 
421 - eGTGTeAeTTeeGAAACTGACTTTATGACeGAATATGTTGTGACAAGATGGTATCGTeCA - 480 
141 - R V T E T D F M T E Y V V T R W Y R P - 160 
481 - ceTGAGCTGTTGTTAAATTCGTeCGACTATACTGCAGCAATTGATGTTTGGTCAGTCGGT - 540 
161 - P E L L N D Y T A A I D V W S V G - 180 
541 - TGeATGTTC - 549 
181 - e M F X - 200 
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MPK2 (AJG08159) 

1 - GGTGeeTAeGGAATeGTTTGCTeTGeTTTGAATTeGGAGAeGAATGAAeATGTTGeGATA - 60 
1 - G A Y G V e S A L N S E T N E H V A I - 20 

61 - AAAAAAATTGeTAATGeTTTTGAeAAeAAGATTGATGeeAAGAGGAeTTTGAGAGAGATe - 120 
21 - K K I A N A F O N K I O A K R T L R E I - 40 

121 - AAGeTTeTTeGGeATATGGATeATGAAAAeATTGTTGeGATeAGAGATATAATTeeAeeG - 180 
41 - K L L R H M O H E N I V A I R O I P P - 60 

181 - eeAeAAAGAGAAGeCTTTAATGATGTTTATATeGeATATGAGeTTATGGATAeTGATeTe - 240 
61 - P Q R E A F N O V Y I A Y E L M O T O L - 80 

241 - eATeAAATTATTCGCTeGAATeAGGeTTTATeeGAGGAGeAeTGeeAGTATTTeTTGTAT - 300 
81 - H Q I I R S N Q A L S E E !! e Q Y F L Y - 100 

301 - eAGATeeTTeGTGGGTTGAAATAeATAeATTCTGeAAATGTTTTGeAeAGAGAeTTAAAG - 360 
101 - Q L R G L K Y I !! S A N V L H R O L K - 120 
361 - eeTAGeAATeTTeTeTTGAATGeeAAeTGTGATTTAAAGATATGTGATeTTGGGeTAGeT - 420 
121 - P N L L N A N e O L K I e O L G L A - 140 
421 - eGTGTeAeTTeeGAAAeTGACTeTATGAeeGAATATGTTGTGAeAAGATGGTATeGTCeA - 480 
141 - R V T E T O S M T E Y V V T R W Y R P - 160 
481 - eeTGAGeTGTTGTTAAATTeGTCeGAeTATAeTGeAGeAATTGATGTGTGGTeAGTGGGT - 540 
161 - P E L L L N S S O Y T A A I O V W S V G - 180 
541 - - 540 
181 - X - 200 

MPK3 (AJG08160) 

1 - GGTGeTTAeGGTATCGTTTGTTeTGCTTTGAATTeGGAGAeGAATGAAeATGTTGeGATA - 60 
1 - G A Y G I V e S A L N S E T N E H V A I - 20 

61 - AAGAAAATTGeGAATGeTTTTGATAACAAAATTGATGeeAAGAGAAeGTTGeGTGAGATe - 120 
21 - K K I A N A F O N K I O A K R T L R E I - 40 

121 - AAGeTTeTTeGAeATATGGATCATGAAAATATTGTTGeGATeAGAGAeATAATTeCAeeT - 180 
41 - K L L R !! M O H E N I V A I R O I I P P - 60 

181 - eeTCAAAGGGAAGeATTTAATGATGTCTATATTGCATATGAGeTTATGGAeACTGATeTe - 240 
61 - P Q R E A F N O V Y I A Y E L M O T O L - 80 

241 - eATeAAATTATTeGCTCTAATeAGGGATTATeAGAAGAAeATTGTeAGTATTTCTTGTAT - 300 
81 - H Q I I R S N Q G L S E E H e Q Y F L Y - 100 

301 - eAGATTCTCeGTGGGTTGAAATAeATAeATTeTGeAAATGTTTTGCATAGGGATTTGAAG - 360 
101 - Q I L R G L K Y I H S A N V L H R O L K - 120 
361 - eCTAGCAATeTeeTCTTGAATGeAAATTGTGATTTAAAGATATGTGATTTTGGGCTAGeT - 420 
121 - P S N L L L N A N e O L K I e O F G L A - 140 
421 - eGTGTeACTTCTGAAAeTGAeTTTATGAeeGAGTATGTTGTGAeAAGATGGTATeGAeeT - 480 
141 - R V T S E T O F M T E Y V V T R W Y R P - 160 
481 - eCGGAGCTGTTGTTAAATTCTTCTGAeTATAeTGeAGeTATTGATGTTTGGTCTGTAGGT - 540 
161 - P E L L L N S O Y T A A I O V W S V G - 180 
541 - TGeATATTe - 549 
181 - e F X - 200 
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ACC oxidasa (AJ879117) 

1 - ~CGCO.tNt~t';C:I'ACCC:"'UTTCc:«O.TTA~CI:~GACUtfaAC'l'AG-~ - f O 
-APLC'HYPI!;IIPLR.PGTLJI•Jt 

El - ll.UCAGAlllJ...GJ..TGG.!GU'Itt.;GTMTOGJ..C'T'l'Cl.GC'llGC'I'IG:A}Il;G'NACGAGAG - 120 
- K ~ K K W t 1 P V I D r ! K L t ; D ~ R 

1:;:.1 - llGl'GCUC'CATGGQ.eTTCT'<:CGTCAGGCI'YG7c;AGAAATGGGGtTTCTnJI.TGATAQI. - 1 !O 

- ~ ~ T Y G L L 1 ~ 1 C ~ X W G r r W r ~ 
151 .. G:AAC<:ATGQ.1Tr;.AC:AT TI'ACTTGATGQ&Cl.AIG'I'GlAGCAc;cTGGTGA1TCAGCACTA - ~U 

-'IIIIG IDlYLIIDif V ,JCQL V 'IIQBY 
~U - TG.U4C'UAC1NllGA.U,"'GTtCTU~UTO.~AG~AtcTAt~CTUC1GAAGU - 3 ~ 

- Z A • W X 1 1 r Y ~ ! t V S t 5 L ~ X X 
2G1 - WMAATATCAGCAACACAGACTGGGAAAGCACl'I'TCTITGT'ITGGCATCGTCCAAGTTC. - a EO 

- t • 1 ! H T D W E 5 T r r V W H R P 5 3 
aEt - CAACATCTATGA.C;A'ITO.AG.t;'TC'fCTCUAGGJ...AC"nTGC'AAAGCAGTAG!TGCC'TACA.T - 4ZO - * I Y E r Q G L 5 X E L C X A V D A Y 1 
4_¡1 - TGJJCAWCNATCGUC'TGCAGAlll.!CTttCAG.UCT.U.TGTGTGAG.AlCC.t'tGCiCC't' - 4 U 

- D Q L I E L 1 E H L $ E L 11 C E V L G L 
4:!1 - ~.l,(¡.U4AG'Tt.ACATCll~AAGCATTTtCl.CG:GJ.«~"TCCTTCTGINQAO.ll - ~ 4.0 

- ~ X ! Y 1 K E A f 5 1 S 1 G P S V G T a 
!11 - AGTGGCAATATATC'CTCAA..TG'ICCTCGTCcr<¡AICTGGTC~GGGATTGC~!GCAC'l.C - 6 00 

- V A I Y P ~ C P R P D L V 1 G L R E H T 
l l. - AGAl<iCT'(;GTGGI'Al"CAl'TCTnT ACTCC.U.GACGAACAJo.GTTCCTGGC'CITGAATTC'lT - ~!"O 

- D A ; G I I L L L ~ D ~ 0 V P G L E f t 
~61 - CA.ll(;l.CG:GAOC.l'GGGTGGlCAITCCJ.eCTTCCU<;.U.CUCAGAC'fTIT'TGNAAC:U - 7 ¡1) 

- X D ; ! ~ V O r i i ~ X • • ~ t r V X I 
72"1 • o;~ATCllATC.G~ATT'ITQGCAACGc;GATGTATAA~;lGTATTCAACl.CCGlG'NAT - ? !1) 

- G D 0 I e r L S 5 G 11 Y X 5 I Q B ~ V 11 
U l • c;.;crcaUAGGACGGGA.ATAGlCITTCCA'l"NCCCCCTTI'tACUC:CC;AATGGT'GMP&C." - ! 40 

- 1 E 1 D G » ~ L 5 I A P r t H P H G ~ A 
!U - O.TO.TTTC:'l'OCAGCACCAll<oCICTNTAI'CC.CTCICACCTACGCTICCACGATTAT1T - 9G-O 

·IISPAPX.LLYPSRLR:r'HDYL 
gol . - G.U.l'CttTATtce:AAAACCllATITGCCGllAll~C'C'CW"l.riTC;A~:l'IC~U:A.c - i60 

- V L Y 5 lC T X r A t K G P R r t Y A X T 
¡~1 - lTTGo;CCl.U~ClTTGUGliC'TTCCCCT'I'G.UllGTAA;t;At1'Jt.C."(;Cf'I1'C'CU~1T - · 1 G~ Qo 

-.t.l.t;;!f•J.-tfttK•GLJ.ff.St 
1 021 - UWCTI<;lTAC1TATCAT1T<aO.GATCTc:rtTIC'CCCTrTI ATTC:Ct"rtt+CATTTTG - 1.0.1!0 

-CLILII • QISFPLL!'P!'JI!'t.: 
1051 - GATTT'ITTTC;Gt;TT.UA.CólTCA:U¡,c;uc;:cuATCOTATAl'llt;;Cl'TC'CTIT~O.T(;l'll - 1140 

- l C L ' M S S X t A • V Y K L P L P C X 
1141 • GAT'I'GO.TTlllAc.TTTA'IGG'I'Cl.:UGCfAGG~ITGCTTl'GAAAA«'"l"G'I!l,{".Act'TACA - 1 ¡Go

·I::lLX. V Yt;;O.S*DCr'tKLLlf t: l! 
1 : 0 1 - CATA;AC'CAANAC"l'CTTACAG~GAGC.lllAlll.llllllll.lll.llllllAUAU - 1.4'5! 

- I D Q • L L 0 R 5 1 X 1 X 1 K X M X K X 
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Proteína de (es puesta a etileno (AM040273)' 

1 - TCTCG1TGG?.I\TJJTCATGGOOTATTITGGJ.TG?.n.?.Cól\G~O..l.l.U~.IG.'Ilt.?-\GTA - EG 
- S R W H I ! C V F W M I T R R K K • K V 

H - cr<:n.GO.ATTGTG?.GOOGJ.C.\J..C.!J.TITC.\CAC?.GG?-UC!GcrATGlleO.IG}.'TT!CG - 12 
- -t.•Qt•ADKliFTQ ETAMTlii T 

1:1 - CC.!J.GCTCCG?.GATcrGGACG?.WCTTTITTITTTTCTCGGGAACC~CCATTGTGTTGG - 1!G 
P!~ tl'ii'ISFF .F FSG~APtC W 

1!1 TlCCCGGGllTTCGCCC!TTACGGCCGGGG?.GTGGGTCl'TTóATTCllGGCGAGI<!AGGG - :4 ~ 

YPG IRPtP.PG:SG•LitGE V G 
;u ATGG?.AGGCG?.GTCllCCCTGGTGlTGGTACC!GTGAGTGAGTCGACG!TO~.O'".GTTAT - l ·M 

- ll E C t S T L V M V A V S t 3 T I : G J 
3 1 - CC?.C.'.'ICCTTCO.TTACC?.GT?-UGI<?.C.CATTCG?.GTGG!CTCTT?-\CUG?.ICGTTCGT ·- lE~ 

- P!IA SISSKGAFEIITLliKI V II 
H1 - TCCllCAeTTCTGGTTTC?~.IICTCCTTITCCTTC?.TGTAellGTTCCCGATGAi>GATGGT - 420 

-!liT SGFKLLFll! V QVPDEDG 
121 - TTTGAAGlUTGI<ATACCATATTTGC?.TCACCTGAGGlTTTC?.IIGGCC!TG?.IIA!AC!GG - 4! 

- F t D M " D S I r A S P E D r K G 11 K lf R 
1!1 - G!O.IIGUUG?.GCACTCCATCTGCTGGAGTGCTTTGTTAACCCCTGTC!TGAAATTGGG - S!G 

- D K I 11 G L H L LEC F V JI R CHE I G 
SU - GTTCCTTGTGUGO.TGGAO.llGll?.GGTGlTCCCAAGGllATCATTTGCO.CGHGTC - EO 

-· V P e E A 'il T K l G D P X E I I e ll t "v 
E~i - lllCGTGTlC?-"CO.G!TCTTCTTGTGGTTGGTTCCCGTGGTCTTGGTCCTITTCAGAGG - EEO 

- K 11 V Q P D L t V V G e P. G L G P r 9 R 
EH - GTTTTCGTGI<G?.IICTGTUCCCAGTTCTGTGTO.ACCATGCTG?.IITGTCCTGTTGTTAO. - ? ; 

- V F V G T V S E F e V K H 1 [ e P V V T 
:<1 ATT?.IIGCCClGTGC!GCTG?.G?.cTCCTCAGGlCCCCATAGlTGATTllTTO.ITTGGTGT - l O 

- I' K R S l A E T P Q D P I D D • P I '~ C 
!1 - ATTTGACCGCTTCATGTTCAAOólTGC!TGClTATTAG.\TGT<:n.CTTGTCACACCGTGA - ! 1 
-!. ~ LB VQ RCMl! rieLtVTl • 

¡·11 ·- llAGli.TTGTGGGGATTTTC!TTITGG'ICCTGTTTCTGT.\.GCCIATATCTGTCTCCCTTcr ·- ~M 

- ~ D e G D F ~ F G A V 3 V l Y 1 C L P S 
ó01 - TGTTA.!J-~.ll?-'llt.}.)_UH~~.?.)J.l.'.?.'.llll - ~31 

- e ' ~ K X 1 K K l K X 
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PR10 (AJ879115) 

1 - ACACCAC.\T'r:ACATT!TATTCAttTTI>.TT>J<:Cl'CTCtt'TTTCTtAl'TttT'I'Cttrtntt - EO 
- T R X Y I ~ t X L L S 5 L t L I ~ S L r 

El - ll=UATTMTCAUCllCATT!TGG<;t?.!CAATAOCTAT;crCATGltnCCACUCC - 12~ 

- X A ~ • 5 • • 1 W ~ 1 1 T Y A H ~ 5 T T 
121 - AC=ACerl>.aA~=TTCUAGCttr~TTCTTOATtt'TGACAAOCTUTCCCA - UO 

- T V A P T R 1 F X A t V t o" ! D 1 L I i 
151 - lllr.Tt;lTGCC'NA'MTrl.A'Ci'"ACATTGAGACN'I"l'Ca.NGA.;ATClllCO.TCll<aAG - 2t~ 

- K V N ~ D V K D I E T V D G D E T I X K 
241 ... l!GAACTTTGTI'<r.U.G~~CCAATAA.Ag'AC'!'NAAACACllGUTCl.XICiGTTGAT - aOI)' 

- N » r V ~ C C P I K Y L K K K I a V V D 
101 - CMAAUACTTCGT.UCTUATJ.TttACTNT~AMGACATGTTCTt~l.GACl.UUC - H O 

- ~ X » L V 5 l Y ! t V t G D V L G D X t 
Ul - GAATC'AA!TAOTANllGTC.A..UTTTGAAGC'ITCNGUATGGAGGATGT~1"IT~C.U.G - 42:1) 

-t. :SI TY:EVXrEA-'GJft;~C'VCX 
42.1 - AC'llCAAGN~ACCACACA.W~NA'I'Cl.~'I'T'GT'l'Ac:TGlltMAIMAC.ACllTGTA - 1 BQI 

- T T ! t Y K T X G D a V V 5 ~ t ~ H 1 V 
Ul - GGCAA~l.GA.UGCO.l'TGACCTTC'ICU.GGCN~llGCGTlCCTCCTCGCC..UTCC't - 54.0. 

-GXtXliDLLK A V tAYLLAXP 
~41 - ttTCTCTA<:GCTTUANATCUAAATTA>J<:l.Cl!CCATACCTCACAAGTCGGl.CTTAT • HO 

- ! V Y A • N M l • • S D P Y L • S R T l 
EH - AATAATTUAT'I'C~ACTttrAttUT'I'CtnCllllGT'I'CCAA~GATTCl.CTttrACAA • H O 

- Y H Y I R 5 P I i S ! X V • R D • V L Q 
6El ,. TATCGTCATA<;TCttrTC=AGTCTGT'ICTtTTTCCllATCTAT<;TCATGGI>.GTCAACT- n o 

- Y X ! ~ L L t ~ V P f f 0 M Y V M t 0 T 
1Z1 - TTCllTAAACAATCCTCTAttllAAGTTAATACCC • 755 

- rH:XEWCIXS•YX 

PR10 (TSI1) (AJ878871) 

1 - ACACCACATTACATTATAT'I'CATCTTATTATCC'C!C!CTTTC'T't~.TTTCT'I'CT'ITGTIC - 60 
- T P l! Y I I ·r I L L' .! .! L r L I :5 !: L 'E: 

El - UGGC?-.ll'!'IllTO..AACllCAnATGGGTATCAl.IAct"U.TGCTCU'GAGTCCACllCC: - 140 
- X A ll • 3 JI ll I M G I ,ll T Y A JI E ~ T I 

121 • ACAGTI"GCACCTACll~=TTCAU.GCT'IT~TTC=lTtt'TGl.CllCCTTATCCCl - 11 
T"i A PTa~FilAL V LDSDliLI P 

t!l - llAGTGATGCCTGATG'I"rllGGA.CAtNAGAC-l'G'I'TGATGGAQTGllACCATCllGAAG - t4C 
- ll V M P n V X D I E T V D G D E T I ll K 

.4'41 - AtG1-..ACTTTG'I'l'GAAGG'Tc;GTCCAJ.TAAAGTAC'ITGAAl.CACAAG,.TrO.TG'I'GGTTGAT - ~Q 

- ~ • P V E G G P I 1 Y L R JI K I JI V V D 
2G1 - GAGAAlUCTTGGTAACTllATATttACTTGTGGAl.CGAGATGT'ICTTGGAGACllATTG - .;6 

- E X » t V 5 X Y S L V t G » V L G O l L 
¡n GJI.Attll1TAC'T'tATCllGtt}jJ.TTTCAAGCTTCTCGlllTGG}.~ATGTCT=CAAG - 4<~ 

- r 5 I T Y E V X F t A ' G • G G ~ V ~ K 
l21, • ACAACll~TCAGTACCACACAllAGGTGATCATG=TTAGTGllGAAGAl.CACllTCil - 4! 0 

- T T 5 E Y JI T X G D JI V V ~ E t t K ll V 
4!1 - GGCllAGAGl.AAGCCAttG:J.CcrtCTCAAGGCTGTCGllG~TAC'CfCCTCGCCllTCCT - .!fO 

• G X t K A I D L t R A V t A Y L L A ll P 
-Sfl • ttTCTCTACGCTTAAATCATGAAAAATTAAttl.Gl.ttCATl.CCTCAGAAGTCGGl.CTTAT - 600 

- 5 V Y 1 ~ W M X K • S D P Y L a ~ t t Y 
Ell<l • AATAATTATATTCGGACTT'ITAttllT'I'CGTCAAAl.CTTCCA'A~GATTCACTT'ITACAA - H~ 

- KiliYIJt!f'!lii5Sli:VP RD• V LQ 
~El - TATCGTO.l'AGTC'I'Tl'TGT!G.AG'I'CTGTTCTt'!'IK'CAAA'l'C:TATC'I'CAl'GGAGTGllCT• - 1 : 1) 

·YPIB5LLL5VFFF0MY V Mr•T 
74:1 - TTC'llTllAGUTGGTc;TA'IC.U.U.GTtAATACCC- '7 !5-

-!'lrlC~I"iCIICS•YX 
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Omega 6 desab..-asa (AJ879069) 

~ ~CA.CTCll.?o.C.~J>-\GCCTCTU.~llGAG.!GH-\A.\C).KCAlC'!!lt!ll.TCnGl.GCI' - 66 
- M ! • l K A L R ~ E X • I Q L I N L r L 

El - TTCAGGATTG>.GtJ_\AJo.IGGGAGCAGG!'GGCA.Ul.TGAGITCtcr'.>.GCAGCT1AlllTGG - 1 ;:o 
- 5 G L 3 K W ' A G ~ 1 N S ~ P A A X ~ ~ 

121 - !.G.\U.AG.H.AAGTO.TCIGO.Jo..A~AGTTCO.ICTGO.~CCTCCCT'ITACACTTGGTGA - 1!0: 
• ~ K X ~ H L Q W V P ' A X P P f T L G D 

1!1 - C'GTI'AA<;.,U.C~ATrCCTC'CTCACIGcrT'I'Cll(:I;ATC"l'CICAITCGCIOC!TC'I'ACTA - H () 
- V K K A J P 2 H e r 0 & 3 ~ 1 a ! J Y Y 

.:241 - C'CTCATIH.GG.Atc:J'CUTATTATctCP.TrACTTJJT}.CA!TGCJ.GCO.CTTAC'TTC'CC - aoo· 
- l 1 lC ]j L I' I r ! I T Y Y 1 A A T Y r P 

·:a0o1 . - CTCTCTI"CCATACCCACI'TACTIACCTI'GCATt;GCCTGC"''TA~GwlCATl"ClJWGTTG - a EO,. 
- ! L ~ Y P L T Y L A W P A Y W V T 0 G e 

2E1 - NTNGC.ACCGGAAtJ..TG(ÑTCATNGC'CANAGNCG<;ACACC.ANGCITC'l.;t'GATTA - 44:6 
- V G T G ·z W V t G ~ t C G H ~ ~ ~ ! D Y 

4C.l - ~lltGG;tAG.A'IG.!C.\CCGTTG-;CCTI'ATctTCCACTcrt;C!C'.U.nGACACCCTTC.TT - t ! O. 
- 0 W V D D T V G L I t ! ! A 0 t T P r r 

1!1 - CTO.I<N.Al..\AI'IAGTClTCGTC:;TCl.CCl.TGC:CllC.lCCQ;TJ'Cct:TTGl.AU.~U'GA - 5.-t 
- ! W X I ! ~ R ~ ! H A X T G ~ t E • D t 

! 4·1 - GGTC!}.O.Trett~TITAAATCCAJ..ACTTAG.ATCGTACTATO.JJAC!TGG?..CUCCC - EOO. 
- V Y I ~ R r K ! K L R W Y Y Q Y L D X P 

601 - l!.GTAGGl!.CG..A.GTAGG!'G!}.C'TTGCC!11'ACC'C .TCCTCT!TGCCTG~CTT!V.C'TGGT - EfO 
- V ' R V G V t A P T L L r A W P L Y L V 

t:e:1 - CfTo.!IJ..T'CTC'l'GGC.'.!G?.AGTACG?Jo.CGG!ttACA'fG.TOTTATt;ATCO..\A!JI.GCCC: - 7 :~ 

- r B I ~ G X R Y t ~ r T C H Y D P M ~ P 
.::1 - ACTATAncrC:AGCGCQ.GAGAC'f}.CllATCCTCl!'C'TCAGlTGC}.GGCGTGCITGCAOC - 1 ! Go 

- L Y ~ E R ~ R L Q I L I $ O A G V L A 1 
i al ·• TACC"I'Ar'GTGnGTATCGCG'I'AGCTTl'<NC.Ull~TI'TACCTG""-"'"TTGTAT;QTC.IA - !4 

- T Y V L Y R V A t A X ~ F T W L V ~ T Y 
! 41 - Tt;GGGTGCC'CCI'CC'l'TliNTGUCGGCTTTAnGTGTTAATO.CTCTTI'!'GCACC'ACXC - ~ M 

- G V R ~ L I V ~ G F I V L I T L t ! H T 
Sl)1 - t'C.\CGCTTCACNC'CACl.lTll'GlifCAACCGAGN-GGA'l'T.&TCT.llGAGG.AGC!TCTAG - iE 

- X A ~ L ~ H Y D ! T E W D Y L ~ G A $ S 
961 - CTAC;GTAGAClGACAC7A.C<:CNTGTG...-rGllO.G<G'IGT'lTCl - 1004 

- Y G R ~ R L P V e • T G V ! X 
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Omega. 6 deutll"asa (AJ879()71 ) 

1 - CWGGCTAlAGCTAllACT~-AHG.UC~TCTCT'Nl<:AloC!TrGAGJJlaAGATTGU - EO 
- X A I ! l 1 X ~ R ! t V ~ F E I 0 D 4 T 

61 - CAllAANWGTGCTGGTGGC.AATATGict1CTCCllC.UCt:U.1GOG.UGAGllGU.ll - 120 
- K M G A G G W W ~ T P T l K A E t K K » 

tH - ATTCTc:rcC:AllGAGl'GCCAA TTTCGAAGCCTCCATITAC ll TTGc;TGATATCAN;J.AGG - U O. 
- ~ L ·E B V P I -.5 K P .P '[ T I _G 1) I 1 11: A 

1!51 - CTAr<:CCTCCTO.CTGCl'T'Nl.ACGATCTCTCAT~Tl'CGTCCI'CCTATC'ITG'l'T<:AGG - 240 
- I P P B C r t a ! L l a ~ 5 S ·y L V Q D 

¡u - ATCTCATAC'Il'Gl'CTACGTCTTrTAI'TACATTGCC'TCCACCTAO.TCCCIGTCC'ITCCll ... aoo 
- L r L V Y v· r Y Y r A !! T Y r P. V r. P T 

:101 - CCC,"':;TlTClGTU'CTAGCl.T~C'TCTTTACTG~TC'I'T1'CAA,C¡GTICIITrAt;C.\CCG - a E-0 
- PYQ Yl.A~Pt.YII r r~GsrsTG 

~E-1 - G.ATTA'l"CiG"C.TCATTGC:CCAC'GllT<;C®CCATCA<ii'CCITTAGTGATTACCAATGGCI'CPlt. - 4;:0 
- l. 11 V r A X t C G H Q !! r S D Y 0 W t. 1 

4C1 - ATGACACtc;tTCGTtTTGTOCTCCACTC!c:c.AC'!TTTllCACO.TATTTCICA!GGllAI - 4! 1) 
- D T V G r V l. K S 1 r. L T P Y ~ S W K Y 

iel - ACAGTCATCG'ICGlaCCATGCCAACloCTllTTCCCTTGAGAACGAl<:llllTCATGTCC - 5i0 
- ~ M R R K X A » T • ~ L E W D t • H V ) 

541 - CTAli.GCTl'.U.U.CaAAC.TllGl.TGGTACACCAAUTUAO.TUATAATCO.GTAG:.AA - 1!·00 
- X t K T X t a W Y T X t Y 1 • S P V G A 

Ml - GATTATTCATAC'I'TATG1"TCAC:CCTCACTGC'tGCCTTGCCrii&TACIAIGCCATC.AATG - ~6 
- L r I L Y f t L T A G l t t Y Y A r M V 

E61 - TAG.."'CGGI'U«.'CC'f'An;~c:;cr.ITGCAl!;TC.lC'IATQ.TC.C'.lTAT.lGCccr;A.ttt.ACA - ? ~O 
- A G J: P Y ~ ». f A ! H Y ti P Y S P ,J Y )f 

i 21 • ATc;;AC(.';TGl.IJAGACTTCUATC'l.TC.lTC''l'CAG.lNTMNTTTGATNO.GCTAC;ITA~ - '1!0. 
- U a ~ R ~ 0 r I I S D V G t I A A S Y V 

i .U - TAnGtAT~CCTTGCTl.TGGCACll~CTAAC'I'TG'GCICAU.T'TlTCT.Ut;.GG~c;c - a•!) 
- L ~ R V A M 1 Q G L T W L I C X t G V P 

etl - CAG-TCc;tAATTGT-GllCAGOTO.TA!;TC;t1'GATClCTTT1TTACACCAX&Cl'CACCTtT • 90.0 
- V V I V X ! f r V L I t L t K H T H L 5 

SO<l - CATNCOaCAcn.TGAITCGTCCGAANGAGCTGGAt,TCGAGGACcrcnGCU.cTGTAG - 9~0. 
- L i ft Y D S S t W S W r R G 1 L A T V D 

~H - ACAGCGACTACGGNGNCI'GACTJo.AGUC'ITCCAC.U.CATTACAGATAClCATC;TTtTG - l ·OCO 
- R ti Y G G A D ~ D L ~ g M Y 1 Y T C f A 

10~1 - C.\~TCTGTICTeAAACAIAC'CACATTlCAATGCU.TGGAGGCAAC'l':U.AGCTATCl.AG - 1·0!0 
- ~ ~ V L X X t T L 0 C • G G • ~ ! Y Q A 

10!1 - CC~ACTCGG}.;llTACT~Ol.ttCGAt(Ot;.UCTCClTTTTACAAAGCllTATGGA.GG - llf O 
- ~ T 1 a 'x L i t ~ V » S I L 9 5 • W ~ ~ 

UU - G.A'tTT'l'Q..l!GO.TCTl.T~GAGAAAQTQ.MiG:lTCTCUG"lCalt.GGCAl'T'TTTTCÑ ·- 1-00 
- r • M B L e • ~ R ~ R t 3 R P 1 K f L V 

1~01 - TATlll.CAQ.lC'IAt;TUUGTG<illUl'TC.lCC~.U.CTAGT'l'TGCTl~AITGQO. - 1260 
- • T E L V ~ V ~ » S P A T 5 L L G I G X 

l ':E¡ - AAATGiiTG1GTTG1<:TG!1TTCUAATAAAGTA=GA!TTGTAATGTTGCTTTAAGCC - laZO 
- W f E L e V f X X K Y W X C W V .1 L S L 

1n1 - TTATTGlAQ.llCAlTTtClTTAIGA.l.lltllT1TC'!tTAl.Ttn~QU.AlAAAAll - 1250 
- I V t T l S L ~ K ~ Y L • l L G K K K K 

12!11 - A.\All.Allllll!A.U.A - U~' 
-xxx· xxx 
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Este rasa (AJ879119) 

1 - AI.TGCCIG!CA!TTCTACTACCATG!:r>;Gl.GCT!TGTTITCYTQTGCCAATWIT~CC • ~G 

- J 1 C H F Y Y 5 V G A L r ~ S e Q ' E A 
El - ~GG.!.TITG!TITG!CllGG.~crTC<TC-G).)_\CCT>;GGCHTGG!TI.TCYCCCml-~TT - 1<D 

- W DL FCQ G LlGNLG. !iGYLP•1 
1~1 - TCG!TW.CCCCYGAI.ATCGCcrTeCTGCAGCTrlCGl5ATGCCl~Gl.W.G!TAIAT - 1!0 

- S F. G P ' Y R L P A ). Y D D ! M D G t Y 
! i !. - ~Gl.TUHTCllC!CllGll'Gl-'.~GG!CCGli.U.lT!T!Cl.GATT!Gl.GTl.I.CGT!TAT - .2 40 

-· W I 'X 5. T 9 D t ;¡ V R E Y 5 D L S X V Y 
~41 - CYTITW.UCY!G!TG!GGTC-GHle!n.GC!TACC~Cl.GC-GTri.CGGG!l'GCl.GCY - 300 

- L F G ! ' C G G J t A Y ! A G L R V A A 
l 1 - GGGC<UlCAAl.GAAC!!Cl.GCCl.G!Gl.ÁGl.TCl.llGGGCTU!TmCJ.TQAl:Cl!AT - 260 

- G l. Y l E L E P V X I 1!: G L I' L K Q P Y 
lH - TTCAG!C.(;l.lAI.A~GGliCAGAI.TCT~l.l.Gl.GHGCilll,G!IGATCl.lCITITGCCA - 4~0 

- F S , G i J ~ T t S r t l L l D D Q t t P 
1<1 - Til.Cl.l'GCl.l!TCAl:l.AI.ATG!TCGlcrTG!CCYTGCWAI.GGGACACYruTOIGl.I - !!O 

- ¡ · ~ l. I D lt Y F D L S L P. l G T L D B D, 
1!1 - CAIGAl.IlTICCAirn:ClTITcrTAI.W.lGGG!CCAl.GCl.ITIAGATGl.TGIG?.TCGCC - 510 

- B E Y 3 1 P F ~ 1 G G S X ! L D D V I 1 
Sil - CHC-GCIGGl.~l.!TCTTGTHCTC-GTGTCTCIGGl.Gl.TCCTCIGG!TG!Tl-\CGCGCGC - ~ O 

- 9 G W X I L V ·r G V 3 G D P L V D M A R 
~01 - )J.CfTTGC)..l.l.TT!TA!'.Cl.I.GHUAC-GC.\TAI.l.lAcrT!CllGCTCTITGHGAIGGT - H O 

- IFAr r llttlG1lTFKLFGDG 
EH - l!l'Ql'GCl.l.!TCl.GGGGTITGAI.CC!TCUJ.GGeAGCAGCTTil. l.TTGGCGCCCCel\~ - lZO 

- Y ~ A 1 t G F t P S K l l A L I G A P X 
m . - G!TITCl.TATGTGC!!CTAl:lll.IIU.I.I.I.Tl.~GCCHGIAGCl.TCCIGCY!GCGT!GI - 10 

- D F I e A T T B • K Y G Q V l ~ C • R ~ 
n1 - G!TTGmCATITCCTTCU.ATJ_\).TC!l\GTGAGcrTcrTIGTGClli.'.TAAGAGGGGTTI - !!O 

- V e f 1 ~ F K • 1 K • 1 ! L C K • E G F 
! !1, - M:I.!CC!CCTTCCTGTUGl~!TrlCTITl.AI.ATAT!ATATITCTcrTGAlGATQI..l.GT • ~ a 

- T ! S f L L E 1 T L K Y Y 1 ! L E D Q S 
101.. - TII!G~lTG!GIIATTGCTCGli.'.JJ.)j.!AI.l\AI.lll.\li.UAl.Al.!UJ.A - H~ 

- r R D t L L L E K 1!: K X I i K K X 

Glut atlón S-trams ferasa 12 (GST12) (A MG40271) 

- TGG!.l.O.."CG<iGl-'. TCGGCCl.TTl..CG'GCCGGGGl.Gl.GCl.l>-UTV..CTQ.G<illAACAI.AGT - ~G 

- G T R E ~ l l T A G t ! K 11 A E E N K V 
El llTCCTI'CJ.CA1'-'. l.CAUTGCUGCl\GG!ANCHTGl(;lGT?T.AGTTGGCTCT0.1-UT - 1< 

- r L ~ K T Y A ~ R Y A M R V ~ L 1 t K 1 
U! - Cl\llGOC\TACAGTTIGAGTATGTTGll'GMGATTTGAG<:llCllGlGTCCTG!G!TGCT - !aO 

- i G I Q F ~ Y V D E D L ! i X S ' p E L L 
1! 1 Cl\AGTACAATCCTGTTCJ.CA}.G}.!GG TICC'I\':TGC'ITGTCCACll TGGT!UCCTG TTTC :; 4 O 

K Y N R V ~ K K V P L L V 1 B G K i V ~ 
241 - · TG1.GTCCC'TCATClTTCT!G1 •• UlTATCG}.TG1.!AC'CTGG1..AGliCC'OGTCCTCTl.ATC1T - aao 

E ~ L I I L t Y I D E T • K T G P t I L 
3 !.. - GCC'TC1.GGATCO.TATGJ.GJo.GAGCCAG!GTICGTTTITGGGCCUTTIC.\TTGATCl.GC.\ - H O 

- P 'O DPY!:RAR V lFiiAliFIDQH 
3f1 - TCTCATACCTAGCACAAGGllAG!CTGGTCllCCI.CTGGGGAAGAM:AliGI.G.AAG'GCTll 4 <~ 

L I ? ~ T lli K V W ~ T T G E z: · Q !: K A K 
421.. - 1.G1.GIGAMTTATGGllll.l. ATTG1.GMTI'CTTGllGAGGAGTTGllGACC'CCAAATCATG1t. - 4 U 

r !: I N t K L R I l L E L L K T P S H t 
4!1.. - 1.H.TGATHTTTGGGl.CTCCT:1.0.1.ATC'TTGTTGG'TT).CCCTATTTGGTTCl.UTA1.l!.G! - ~1 0 

- i D JI L G L L ~ I L L V T L F G 3 Y K V 
~41 ·- 'ATl.TGllGAGGTTC'ITGGTATGI.l!.GATTIIv. TI C'CAGJ..AAACl.CCCCCCTACTTT ATTC - ·6~ 

- Y E l: V L G 11 K I L .V P t Ir '! P L L Y 5 
é G! ·- ).TG'IGTGACA!GTTIAllCAAGTTGCO.Clv.TGMGGllG!TTGTCCTCCTCATGATll - H O 

- C V T ' L ll K L P L ~ K t V C P P H D K 
f61 - GATGGTTGCGTTAGTCllCGTCTATI.Gl.CAJ>.l!.?.l!.TIATTAI.l!.ATCCl!.GCAC'CAAGTGAGC ~ '7 :<O 

- 11 V A L V N V Y R ~ X t L X ~ ~ T K ' 1t. 
121 - TGC'ITTTGCTTIT ATG?.GTTIGCAA.\ TATGTTGAGTTllTCl. C'TCGAeTTTGG~AG TTU -

- A ' A r M ~ L Q I C ' V » H ~ T t G V Y 
fL - TTT)_\l}.}.)o_\TO, TTGJo.l!.C'ITTGTTT!GT}.TCI.l.TAH..l.T'IAG'TCATTGCATCl-\TTGCC - ! 40 

- L ! K S ~ N F V L Y ~ • » ' ~ L H ~ L W 
!4L - CCCCGGTGTTTTITTI'l'IC.l.GATT TT ATIATATGTTGI.TTTTGCTTGTll!A.\GATGTlt - S C ~ 

P G V r r r R ~ Y Y M t I L L V l R C M 
> 1 - G)o.CT!CGTlTGAGATCTAATHTATCGTITG'IGAllCATCJt.TATAllTTTCTGt )_>. ;..GA.\ - H 

- TTF E. r•· .,YBL ., HI "IS: \t K,X 
S>El - J..>..}'_lJo_}_u,_~_,._,_,.A.l_\JoJ. }Jo_l.}Jo.t~. - sa • 

- K X K X X X X X 
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Glutatión S-transferasa t o GST1 (AJ879121) 

1 • ~CGCCATNTGTTGGtl.CCCGGr;ll'I'TC~CATI'A(f;GCC~AAIT'C'llC:llTTTTC' - 60 
... J. A 1 V' t V P 'G » 5 A I T A G » 3 T 1 P 

~1 • TCl.Tc:AAAllCTI'TATA'IntCI'TCACAtll.Al.TAAtmCTO..TCllllU'I'ITttATA - 1::0 
- 5 S K 'I L Y r !. H l X 4 f .S lr: Q v:· f f I 

1H - AtTT!TlTAAU.G"CAA.UANGOU'CU.AGT'l'CATGGCCO.A!TUGTCl.CC'~"'"TT - 1!0 
- l r L I l 1 K A I E V K ~ i I W S P A V 

lU - lTGAGA.GT'I'GTTGCTGCATTAAllGAAAAAAATCTTGAATTtGAl.ctTGTtcCNTTAA.T - é:4 0 
- W • V V i A L X t K » L t r t L V P V • 

é:U - At(;CA.l.!.\TGG'I'Gll'CACJo..UllGGU.C:CTI'fr!TTACCCTCllTC'CATl'TGGTC:.\l,G;TT - aa-o 
- M ~ • G D H K X t i f l T L Y P P ' Q V 

~~1 .. CCAGCTTTNAAGANG.AG1TCTCAA1CT11TNAAIOJ.QGCCU'IAC1C .. UUQU - aEO 
-PAl' tDGD l.XL ft!I:AITQYI 

ae:t ... ;(:TClO.CGTATGCAG:AC.u.A<;i;;~CO.ACTCTTl.CCO.UGl.CcaAAGAU . .i.T;t;Cl. - 44.0 
- A W t Y A D X G S Q L L P » D P X k W 1 

441 - UlATGTC_TGTA.TGGATGGlJ.GTTGl.A:;CCC.~GAAJo.TTCGACCCCGTIGGCTC.llAACtT - UO 
- I K S V W W t V ~ 1 Q K f D P V G S r l 

1!1 - GC'CTATQQIAGCUTCAAGCCI'ATGAIGGGCAAGGTllCGGACGACGCAATTeT'I'GCA - !40 
- A Y E. I 1 I X 'P W K G x· V T D D A I V 1 

541 - taG.llCGAl(;AQ.lllTG~AllC"rlC:'I'CQCG:TATl.C'(;llQ:.'T~lct'CU.GGAG'l'C'G - EOO 
~ t S E t X W ' X L L D V Y t 1 R L K ~ S 

EQ-1 • U.<iTlc:tTG<;G'NGO:a.TAGCTTtACGC'l'GGCCGATI'l'GCACCATc;crCCt;GGTTTGClT • E60 
• K Y L G G D S F T L A D L R K 1 P G L K 

E!t - TACttc;!TNGGACT.lll-;Tt;U,GAJ;C'n'.;TTrGATGC'Tl.GGcctCAic;tiAGTGCnc:<; • i 20 
- Y L F G T I V X $ L F O A 1 P H V ~ A W 

'121 - NNCNATGlATTGGct.AG<f:CCACiC~GTCO.ACACACnGA.Gtt;AAClU.CACTll - i !O 
• C l D V t A 1 P A R .! K t L t L • X Q ~ 

?!1 - GTGGCGGACGGAl'GAGTAAC'Go;T1..AAAG.A.~.TG'I'I:ITGT«'ITGGGTl'CGTTnCCAAG-CH - !10 
- V ~ D G 4 V ! 1 K A W C V t G r V r Q G 

!41 - ~C:rA.Gio:Gt;H,C:U..O.GCTGAAUCG-ACI'GCTA}I.TATGAGA71.l'Gtlt'ITGT'GTJ'AG'I'l.C - 90-0 
- .s~ "'lf JI.S•X~Lti•DNYLC•t 

i' Q-1 - 'IAITU'Gl''l'l.TCTTNCTTNNTTGO.CTCTTTlTtTC'lATMCO.tc±nANTCft;r - HO 
-Yt V ltAtCC'I !. !-tYSHPY V: C 

9El ·- UTTtCGAGTGTTNTTCOTl.TCGtUACGTTTITC'lTlTATCGl.ACT'ITTTl'CATGl'Ca.A - 1020' 
-trt:ctttAKarsrtttrsct 

1r021 - lU..UAAA.l.l.All~..AllAAA.UAAA.A.ll.A - 1 0 50 
- K X X K k K K X K E X 

Pero,¡idasa aniónica (AJ879066) 

1 - ATCCCAUGCC'ITTGTTTccr<XAATAGATCAO.l'TTAGTTTCTTTCAATAArTAAGTCA - EO 
- P X A f V ~ ~ * R S H L V ~ ~ W X • V ! 

61 - TCATGGcrTTTCGTTTGAGTCATT'I'GAGCCTTGTTC'!AMiO:TI'GIGGCAC'ITGCAC'!'I'G - 1 Z~ 
- W A f E l 5 H L ~ L V L ~ L V 1 L A L A 

1Z1 C.~~TGTrGCTATTTATAG?.lt.ACl.C'CTATGA}.GCCATG~.TGAATAA'I'GGAGGACTCC'!CC - H G 
- G V A T Y R N T Y ~ A W W N N G G L L Q 

!U • AAA<:TGTrTC1CCA>:>ATATI'GGTT'I'GTTGG~.ATC~.GCAGCCAGTATATTAACGTTAAATA - ZU 
- T V $ P D I G L L ~ S A A 3 ! L T L H N 

241 - ATAAGAATUTAT=TGCAGAAAGAAMil'CAIOCCUATTGAATCAGCAATTAAOCAGG ·- lfr~ 

- K » R 1 G A t R K $ A K L • Q 9 t T Q t 
301 - AGTCATGCGTTTTCTCAGCTGTTAATGGAGTrG'IGGACAG'I'GCCATTGATGcrGAAACAC - M~ 

- ~ C V f S A V N G V V D S A l D A t T R 
261 - GCA'I'G~AGCTTCCCTCATTCGTCTCCACTTCC.\'I'GACTGC'!ICGTCGATGGT'I'GTGA'I'G ·- 4ZO, 

- W G 1 S L ! R L H f K D e f V D G C D G 
4Z1 - GA~TATTC'!TCTAGA'I'GATATTCCIGGATCATTCXAIOIOG~AACAAACCTCACXACCCl - tU 

-G!LLDDIPGl!rQGtQTSPPB 
4H! ACGATAACTCAGCCAGAGGcrl'CGAAGTCATTGCAOAGCTA:UCAAAGTGTTG'IAGATA • ~40 

- D ~ l! A R G r t V I A Q A l 0 3 V V D T 
SU - CATGCCCCAACATATC'I'GTATC'ITGTGcrGACATCTTAGCTATI'GCTGC'!CGTGATTC'I'G - 600 

- e P X l S V 3 e A D I L A I ~ A R D 5 V 
fO! - TTG..'"TAAATTAGGAGGACAAACCIATACGGTTGCACTAGGGAGAAGCGATGCAAGAACAG • HO 

- A K L G G Q T Y T V A t G R S D A R T A 
E E!, - CCllCTTT•.c=TGCTTTAeTTCAACTTCCAGG1CCUCCGACAACCTHClGA.\O.AA - 7 ZO 

» r T G A L t Q L P G P 5 D ~ 1 T t 0 ! 
7H - TACGAAAATTCAGCGACAAUATTTCACTATCCGCGJ.llTGGIGGCGCTAGCCIOIOGGCAC - HO 

R K P S D K H P T I R t W V A t A G 1 K 
7&1 - ACACGG'I'G'OGTTTCGCCAGGTGCGTCACC.GTG'I'GCAACAGClACA~.CGTTAACc-'"TGC'I'G - IT 4~ 

- T V G f A R e V T V e M ~ K K V K P A A 
!U - eACGACTCClA'I'GCAAC'!GcrCTGCUCACAGACAGAc:rceJ.ATTTGCllO.ATTGGA'I'G - >O& 

- R L 0 e » C ~ A T Q T D 5 K L Q Q t D A 
9 1 - CAA<:TccrGCTGTTTTCGACAAGTTTAC'!J.CGATGCGTTAA.~CAACAACAGGGGll - iH 

• T P A V r O K r T T W R • T T T G E X 
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GST/pero~idasa (AJ879067) 

1 - ACIJ..T!A..~.CU_\l"CJ..GTACTAGC!l.TT1c::IA.CAJ...llTTCTTCT'TTCTICAT!'-CltTNC - 60 
- t t ~ ~ o Y • ~ r L o • ! ~ r r r 1 r 1 

H - C!TGT7TIITCATACAAC.A.MAAT~CTAATGATGA.CiG'I'GAl'TCTGnGGAT!tcTGGCC - 1.2:G 
- t P r · ~ T T i ~ A ~ D t V I L L D r W P 

12"1 - TAGTATGT!TGGTATCAGGCT~-.._GGAI'TGO.CI'T~G.AGllJo.G.\GGTJ..A.U.!A~AGTC - 1!0 
- S W P ~ W R L R I A L 1 t K t V K Y t 3 

1!1 - Cli.AAGllGACGATT"'''GAGGllCUAAGTCCA.C'TGCTTtTACAG.UGllCCC'TCl'CCAC.l.l - 2: t-G 
- K t t O L R Y K S ~ L L t Q W J P V H X 

,~41 - Q.AU.t.ACO.Gl'Tl"l"GAT'IO.CAATC;GA..\llCC.U.'I'C~GAGTCTATTA~CAGTrGl. - 2.n0 
- KIP V L L !fJfGKi'ICl..SIIA V E: 

aD·l - GTA.TAITGATGU-'l'GTGGll~lTlllGCTCCT~C'TTC.:TACTGATCCITATGUM- 2E.O 
- Y I D t ' 1J 'ti K 0 K A P L L P T D P Y t :R 

; n - }.GCACD.GCT~GATTCTGGGCTGAC'TJ.CATrGACAA.GllG'nTTrTCATTCU.GCCGGll - 4 &D 
- A Q ~ R r ~ A D Y I D K 1 l l D ! ! a X 

421 - GlT.At"l.O.ACAUG"<ÑlGllG'lGCllGAGGCAGC'IllGJt..AA/i.Jo.TTTO.tMAAIGCCT • 4 e& 
- I W T T K 1 ~ t ~ t A A K K O r I t ~ L 

4!1 - TAAGGTJ..CTGGAGGG.AGCACl'AGCAG.\GA~C'IITCITCGGJo..GGGGA'lA!CITTG'lTT - ~4 G 
- K. V L t G A L G t K P r r ' ~ ~ O • f ~ f 

541. - TGT"ATGTTGC'ICTt;!TTGGGT!CT'AO.GCT.GGTTTTTTGC'T!AC<aG.AcrtGTG(;'f}..!. - EI>O 
- V O V A L I G r r ~ ~ r f A L t T C ~ ~ 

e;01 • C"'TC.AGCACAGAGGC'T'-A~TttAAMT~TCACTTG;GCC.UG.ACGTIKA'I'GCAGAG - EEQ 
. r ~ t t: .A r:: e ~ K r ·v r w A x a e w. Q tt: 

E:61 • ~AO.G'NTGOCCAAGT<:TTT<iCCNK"CAACATAAJ;GTCC'INAG'ITNnt'l.llo;cr - ~ 

- O ! V A X! L PO Q H K V L t r ' V Q T L 
?21 - ·llCll!GAAGTATGGU.t'f'GAATAAACAfATGCATATAC.AlTTATGCATC1TAATGT'GC'r - 1 !!O 

- a X k Y G 1 t ~ T Y A Y f 1M K K , X V L 
l U - Al'.UGAAAGG"~Tf(:GGCCTTCT'NN;C.TGTAGGTTCli.llTC'GUCAGI'TIGTt'NóGT - .S U 

- ~ E R 1t f' G L L t L ~ V 0 I a T V C L V 
!.41 · O.TTGTGTO.AGTGAGncn.CTTnA.crG<;T.UTAU.AGAC'lC'TU..AA.TCTG~'"'tGG • ! S! 

- I V 5 5 t f' Y f' Y W ~ • X t L X 5 V W 1 

Glutatión peroxidasa. (AJ97.3135) 

1 - T~.GCCCATCCATACAGIT!TACCCO.TTCTTTATCTCCTCCTGTTGTTGCTCCTAHGG - E 
- X F I H T V L P * 3 L 3 P P V V A P K G 

61 , - TTTTGAGTTTTTGGGTTTGAGAT!GAATCGTAACATGGCTJJ.GCCAATCCAACAGGCCTCA 1 Z 
F E F L G L R L ~ l » M A 5 9 5 ~ R P 9 

121 - }.TCTGIT!ATGACTTCACTGTCAAGGATGCTAAGGGCllGGACGTTGll'CI'CAGCAT!TA - 1 U 
- 3 V Y O F T V K D A K G K D V D L S I Y 

1~1 CAlGGGAAAGGTI'CTTJ.TCATTGTCAATGTTGCATCAO..GTGTGGCCTGACTAATTCAll - 24 a 
- K G K V L I I V J V A 5 9 C G L T X 5 ~ 

2U - CTACACCGACATGJ.CGGAGTTATACAGAAAGTACAAGGACAAAGGIT!GGAGATTCTCGC ·- 3 ~O 
Y T D M T E L Y R K Y K D K G L E I L A 

31)1 ATTCCCTTGCJ.ACCAGTTC!iG'IGGGCAGr.J..GCCTGGJ.AGCATCGAAGATATCCAGCAGAT - H 
F P C » 9 F G G 9 t P G S I E D I 0 Q M 

361 - GGITr<iO.CTC'GCTTCAA<;GCCGli.GTACCCAGTATTTGATAAGGTCGATGTGAATGGCGA - l2 
- V C T R F K A t Y ? V F D K V D Y X G D 

4.::1 - TH.TGcrGCTCO.CTGTATAAGTTTCTGH.J..TO.AGCAAAG<>TGGGTTCTTTGGTG.\TGG - U 
- ~ A A P l Y K F L K 3 ~ K G G F F G D G 

4!1 - TATCHGTGr.AATTTCTCO.AATTCC!O.TTGACAAAGAAGG~.ACGTCGTTGATCGCTA - 5·4a 
- I K W • F ! K F E I D K t G » V V D R Y 

SU - Cl'CTCCAACCJ.C'rTCTCCAGCTAGCATGGAGAJ.GGACll'CAAG;..AACTCTTGGGCGTTOC - 6~G 

- 3 P T T S P A 3 M E X O I K K L L G V A 
E01 - ATGAGCTCTGGGTTACGCTGTTTCT'óO.TTTGGTGcr lGAAA T>-~CGlGCGTG T!l TAOC - H 

• A L G Y A V ~ A F G 1 a » » E R V I A 
6ól G).ATAAGCTGTTATGTTT.cA!GTHTIT!CITCTI'GTTCAGCTGCTACTACGTTTTACTG - 7 2 

- N K t L C F W ~ F 5 5 C 5 1 ~ T T F Y C 
14'1 CTTGT ACAAT CTCAAT }.A TCAACA TA TTTCTT IT TAC AAGTAAAAJ..Al.AAAAAAAAA.\AA ! ~ 

L Y N L » » 9 M I S Y Y K • X X K K X X 
7!1 AAAAAllAAAAA - 1 Só! 

- K K K X 
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Proleina inci.lcida por ácido araquidón1co OEA1 (AJ879120) 

1 - lACO.XAGOCAllll!.UAAATOlCITrllAGTTTAllCACCTAlGTUGlllliA!GG - 60 
- P E P K I K I Y F K V • r P K L t J M A 

61 - C'!TCCAAGllll1:CACTAC'!CTrGCTC'l}.l'TTUCC!rGTGllCC!!CTT!!!!!C!C!C - 1ro 
- S K K T T T L A L F I L V » L L F F S L 

121 - TTGTGAGTGCA:rGTGGCACrTG!1:CAAGTCCAlllCCAAAGCCll~CAAAGCO.MGC - 11 0 
- V ! A e G T C P S P K P K P K P K P K P 

1!1 - CAlCTCCAACTCCllAOCCA}.CC1:.CGAGCCCCGGC'!CAAAAGGCAAGTGCCCAA!CGATG • ZU 
- 1 P T P K P ! P 5 P G $ 1 G K e P I D A 

211 - CAC!lllAT!AGGTlTT!GTGCTUTGrTCrTGGAUrrTACTrGQGTTG!lCrTG<:ll - lOO 
- t K L G I C A S V L G J L L G V V L o · ~ 

IM lTCC!CCAAAGUACCT!GrTGT!C!C'!CATTCAAGGAC!TGTrGA!CTTGAGGC!GC!C - ~ 6 
- P P Ir K P C e ! L :r. g G. L V D t t A A l 

IH - TTrGTCrT:rGCAeTGCCCTTA1.AGCAU!AT!CTTGGGlT!AlCCT!H!G!1:CC!lTT! - !<O 
- e L e T A L K 1 H I L G I X L H V P I $ 

4.~1 - C'!tt1l.GCCTTC'ITCTTAAN'IT'TG'TGGC.W.llAGtrccATCTGGC'I'ttOATGTCCTA - 4 80! 
- l ! L L L S V e G X X V P S G F Q C P H 

4!1 - lTTGUCAllCAACTl!}.lCTlCGCCTCAGrTCT).llTMG!TGGlGTCAGC!ATA!GU - H O 
- ' T J ~ Y H Y A 5 V t J K t t . ! A I • 1 

511 - !C!!CATI'!CG!1:ACT1TTACAUT!TCGATTUGrTGT!TGGUITrT1TT!TGG!CC! - H 
-FIS!Ll.HI!I 1 l.FGFLFII5' 

601 - AGG!ATGUC!!CTCCTAT!AAGGATllG!!CUGTG!GCGGllirGTC'lrGTTCCC'!T! - EEII' 
- V ' T S P I K D X F • e A e L ' C 5 L e 

6H - GT~TrGllllTAAGT!CC!CrTTGUT!!CC!lliGTACTTT!TAIACT!CACAA1AT - 7<0 
- ' l. 1 I 5 ' 5 L Y r t K Y f l Y r 1 I Y 

121 - ACAGAAGTC!ATTTrG!GAllAU1.AlUAAAUAUAAAll1llll - n1 
- K 5 L f e t l 1 1 K K K K 1 K X 

Pro le[na de pared celular 3 (AM040272) 

1 - GATA'IC'"AG!<;GTATAn'GAGCAGU.TCc.ttiC.:GI;Gt;All~TTTAl.<:CGTGTTAtc! - ~ 
- D I G 1 G I L S A I P 1 G K D L r V L ! 

61 - O:TCHGUTl.TTCATGt;:GGTU'tTT~GGl.ll«AG«GClU.).UTGl.Ul.GTACTT - 1;0. 
- • ' X I B G G I L t ~ T K • K X ~ X V L 

1.21 - UGCU.TTGTGAG~!.C'AAC.UTTTO.Cl.CAG(;UACAGCTA'NACC'Al''-ATTAC:GCCA - 1!~ 
- •Qt lt' AJ:)lfl'fTQ tTAMTYIT P 

.1~1 - AGC'I'CCGAGl.Tc:'!~~Nio:TT'l'TTTTTTTTTCTCGGGA.AGCGCGCCATTGTt;TTGGTA - .~4Ct 
- .! .S E I . W 1 ! :r f' r' t L G X 1 A 4 V L V 

.. <.41 - CCCGt;GUTT~CCATtl.CGGCt"'NlTCC:CTCAA!'ITTCUIT1TCATll~l('l'lA - 301) 
- P G J S A I 7 A G J:) P S I r M Y B X Y ~ 

~01 - GCTTTGllA.U.U.llTATlGA.lTGGG'IttCAA!.ACATI'rC~TrGC'ITG<;CCTlTTTTTG - 3 EG' 
- A ~ K X K Y R Y G ! ~ T P L t L G L f' L 

2E1 - Gc:TATTfi'TTTUTGATTlCC'IC'CGl.G.;TTGT~CTlWG.UnG.AGTGAl.AC'IC'CCAAC - t:Qo 
• A I r L V I T 5 E ~ V 1 1 Z L 5 ~ T P X 

421 - TC'AGCGllGGAAGTAGTC~GATG;NTTGG~GTGACCC'JTATnTU.GGGTGGAGCi-A- i!fl. 
- ~ A K E V V V D G V G G O P Y Y K G G G 

4~1 - TATAAAO.Tl.UGGATGTTJ.Co.t:UAl'GCll&l'ltt~C'JIGCTGCCCCll.T'Q"U - S.iOI 
- Y R H K G C Y B K C X T P P C C P Y t ~ 

5.11 - TATATGGCCTTGGGAATA¡;ccCCTc¡.U,TC'C'CAGCA,GG:AAGTA.GllGTTQ.'l'G4GGGATAT - EOO. 
- Y V 1 L ~ I A ~ E ! Q g t V t V D G e¡. Y 

E:Ol - Ul.CCTUllll&lltGTCATCAITl.CTGCQNt;ACATI«"~CCCTA'IQ.l.QAIA'I - EEO 
- X P K X M e K ft Y e 3 G R e C P Y E E Y 

6"61 - ATGGCe.ArGGAll.A.GGJ.CCC'tG.:ATTTUACC'I't'AGA~AlttlllT!"TGCTTCATTA ·• 11G. 
- M 1 M t X D P G r K P Q W • L I S A ! L 

1 ~1 - f'G.TATntTlUGTUNC'n~UNTllGTGctelUGACCUU.UAIC'tt«Uct - 7 ! O: 
- C I I S V M t C Y V ! G K D H 1 5 ~ l T 

1!1 - TTlG'JLACTTTTACTTGTA'Nll.TAUGC'CcrtCAUAGTGT!CCl'AI'GGAI'G<;tTGGTO. .a .! 4QJ 
-tt:LtLV•IK.Pl".SV'PWDG'li'5 

!41 - TG~1NTl.ATGTTCNI'ATG1tlCI'CAT1CU1N1Tl.ttGTG'I'NU.CllUAA:fGT ·• 5t1 
- W ~ e » V L Y D I' B I' Y D I V L M X K C 

~Ot - TTTTATUAGTTCU.ti'TlttTTitti'TftAAllllAAUU.AllAU11Alllll.ll.U - fE1 
- r Y X V ~ r ~ l" l" l" 1 1 X X K X X X X X 
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Proteína de pMed celular 1 (AJ879062) 

1 .. 'lTCCC:'l'C.AAITTTC:UTI ATCAl'A~I.A.CTAAGCtnGU..UA.UllT AT lQ.ltG;G.TT - 60 
- P ~ l r 5 Y X l Y • A L l K K Y & M G ! 

El - CCA..UAC.\!TTC'IGITGCTI'GGCC.TATnTTGG::TATTTTCTT'llTGl.TTlCCTCCG:AGG - 1::0 
-KTrLLLO~fLAtfLli iT!t V 

lé:l - !TGTAG-...I'lAGGGAAITGl.<:T~}J).O'CCCllCTCG:llGGAAGTAGJ..cG!TG.\ICGT<iTTG - 1!0 
- V Á ~ E L ' E T P X ! X t V O V D G V ' 

teL - GAOOTGACO.TTATTAnAGGOTGGAV.ArATAAAQTllAOGATOTTACCAIWTOO - é40 
- G D H Y Y K G G G Y K M X ' C Y H K C K 

4:41 - AJ.TATC!CCJ..TNCfCCl.CCT~A.GA.UTAI'ATGGC'C'I'TGG~TAGC.Cl.C'IG.UTCAC - 3QD 
- Y M H C C T Y r K Y W A ~ G L A t t ! Q 

i01 - AGO.GQAG!J.GAAGTNll'c..;'NG.ATATUA<X'UU.llllAATGTCATCAITACTGCC - 2 EG 
- 0 t V E V D G G Y X P K K K e H M Y C H 

aL - l.T~AO.HGCTGClC:C"'ATGllGllTAl'lTG~O.TG<íAllAIÑACACf<iGATC'IllAC - 4;: 
- G H C C T Y r ~ Y W A W t K D T G ! r ~ 

42:1 - CTCl.Gll.CT> •• \TTAATTAGTGc:TTCAITATGTATTATTAA~TAATGC!Tl'GTT}.!G'I'.U. - 4 ! G 
- Q M ~ L I 3 A ! L C I I • V W L C Y V ! 

4!11 - GTGGCllAG1:.CCJ.TllllATCTI'GC'I'ActrtAGAAC'I"I'TI'AClTGTATGAAnA.\GCCAT - S10 
• G X D H K ~ L A T L E L L L V • I K P F 

54L - !CllTAGTGTTCC}..ATGGATCGnGGTCAr;GTClNTAATG'ITC'IGT1o.I'-J...!ACTO.T! - liGG - * 3 V ? W D G ~ 5 W 5 C » V L Y D I H T 
! 1 - CATit.TGATAITGTGI'IGAAOJ.AAJ...ATCIIl'C:O.AU.A.llllA.'UllAAAAMAllllll - E.EG 

- Y D [ V ~ ~ X X e F Q X X K K K K K K K 
E61-AA-H2 

Proteína 14-3,3 (AM040266) 

1 - CAGlTC'TCUl.ll!AIAT.ATltllll.A.t.AtttiCCG:AG.;.UGl.TG~GTGGCACCGACG - EO' 
- Q I 5 k t. Y I: "' K. Y E' P 11. K M A V l P T 

61 - GCGCGTG!GGA~J·.ACGIGTACANGCA.U.GCTGGC'GGAGCllGCCt;.llA.G~Ate:U.G.ll - 1; 
- A ~ E E N V Y W A X L A t Q A t l Y t t 

1;1 - ATGGT~AC'I'TI:!~llAMGn'TCG.AA'IT'CTCTAG,TrCG:GllGllTillCli'I"'ll - 1!0. 
- M V D r W t X V S I ! L G ! I t l X V t 

1!1 - GÁGAt;J.l.ATCTfC_TCTCCGl'CGCCTA.TAU.U:~NAKGGlcrcGCGTAGAG-:AttGTtü - ~1 
- ~ R ~ L L ~ V A Y K N V I C A A A A ! W 

2:11 - CGUT!.AtTTC.ATCQ.T'TGAGO.CllGGllGAGT'CU.GJ.GGA.lltG.A.G'-:A.ACl.TGTTU.T - 300 
- R I 1 ! S r t Q K t t ! R G X t t H V N 

3C.l - TCGATtllGG.UT.l.CAGATCT.llGAI'I'GAGllTGAGITGT~ll<ioATtl'GIGA!tÑllrt - :160 
-5IKl:YR,XIElltL!KtCDG t 

361 - CfCl}.AC'IGCT1GA!'TCIJ..AGCTTA1'ICCCTCtGCTACJ..TCic;G.TGATT'TTAAGG!.UtT - 1;0 
-t.lfLt.D!KLIP.!-AtSGD~JCVr 

lli - tACCTGJ .. UJo.NJ.AGGGGGATTUOTCGC'l'ln't'GoGc:rGAG'ITI.UGACTGGTGCTGJ.Jo. - 4 !O 
- Y L X k K G D Y B R Y L A L F K T O A E 

4!1 - CGT.Jo .. l.:!GACGC!GCI'GAG1-.GTJo..ctCIC.'.CI'«tt!GAJo.GC!~"'TC!.GGl.TAttGCAICT - 51 
- RXt:AAt,tLTAYKAA~DIAS 

541 - GCTCA.ACTTGC'CCCCCC'CCATCCCAICCGAC'I"TGGJo.CIG;CICI"rllCTrCTCTGTGITI' - ~001 

-Al!Ll~PHPIAlGLALJ'FSVF 

EIU - TATI'ATGAG:lTCTTGA.ltTCTCCCGCCCG'f(¡CTrGC.AlTCTTc;ccAUCA~CTT'I'GAT - EEO 
- Y Y r l L » ~ P 1 1 A C 5 L ~ X ~ ~ ~ D 

f61 - CAAGCAAINC'l'CllT'tGGACCCl.TreüGAGAA.G~CTTACur.GAC.W.CACtTio;ATC .. 7 40 
-tAt.Al.LDPLG l.l.,Yit:D$T L I 

?:1 - .ATGO.AO'TrtTCG~ACATTC:CCll.UU,JtJ,U.&UAUA.U.ll.UU..lUl:U - ,5 
- W 0 L P A O 1 P r K K X K K K K K K X 
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IJieta.lotioneína (AJ879H6) 

1 - lTCCCCATCAATCAAUTTICATTTIOCATTTCTTAGTTTN=<OTGTGNAATTCTCAT - ~~ 
- 5 P S L X I ! ~ A !' L 5 !' ·v C. V • I L I 

H - C!.I.TC~.ATCTClTACAU<OATG'I'CTTc:cTGTGC:).~!.llC!GC'(;I;TTiiTGGJ.TC'IGGCTG - 1<~ 

- • Q ~ 5 T X W ~ e e G G N C G e G S G e 
1<1 - C.\AGTGCGGC~.Tc:GCTGTGGAGGATGCA!.GA!GTACCCCGACATGAGCTACACCG!.GAG - 1U 

- K e G H G C G G e K Y Y P D Y S Y T C $ 
1H - CATG.>.CUCClCCG.I.GAeTTTGG"rGCTCGGGATGGGA(!:TI;AGAAGAC!.Ac:cTTTiiGCGC - U~ 

- Y T T T E T l V l e; Y e; P E X T 5 ~ e; A 
2U - CATGGAGATGGGGGAATCCCCTGCTGAGAATGCATGCAUTGTGGATCTGAC!GO.!.GTG - 3 0~ 

- M t N G E 5 P A E » G e K e G 5 D e Y. e 
3C1 - CGACTCTTGCACTTGTllCAAGTGAAT!.AACTUGCTATTJi.T!.ACAGAGC!.GAGTTCATG - H~ 

-DS:CTC:~K"' IJI"' AriTEO>!:SW 
3~1 - GTTTAATGTGT<OTAGTTTTATAGTTTGTGCGTGTTGCllC!.GGG.I..I.ll!.G.\TTGTGTTGT - 4·20 

- f H V e ! F I V e A e C N R E X D e V V 
4.;-1. - TCTTTtT!T\:CCTGTAAT~A.llTA~AAN~~l.TtGllAO.~TTT~A~AG'ff; - 4 ! ti 

- L F f P V I R H ! • G V L K ! V e X • W 
4!1 - GTAATGTGGTGTTTGTGTAIICATGAGTATTCTCTGCAicrGGTllTTITAACATACTAGT - H O 

- • e G ve v:r • v r s A' e; • r x t t v 
SU. - TTGGAJ..GTArt;.TTGTGt;.TTTCACiCTAAttTAAGA).C'l't'CCTTG:allAAAAUAAAllll - e:o 

- ~ K Y V V V S A H L R T S L ~ K K K K X 
601 - AAAAAAUAA.U. - ! 1.2 

- R K R X 

Metalotioneína (AJ879063) 

1 - A'ICAO.An'AACAACTACACA~G.UAnAGAITNTCTTlTAATt"l''l'nT%'1'COTllGAA - 50. 
- ~ H "' ~ L B a K L D L S Y • L r r V R X 

El - U~.>.Ü.ACAT.GTCTTGCT<OTGGAGQAGCTGTGGCTGTGGA!CTc;GCTc;o::CAGTGTGGCA - U .-G• 
- K H K $ C C G G S C G e G 5 G e Q C G ' 

121 - GTI;GCTGTGGAGGATGTGGGATGTACCCTGACATGGAGAGOCCACTACCTTT.ACTATCA - 1!~ 
-C:CGGCGMYPIIWtSTTTf'TI I 

Ul - ttGAG'GGJ..GTTGCACC'Jt.ANA.AGAACTACGG'l'A.\GGTTGAt.GG:l.TC"r<;CAGAGUAc¡cAA - ~40 
- E e; V A P W X • Y G X V t e; ~ A E X ~ T 

~U - CAGll'G<i.Ar.<aAATGGAT~}.{;TGTGGAGCAUC'l'GCA.\ATGNACCCINC.UCTGTt - a O"G 
- t G G • e; e x e ' A • e K e D i e 1 e • 

;Gl - GAGACAttl.CO:U.l.TGTCTCTNTTGTATTAATtUT.Ut;GAC"l'l.TGttTTTTAAUC'C - 3 E~ 
• D 1 t X W S L V V L r I I D Y V P. • X ~ 

2E1 - ~TGTTATTU.t.U.G.ACT10.UGCCA11'GU.Ttt.UCATCTTCU.UC'I!11"IGATT.U. - 4¿1) 
-CY • •oT•A Il: r SI r'l~ r:; 'L it 

4.4'1 - CHTTTGTTTGATGTTTTTAT'ITCATG~lTI'Jr.Ct'ITTTATGTTI'<ÑTnTC'IUTCIGC • 4! 0: 
- f V • C E Y f M V ~ T l Y V W f S 1 I ~ 

4!1 - TTATGTTIGTUG.UGG:AAGTTcaJJTG.;GU«UCACTT'IlAACITTATC'l.'ATlt<;O. - !4.1) 
- W r V ~ • X L ~ W D A T L • T L 5 I C X 

!-41 - ATAO.~~TCTCCTTTU.TUTGTA~AlltCnt~TTTTCUAUA.Ulll.üll - EttG 
- T 5 C ~ L L L C M X S I C r Q X 1 X K X 

EOol - llli.AUU.U.J.:U~o - l!i14 
- 1t X X X X 
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Proleína conjugada a ubiQ.Jitina,(AJ879070) 

1 - T~~AGlUCGGliGlTCIGATGGl;TCJ.GGl'fATGTATCI'GATCI'G).TCAGCTT.>.C\THC - 6 
• R JI Y G' D L N G Q ·~ N Y L 1 • $ A Y 1 S 

61 • J.cocn.~CTCJ..!.!llTCIGC\mCCCJ.TlJ.GC\GACCGCCCCCCCTCAACCACCClCCC - 1~ 

• l • t KJII L H f P • J. D ~ P P ~ T T l! 'P 
1Z1 - ACCC\CI:'CACCC\CCGC.UCTCTCA.~TCTCCHTCTCCTTTAGTGV.GGGACCTGAlJ.AC - U 

- P T H P 'p g L ! ! ·! 11 L l • e R D L X T 
Ul • TGTTGJ..l.TTGTGlruGTCQ.l'fJ.GGCGGTGJ.GGJITGTCGACGCCCC<TAGGJ.J.\.\GAl'f - ~~ 

- V I: L 'fVD•AV I! 'M5TPAli.Kll. L 
::41 - GATGAGGliATm».GCGGl'fACAACAGGiiTCOCCTOCTGGTATC.'.GTGGTGCTCCITA • 3~G 

- NRDfXRLQQDPPAGI:3GAPY 
al - IGlCAAC.\J..T?.TTATGCITTGGl.\TGCI'GTTATTmG..'"!CCTGlTGAO.~CTTGGGJ. - H 

• D ll li I 11 L 11 ! A V 1 r G P D D T P ·~ D 
361 - TGGAGG!J.CGm».(iCIQ.C,ACITCUTmCGGAGGATTACCCW.OAOCCTCC\AC - H~ 

- G G T f K t T t Q F ! t D Y P i K P P T 
411 GGTGCGGTl'fJ.TTTCCAGGJo.TGTTCCJ.TCW.l>.T.\TTnTOCCGATGGGJ.G!J.mOCTT - !!G 

V R f t ~ 1 N f 3 P N 1 Y 1 D G S 1 e l 
1!1 • G:;lC\TACTGCAAllTC\GTGGlGTCCilmATGATGTTOCGOCTlTACTC\CTTC.\AT - H G 

·DILQ¡Q ii 3PIYD Vll ltT3! 
511 - CCAGTCTTTGCTCTGCGATCCJ..l.lCCO..l.ACTCGCOOCT;.,.TTCAG.UGO.GCGCOCJ.! - EGG 

- Q ! 1 t e D i> .li P J S P A 1 S t A l ll. 11 
EGl • G!TTAOCGAGUCllGCGCGAGTlC.'.AC.>.GGAAGGTGCGTGAGATTGTTGAOCAGAOCTG - H G 

- f S l ll X R E Y li R K V JI t 1 V t 0 ! ~ 

f61 - GlC.'.GCTGleTGlO!CTCTCTGGCCCTTTCGGGAGAmTCCTGGTACGGTTGCCCGC-G - "'::G 
-!AD •BL!GPfGl FSIIY ~CPG 

?Zl ·- TCJ.!GCTTC.UTGmTCAC!GTTGTTTGCTAOTTCJ.!'J. A!}J..l.TGTAGCAGGA.\GTGT - ,! G 
- ~ A ~ ~ f 5 L L F A T P r 1 J V A G ~ V 

11 - CCmUTGTOCTCTTTAG?J.CTCTGATTGTCTTATCTTCATGTTCTGTTlC!CGACCAA - !U 
~. L L C A L " N 3 D C t 1 F 11 F C Y ~ T ¡¡ 

!11 ·- GAGACllTGTAOT!TTGGTCACITGTATOGJ.llTTCTATGA!OCTCTTTTCTmGGTC - H~ 
- l Q C T Y W S L V S K f Y t A 1 f F W l 

2U • AT.C\TGAGACCTTOCGGAJ..l.ATGGATAAlT!TCTGATATTGTTGmGGW.TGU - S51 
- S ' D t l G K i I » I ' Y C C l A K•X 

Poliubiquitina (AJ879118) 

1 - C.AG!TGA"~Gl'C<;TAC'I'TAA'<:TCAnAC:AAO.to:CAGUG~Ac;tctl.ctCTCOC: .. 60 
-QLRTVIILXtl'T T3QKt~TLH 

H - T!GGTGCTC'CGTTTTCGCGGTGGTATGC\GATT!TI'GTTA>.GACCC!CACAGG<;AAGCCA - 1:0 
- L V L R F R G G W Q I f V X T L T G X R 

1.21, - J.TJo.cT'I"l'G.GAGGTGG'AJ..AGC'!CAGJ.TA...'"'C'ATTG.ACAACGTO.AGGCCAAGATCCAGG.!TA - 1.e() 
- ¡ t W R W ·K A g t P t t T ~ P. ,P .R -!: ~ t 

1!1. - }.GGAGGGCATCCCCCCJ.G.!CCl.GCJo .. ~.'..GGCTI'ATCTII""...CCG.GJ..!.A~J.GCIAGiJ.GATG , - ,:i:4-Qo 
-RRA~PQT!RGii.3LPt!$'P.W 

;:u - GCCGTACC'CTCGC<UJo.CTAO.AC?.TC0.(;11Jo.G<7AG}.GTACCCtt'ClC'CTIGTCC'ICCGTt - .;-o 
.A V P -.5 ~: T T T .S J.' R . Jt V P ~ I L S. 5 V 

aL - TCCGT~TGGTATGCAGlTCT'ITGTCA.\GlCCC!C.\CT'GGG.'.AGlCOl'fACCCTGGAGG - H 
- S V V V C R ! L ~ R P $ L G R P L P R R 

~ 61. - TTGAG!.GCTCCGACACCA TCG!.O.}~TG'I'GUGGCGA.U,.ATCCAGG"ACA i\GGAGGGCATTC - 'l ~O 
-LRA PTP!TW•R.R. :V.' ,lttRRA F 

4_a - CCCCAGACCAGC!GJ..GGC'lTAntTrGC.A"J..J..AACl.G'I'TGGAGGANGGCGCl.CCCTTG - 4 !O 
- ~QTS~. GLFLQt~~WaWGAPL 

1~L - CI~!CTATJ.-\C.\TCCAG-'))_:~o.GAATC'CACCcnc.Attt'TGTCCTACGn.TCCGT<NrGGTA - 540 
- L T I T $ R R X P P r T L $ Y V 3 V V V 

S.4l - TGCAG!TTTTCGT'CllG.:.\CCCTCACI'GSGAAGAC'CAT'n..CCC~AGGTTGAG!GC'TCCG - 600: 
- C R F $ ! R ~ S L G R ~ L P ~ R L R A ~ 

~~1 - ~.CACCATCGlC.>.i:l'.TCA}.!GCC\~.GAl'fCAGGACAAGGAGGG.U.TTCClCC\GACCAGC - ~~ 

-tP~TW!-XPRfRTIIRtrHQT $ 
fH. - AGAGGTTGATCl'fT~TGGTH¡;<:AGCTGGAGGATGGGCGTACCCTTGC'TGACTAClltA - HO 
-RG "'-3LL V ~:S~RWG V PLLT'T I 

71l ... TCCJ..GllGGA.ATCC'J...CTCTGC:AO::TTGTCCI'CCGTC'T~TGGTG.GCITrTllG!TG.\TG - "1BO. 
-!:ll.RliPLCTt$!i V 5 'VVArXWW 

1!1 - CCTATTTGT!GGTGGTTGTCGTGTTGGl'fCTGT!TCG!CGCCC\TTGTGGTGGTTTATGT - ! 10 
- • L e ¡¡ 11 L ' e 11 r e r v 1. H e G G L e 

!41 - GTTTGCJ..ATG;Jo.TGGTCT'CllG.AGGA.TCATCO.TGT'CtT'l'T'IATGTt1'CTGTI'CCCTTGTG -- S·OO 
- V C M D G L ~ ~ 1 ! H V f L e r e • 1 V 

_s. 1 ... TTCTTnATA.TlTGllTA)_l>..G!nGGTCintTATI'GATA).A.lo_UW.J.J.Jo.A.\A.~.::~~.;o .. J•.ll - 9t:.G
·FFYL 'lXIGLFIDKXK KKKK 

961 J._UJt.}.llJo . ."A - t ~¡ 
- K R K X 
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Proteína tipo extensina (AJ879072) 

1 - ATOCAAlTl'TCl.ArATATITC"''C'T.A!TACTAJ.GTTT.ll'~'l'CAAO.A.GltGGC'IllGT - 60 
- W X r Q Y t S t t t 3 L ~ t • K M A 1 ! 

61 - CACTTGCCctl.TtTCTTCTUTCAAC'ATCctl.TICITCAC~I'GGTQ.GfGC!t'«AACl. - t;f) 
- t A t r " t r M I t r r t V V 5 A C )( T 

l21 - ct~CCTGGCCCTll.!CCllAACCAJJ..la.Cc.AllGC'CllA~CAACGCCG.uGCC!TGCC - 1!0 
·- e ,P G P K .t K t )( · P K P K P T P t 'P e P 

1!1 - CTCCTCCTCCITC.All-.AC¡:.uc;:~c¡cllJ.tGCCClii:.~An¡CC'I'fllllC'TA"TGTlT - ~40 

- P P P ! ~ ~ G G 1 C P T D A ~ K L ~ V C 
;u - GTGCTllTGTGCtTAATCiGTI'TGT'MAATt;TU.O::::ACTI'tÑl..U.GCCACCTG'IViG"AGCCAT - 2-00 

- A V V L M G L L » V T ~ G K i P V ~ P C 
3{)-1 - Gtl"CA'!CTTATTGA.UAICTTGTGGJ.tT"TG;(i;AGGCTGCTGTTTGI'C'tTNC.ACIGCAC' ·- H O 

- C ! L I ~ ~ L V D L E 1 1 V C L C T 1 L 
aEl - Tt}Ji.\#GcrllTATTTTGGt;GA.TTAAACT'TllTC!CttrATT'I'CC'CttAACTT.ACI'Tcrla - 'I·CO 

-lCAXILGIKLJ'LPI!LJ'LtLJ 
Ul - ACGnl'GTAGCUGAA"CTCCAAJJ;GGlTOCACC'TGKCCTlA!TGA TTCTAK'ITTTt - 4 ! O 

- V C S K X A P X ~ F T C P A W I L $ F r 
f!-1 - TCtnl'TATTC'IGlAGTTGGTTT't''MA't'l.TttAI11TrriAGCM'ITTcrGUGnCT.\l" - 540 

•I' t. F•,WrtiSI'P'LA V SDVLf 
541 - TTG'I'C'Tl'J'GC'l.Tl'AAACATC't'TGTTAGG'I'GCAMOTTTGTGUTJIGTTTr.iG.ATrt;CTI'A! - EGO 

- V Y A L W I L t G 1 ~ t • F V L D C L L 
601 - TGTNGU.lGAQ.A.C'Tt;T'll'GCQU.A.llllUl.llAllllllll..UA),.All - 6S.Z 

- L ~ a Q L l 1 X X K ~ K K K E 1 X 

Proteína ribosomaJ· L37a (AJ379008) 

1 - CTAGATGAATC!TtGC'I'CfAAGCAGco;crCJ.AllTCCTCCATCllCATTClCGATGACT - EO 
- t O E 5 L L ' A A A ~ » P P S T F T W t 

EL - ~.AGAG!;ACCAMM.AGGCfGGHTCGTTGI<GllGT ATGGUCCCGTTATGGTGCCAGTCTG - L<O 

- K R ! K X A G T V G X Y G T ~ Y ' A 3 L 
l2L - CGW.GCAGATtAW.lllTGGAGGTCAr.CCAi.;cATAGCGP.GTAC=TGCGAGTtTTGT - L! 

- R K ~ I K X W t V 5 ~ ! S E Y E C t F C 
181 GGAllGTATGCA'.TllAGAGGllAGCTGTAGGlltTTGGGGTTGCAllGAITGTGGCAAG - 2! 

G K Y A V X X X A V G l ~ G C X D C G X 
<U - GTClL\AG(CGGTGGTGCfTACACATtG~.ACACTGCllGTGCfGTT ACAGTTAGGAGTACC - ~ ~ 

- V X A G G A Y T L » T A 1 A V T V X 1 T 
l01 - ATCCG;>J.GACTGAGGG~.GC}.}.ACfGAGAGTtP.GAGCAACCATCICCCITCTGGCGCAGCf - 3 EO 

- I R R t R t ~ T t ! • 3 » H L P ~ G A A 
~EL - TA TGA TGTGCcrACTTP.TTTCGACATGTTtTTTCllTtTTGMiTACTTTl!).ATGTGTCT - 4 20 

- Y D V P T Y f D W F F ~ F ' V L Y X V 1 
!21 - P.GlTGTGTICTGAGATCAGACATtTCAGTTCGAGTACtTTAV.ATTAGCfATACTTGGTA - 4! 

- S C V L X 5 D I ! V R V L Y » ' L Y L V 
U1 - U.ACTATCTtP.TtO.GAClll'T!1lGAOillAUllAAllllAllAllllAllAll - >3·E 

- X L S Y 1 O » E • X K K E E X X K K X 
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Alcohol deshid.-ogenasa (AM040269) 

1 - CATGT~A!~TCt;CGAUATTU.ct'CCCI'TC;C'TC'CTCTTGAC'AllGTATC;TCTCC'TT - 6 0 
- ! V ; C V A X I Y P t A P ~ D X V C V L 

H - AGTN~.UTcrCG.ACA<;<;eCTTGGTGCU.C:niGl.AT~;TTG..''"U.ll.C\:UI:UAA4;c - 1;.!) 
- ! C G T 3 T ' L G A t t • V A X P T OC ' 

1.::1 - TCllGTGT~C7ATATnc;t;ACTAGGc;.GC~A~GCCTTGC!GCI'GaQ.AGC;~AAGA - 1 !O 
- 5 ~ V A t r ' t G ~ V G t A A ~ E G 1 1 

1!1 - ATTGCTGG~C'GTW.t;GAn.AJTGGNITGATTTAA.ATGCT!.GC:l\Gl1Tt,AoXAAGCl' - ~4.0 

- I A G A $ R I 1 G V D L B A S R f E ~ A 
241 - UGA.U.TT'I'GG!GTGJ..O.GAGTnGTGUttcMAGGll'CATAGTAAACCA(;!I'CAAGAG ·"" 20G 

- X X f G V T L r V 5 P M D ! ! ~ P ~ 0 t 
l O.l ~ Ar.UTI'GCTGAGATGAcrCAT~.;t;AGTCGlnOOAGIGTGGll.TGTACNGCCAU!T - UG 

- I I 1 r W T D ; G V D 1 5 V t C T G X I 
2!.1 - G1NC'tATG1lT!ClGCJ.TTTGU.NTG'ITClTG~GTT"GGAGTG<;CTGTTCTIGTT - UO 

- D 1 N r ~ A f. r; C V !! D G ·w G V A V L V 
4:1 - ").GT.ACCCCATA'U.GllGC'I'GTGTTO.AGJ...CACACCCT.ATGAAC:'I"fG.T'IGAA1GAllGG - UO 

-GVP IfK tA V FXT l!PWJ'LLJtl: a 
1al - ACTCTCll.AGG"A!CCTTCT'ITGGD..l.("]'AC~J...!GCCTCGTTCGGATCI'TCC:TTC'TGTTGTT - 540 

- TLXGTFFGJ'YKPJ.!!:Dl.PS VV 
5U - "l.Gll!TlO.~l..ACAGAGJ.GCTIGl.AITGGAGAAWI'TCATCACTCl.CACACtCCCATTT - E:OO 

- t K Y M ~ R ~ t t l t K r I T ! I L P r 
E: 1 - ~TC.AA..\TCA.ACA~CTITt<r>.TTillT,t'I'CU.lt#QGU.~crtC..l'I<Pt'ATCU'C: - H O 

- A Q I » X A r D t W L X e; t G l A C I I 
6El - ACO.TCül.GGACTllGCAATCTTCTlGTCGCGNCTAC'TCITT'I'AIAUl.'-\C'UATl.ll - 7 40 

- T Y t D "" 11. I, f' • .! R. A. T l L "' K T lf 1 
n1 - TTCCTCATCG'I'C'ITlTTTTCATTt~'I'TGTTTGGNliTr"TGlT'rlAn'CI'TCT~cr • H'O 

• r t I V L F S f' V e t V T. ~ • L 5 L L l 
7H • CTTTGCI"l.GCTAACAGlTAT'CI'ITGTCCTITGCAJo.Tc;:cci.AAI'CTl.TTTC"'GITCt'I'GT - ! 10 

- L C • L T D ~ t C P L 0 C L I Y t e S C 
!U • ATUATTGnATTTCTGTGTTTTGUTOCT'tTTAGCl.Ar.TlltGTt.\U.AAllllUAU - ~00 

- I » C X r C V t » P r ! X • e • X K ~ X 
901 - UJo..U.AllllAU - '1 ~ 

- lt l. X Jt X 

Malato deshidrogenasa (AM040268) 

1 - GAGÍAGÜC..\'17ACCTGTCTCACAAGGTTGGACCATHCAGGGCCC'ITGGCCHG'!CTO. - EO 
- ~ X N I T C L T R L D ~ * R A L G ~ V ~ 

El - GAA.>.G&C'IGAG'!G!CCMG1'GAG'!GATGHllll;.TGTCJJ.TCAT'ITG<iGGAMC'CACTClt. - 1<~ 

- ~ R L S V Q V 3 O V X N V I I ~ G * K ~ 
l:U - TCA?..C&O.AV.TCCTGAl'G'!CJ.ACO.c.;cllCAGTIAC!AClt.C'CAACTGGAGJ.A.\lo.G<:Cl 1 U 

- 5 1 Q Y P D V K H A T V T T P T G I K P 
Bl - GTCCGTQAC_TIGTGGC!GATGATGC&TGGTTGAACGG'!GAGTTCATTACTACTG"rACAG ~tO 

~ V R E t V A D D A W L ~ G E F I T 1 V Q 
l:41 - C.\GJ.Gc¡¡;(;TGCTGCCATTJ..TCJ.J.GGCTA"..llGCTTTC!AGCGC'ICTTTCTGCTGCTAG! - a 

- g R G A A I I K A R X L 5 3 A L 5 A A 3 
Ul - TCro::TTGTGJ.TCAClTTCGC.GJ.TTGGGTCCTTGGllCTCClt.GJ.GGGTACTTTTG"rTIC! - ~E~ 

- S l C D ~ I R D W V L G T P t G T F V S 
Hl - ATGGr.TGTTTAC!CTGATG<;<;TCJJ.TACMTG"rC:CCAGCTGGGCTCATTTATTCCTICCClt. - H 

- 11. G V Y 3 D G 3 Y N V P ). G L I Y S F ~ 

4<:1 - GTTACATGClt.J.J.AATGGJ.GllTGGTCCATTGTTCllGGTCTTC'CAATTGACGJ.GT'ICTClt. - 4 U 
- V T C K » G E W ' I V ~ G L ~ I D t f ' 

Hl - AG}.J.J.GJ&..GTI'(;.:;}.CTTGi'.CAGCTGAGG.l.GCT!Ta;GJ.V.J.AA?.AOCAT'IGGCTTJ.CTC:C - & 10 
- & R K t ~ ~ T A t ~ L 3 E t K A L A Y S 

1.41 - 1GCC'TTACATAMTITTGCCTTTTO.ACCTATG'!GGTllTAGllG=C!TCJJ.CGTTT:N: - 60 
-CLT •tLPFQP 'II~••K roLQVL 

E~l - llTJ.J.GGCCATIGTIGATTCTTGAGGAA.\GTHTGATGGGGATACTGCTITG"rCAGTTGT - · H 
-*:KA I VD$ •GK"' "'WGYC'l V .SC 

€61 - TIAC!C'IT1AATG!TCG}.(l¡.TTQACTGJ.}.TCI'GTCTTTTTIGCGllTllGTJ.AG'!AGCl - 1 .• 
- L t E N V a D • T t . 5 , V F f A JI K • V A 

ll:l - TCTTTTGTTGTTCCTTTGCTGACAllllAI.:J.AllllAAMJ.AJ_\J.AM.UAM - 713 
- S F V V P ~ ~ T K K X K R K K K K X 
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Oxldasa unida a FAO (AM04027&) 

1 - AAGCAT'T'fC!)..AQ..T'I1'U.GCATCC.~TCN'I'lT.CTCTGG<;TATGCATCl'GCGI;UTlG.AT - l!iO 
-At'~Tf'KRP!V.!LGWHQaJ'RC: 

61 - GO • .GAAGCO.<i'I'ATAGATGT'I'l'TGCITCTC.\~GCOC'O.TUT'!C!AAG.AAQTC.!GAIT - 1~0 

- a S Q Y R e r A S ~ A T I f Q R R S D r 
1~1 - TTTCAAC.U.TTAGCTCAGAAGACTTGAGCUTTICU.GAJ.TATTITAGOOG)..Al.GAc¡¡;;;G - 'UQ> 

-STI !S!iDL!YFJlJ'ILG. :EJtG V 
1!1 - TG(;l'TCll~1tra6Q.Q<:TC~AlGCT~.UO.CA!Ool.l'IG<atQ.G~;AAATACAA" - ·~tO 

- V g D t t T L D 1 V' 1' T ti 'if W a. X Y J: G 
:u - (;C'l.CC~MAC'TU.TGCTttU.CC!OiGACAGCAG.l~Aw;u.rcrc~ATCCTTU.AT - a;oo 

-T !X LWLQ PltTlZt V !Q I.l.KY 
Ul - UTGCUtTCG;CMGCCTGt;t"NTT~CCTO.~G<ÑlllTACAGGTC'l"'GN""At; - a~. 

- e W S R S L A V V P 0 ' ' • T ' 1 V ' ' 
Ul - "'-.lGTGTTCCAWCTtTTGATG~TGAIT~MTCTa.ttAtATGlGClll).TCUIT - t:;_o 

- 5 V P A r D t V I V ! t ! B M S X I 1 S 
421 - CTlTTG~;c;Ttl.GCAGCGTAC'TGiGTTTGTG.ll.GC'lJÑll'(¡OT'tTNGAA.U.C:C'TeA - 4!!0 

- f' D K V ! S V L V C t l G C t L :E • L I 
Ul - TCAC'TT1TC'ITQ!U.CC~GGT'lTAn'l'I'GCCAC'I}G:ATtTl..G~C'I'AllGQJJ;C'I' - 5-40 

- T t t D • Q ~ r I W P L D t ~ A X G 5 C 
541 - Gec:AAATTGG~Ul.GTC'I'C.UC'l'llT~GG~GT'!~Ca.C'ITC'TCQ;CTATt;Ott - EOo6 

- ~ t G G 1 V S T J A G G L a t L R Y G ! 
Ul - O.TTGCATG;tlíGNTCC'fl'G:GTCTTGAltt<;GT't'ttlGC'l.U.tGCMA~G'Nct'T~TA - 666 

- L H ' S V L G L E V V L 1 X Q t V L n V 
EH - TGCTCAGCACATT1r.CG.UA.AG:AtU.n.crGG.AUTGAC'I'l'GAUCATI'1ATTrATAGGtA - ;1) 

·L!ttRllDSTGYDLXBLf'IGS 
1;1 - GTG}..AGGGtccr'TGGGGATTGTAACGJo.AGGTTTCCATTCTAACTCCTCC.U.AGTI'GTCCC • ''3- !! B 

- ~ G 3 L ; ~ V T K V S I t T P F X l S L 
1!-1. - TCTGTnATGTATGCT'tTCTTGC:TTGTA.U.GATTATGAAAGCTGCCl'GllAC'!TTTGTTA ·-!'lO 

- e • C N l 5 e L • B L • X L P E T r V R 
en - GAGGC:GAG6AGGAAAGlTGGAGMATTCI'lTCTGCl.'l'nGlll'TC:tTtlaTC.U:CJ¡,CCf:A - 0'0.0. 
-Gt;~t~ !iiB»S rC t•tF•;SllJll· 

~~1 - U'G<MTCIGGTCCNlAACATC'l'AQAGCG'l'C~TllTCCM'TTCCGTCCTC.U.TGO.U. - U Qr 
- G S G i E T J ~ S V A • P f P 5 $ W B t 

961 - C'rlTTATGTGCTGAttGAGACATGGGGAGtliTG.UTCTATGATA;}.GAAG'-ACTCGATG - U20 
- ~ N C • L ll: !1 G E • • I ' Y D 1l t E L D A 

10=1 - CC:TI'CTTGc:Il'«l - 'l 'Oat 
-rLLPX 

Factor de replicación A (AM0402771 

1 - ATAQ.Ac;t;llQ.XT,I'T:U.~.;c<;GG.LUJ.Cl.CACAC1CAllClCACAQ~cc;c~Q - 60 
- A a K V t K G G K t !1 T g T ~ T E R 1 N 

~1 - TGTJo..C:GGCGGGllC.UC:A.\TTCGACGGCAACGCA.GC:CtttTCCGCCGGi:GCTinATGC - 14:0 
- Y G ; 1 s Q r D a 1 1 ~ r s ' ' ' r N P 

Ut - CATCGCAG«:tACTCAUCCG<:CAt;CGAl'CATTCTTTCTCl'CCV.ACO.AGUTCGTG.A'M' - LIJ O 
- S Q l t 0 t A S D ! ! f S P T K 1 a D S 

1!1 - O.C'AGJ.CI'TTGATl'«Atf)...AttGTCA.'.GCllAttMNUGC<.'TttC'UTCUGTG)..TG - ~<10 

- 9 T i I P t t V K Q I S E A F 0 ' S D D 
~<IL. - ATUGACAAATTl'TCTCATTGAIG"GTTGATGT~TMnitllACCNGNGGTAT'M' - aOOc 

- K T » r t I D G V D V • • V K L V G I L 
aOL - TJrt.TTCU..C:AAAGCCGAllTGTTGAO.GC'IG'U,tccrrrtGTGGTGG-A1'GATGCAACTGGGC - al!:O 

- F V K A E K L I A V = r V V D D G T G ~ 
aE:L - GCat<acTGTTTt~U~TUiJG.U;cTGTTG.ATAC'Cl~AUTGQJ.GCTCTC1 - t4:1) 

- t D C r 1 W V • t 1 V D t K t K t l L t 
4;-t - C'AlltGGCAr~ATGTTCGCGTACAT~CACTTQAAGGC'f'I'TCAAGo:Tll!A.AGO.Gt ~ t !O' 

- » G I Y V 1 V ! G ! L K G F ~ ' 1 R Q 1 
<1!1. - TGATGGC'TTA.CTC~O.GGCC'TG'I1'GATGACTACAATGAGlTTGOAc;c:CACnTGC1G w 540 

- K A Y ! V a P V D D Y • E I 1 ~ B r 1 t 
5'l1 - UGTC'A'I1'_tANTTCA.UGCTACU • .C:Mt"""C'I~GAAGC.llrClGGlTlt;TrccTTU - &00 

- V I Y V B ! Y 1 ! ~ L ~ X Q 0 D S ! r K 
Etl, - TGTO.GcrC'l.At;I"~IA~C'UCITTC:AAC'AC'l'CCtTTllAGGG.ltAC:CAAGC'ITClG - ~fO' 

- ! A 0 V P S ! S f 1 I P t X G Y Q 1 S l 
EH ~ Ol'Cl..UTCU.ITC'C'CNQJTCAAC'.ANGAC:G;G.ATC'GGlGGTGUCATl.AU.TGGTCI' - 1 4:0' 

- S X g f P G t J W D G I G G V S K K V 1 
1:1 - TGGACTA.CTT~ACAACC'UCGT't'cnGO.CT'l'GAUAGGC;.GGTTClTCGCUTGAGC - ? eo 

- D Y L 0 Q P ! C t ~ L E K G V B 1 • E L 
UL - 'I1'c;c'l'CUC'lW...""TA.Cr;AGTC:CaTCTGJ.;A1GATCAT;Gi;~CT1TGGA.;GCTC'tt'Q.GT • 5<10 

- A 0 0 L A V P ! E K I Y G A K E 1 t e 5 
llH - CTG!.G~O'TGTI'IACTC:O.CGATAGAC:GAC't'IC'CAc:IACAA.GTCTAC'TGGC'AATGCTT - lOO 

- E G L V Y S T I D D t ! Y X S T G • A • 
¡;t!'1 - Q.TGGTTGATGTGCÑGAG-TGA.AUTGAT&AGClltTTUAGCT.\T~t'ICQ~TGTlT - ;6~ 

- W L W W G V K L I 5 1 L • L C L P C V Y 
~El - ATGO.TGA~'Trrm'AGT!GG"AG!U.TTGTTT1!'C'TIACC'TO .. U.t'I~CTl't1'GtG),j, - L02 G 

- A • ! F t V G D I V r L t ~ 1 C L L • t 
11l21 - CCl.NTTtc;c:Uo;CTTn,lCAGTNCllCTTT'Il.ttt'O.TCCTIATC'U.,UTTGTtTC - 10!1) 

- N r A S F •• Q L Q L t r ! P Y L e L r Q 
U!1. - UAAAAAAAAAllAAAAAUAAAAllAllAll - 1112 

- K K K 1 K K K K K K X 
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ATPasa vacuolar(AJ8790S4) 

- AAcri'!C'IGC.UTCG),.TTcrCAACT=ATTCCACJI"(IT!(IT!TG>.G'lm4TJ\G),.CQ. - !~ 

- t S A I D ! ~ t R l H 1 V V • V L • T R 
f.l • GJ...uGQ.ATC!AGCl.CGGGTG~AG.llTGGAU!CAACI'C:CTT!!AGC!t;CCGAGC..\GG - 1 ~0: 

- N l ! ! R G G ~ B G I 9 L L L A A l Q t 
1~1 - llGCCCAACACATCGTW.IAC'IGCCA"-ACTGCTllAOG$Cf4GATTGllGCAGGCCA - 1 !~ 

- A Q 8 l V M T A R T A X 9 1 A L K Q A K 
1!1 - l~G.A<;GUGC'TGAGl.AGGAGATAGCTGAAnco;TGCnAc.A~A~CC'GlGTT!CAGA - HO 

:<U = G¡AA~cric;A~~lC~A~GG;a~rci"~t;C~ll~T~A.~~~~CT~ctA~ :. 2~1) 
- ~ t t Q T ! G D S G ~ • V K k L t t t T 

201 - CAGACGA.U.AGU'CGAGC'J.Coe.l'GU.GACTctUGCG'I'C~Ao;TC'ICCTC!c;:AT¡Trc;TCA - 2 66 
- D L K I t H L X T t A S ~ V S S D V V K 

.El - AG.l,.fGC'l'TCIG.>.GGO.TGTllCGACA.GTGllGllCf.U.GAT.!T'I"lTGTGGI'IG-TOTTll - u ·o 
- W l L R H V T T V X X • ~ r L W L ~ L R 

42:1 - GGO.'IATTJo.AGGCACGTA.ACGCCIT.U.TGTCATTT'l'GCAG!.T'ITl.TGCl'C'CCCCC.AtTD. - 4!0 
- H I K l ~ ~ A L N S f C ~ F W L P P f W 

4!-1 - l'GGTTC'I'CTTGC'Ttc:AtcJJ;TCCGAtG.G.ATGTTCAC.'.GlT!GTAITGTTIGTI'ATCUTA - ! 40 
- V L L L D Q ! D G C ! 9 t V L t V t l I 

!41 TTTl'!~TrGCTTTGTI.GllU.!lGTHCTC).C'tCGAGCTCTT!TOillW.AAHJ...AJ.. - ! 0"0 
- Y V t V C ~ 1 X • t T 1 A t l X X X ~ X 

6U - llAllllAllllAllAA - 611 
- X X K K K X 

O Rf 1 (AM041l275) 

1 • T'fiTI..I'TIT'ITTTC'TC;GGllw:GCGCCAT'fGTGTIGG'IlCC""GMtt(V"..GCCAT'fAC - ~O 

- t r' r f , S G .S A P L C ii Y 5' G I K P L P; 

E1. - "CCG'"GoCCC't'l'Tt-C'CMIT.U~CCillCUCCTll.U.ATCAATITCAITTTTCTCT • 1:0 
- PGALf'QLXPNIL'IIlf'fif'tf' 

1¡1. - ltTTCGlt1"!CTC1tACA'K'TCUllCCI).l'I;GCTACTTC'UlGACllN~~CGTC - 1!10 
- l D r ! Y I .~ X P W A T $ t T W A A I l1r 

lH - GAr.rtGClt;CCTT-CA.AttGliTla.C:CC:).OTCAACO.C:TTCCACTC~no.c;~CGO - HO 
- V A A f 1 R L P T ' t T .S T L V 0 t 1 ~ 

~U - GCTITGCCGGC';C!.CiCTGATCAtc:AT'"C:C:CCCT.U"TC.U.tTGCT".llJ.C.U.CCU - a~o 
- fAGAAO!I!G"i..PX:VICWJ:tPN 

ao-1 - ~UTC'CTGCTO.AJ'GGAAGG.uGUCAl'TnGTGltTGTl.TCTT~CC~l"CiGCl' - 2'EO 
- J P 1 ~ W K E t H f V I V $ L S G ~ G L 

;n - TGCITTTTTA~IG-;AU.O.~t.AttCAC't"Av.Gll~.U.GAACU • .!Gl.A'-!CA.\TT - 44 
- L ? Y G G Y X L f' T e;: ~ I K X X t t J L 

4:<:1 - TGGl'GCllQ::llC::CC!Athl.GGGTGG:GMTI1A.CGTit;.O.TC!.TACTGAGg"T~lJ~.! - 4!0 
- V 9 !. T 0 • G ·M ~ F T .L H H t :t V l' I F 

4!1. - TTCAJ.<itCCGAUTTGAGAAGttCC'Ctcrllt UUCllC.TIA.l'CATACAli.CTTAin.GA - 540 
- il! V' ll iJ • t V P ~ JI :X T T Y ~ T T Y " . T 

SU - CAT'I'C~.TCTCA.tl'I"''AtGJ..!'ITCfCTnATCAtT!T.All)..AlT.ACC!Q:C:!~OC'TGT?.A - EGO 
- f' lf l I L" I L l' I I IX I T IR t P 'V ~ 

f O.l ·- GCTACT~\Jd•.TGGTCH.?.O.J.J..AATCG;ITGc:\tCAJ.U(;TGO.Jo..O.CGCncrrmcr~ - E ~O 
• Y • W V D K H a t ! ~ • C S t L t F L V 

EH - TAT,.CCGTGATJo..AATGGJ..A<:T<tTTTT'I"I'GO..!~.H·.).AAllllJJ..AA.UJ.-\}...llAJ.A}.AAA - 7,20 
- Y ll. D X W N• C r L Q 'lt: i X K Y Jt X M K X 
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Proteína con dedo de z.inc (AM040274) 

1 ·- ATCI'GQC~AGCTTTTTTTTTnciCIOGoGUGCG=aTTGNrNrlCCCGGQAHC - E~ 
- I W T S f f l l ! G ! A P L C C T R E f 

61 - GGCCG~TAAI.l'I'CAllGGC~GTTTTCTGCTo;ll'T'CQGT'ITGGGC'ITT'NC<*ACTCH - 120 

- G a A H l ~ G t V r C • l G t G r C D W 
l21 - llGnrttGATACAGAT.ATATc-rc::A;I'Gl.lll'GCAGGAO'CAAC:J'AC'CAGGGCAl't.IGCA - 1 !O 

- X r P I 0 I Y L ! ~ H 0 ~ 5 T T L A r ~ 

1!1 .. !GCI'CTI'CTTCTTCCTCTGt;CC:AT"GllO.lTGANCTG~GA.TtT!G.U.TCCAAO.IC - étO
- S ' S S S S G D G » S D A ~ D r t e • I 

2t1 - Nm'I'GAATTGGCCCAAGATCCCA!TGTGACACT'C'I'a'TG~O.TC'TCTAC"NCNGCCA - tGO 
- C t E L A Q D P I V T L C G S L Y C W P 

~-t'l - TGCCITTATAGAT-"TTACI:ITCTTCl.c.ttlO.GTGCC.l'Nü'I'GCC'C'IC.TCTGCUGGCA - 3~0 

- e t Y R w 1 a t 1 P o e * E e P v e x A 
Hil - CTTAtTCAlGAGG)..GA. .U.t'tAGTTCCAcrnU~GCAGG;G.U.GGACT'ITTACNATCCC - 4CO 

- t I 0 ~ ~ X t V P I. Y G R G a T r T D P 
Ul - AG.AttllAACCAATCCCCGGCCTTClllTTCCTAGTA<iG:cCTGCTGG.!CAACGJ.CCTGll , .. 4 !O 
-~SitPIPGttiPSRP~Gl!RPt 

4!1 - AC=TCCICAlCCI'GAGCCAUTUTTTTCCT~ATCTTGGATTT=aaTGGGAGGA - '4~ 
- T A P Q f ~ P » • f P 4 1 ~ r G H W G G 

'41 - T'!TTTTCCllCAGCUCTGCAAGAT'!TGGI>.ACTTTTCGATGTTTGCT~TTT=TGGA - EGO 
- l l P T A T A 1 l G » t ~ W l A G l G ' 

601 • TrGC.'l'CCCTTO.TTACTCAGCTI"CCAG-ttl'CANWATnt'CTG4TCC'GACAGCGTATCCT - E'U 
-LLPSLI.SFQr~GFPGP!AY P 

Hl - ACCAC:ATCllACCl.CCC'l'TTIGG"ATlCACCCCNCAlATCAT~t;O.CANr~TllT .. '1 4G 
- T T 3 M B P f G Y T R A Y H 4 A 1 V k • 

i2l - GCTCATG:!O.OGCCCJo.AGTACAAGCGQT:AGO.A.TCTO. AGTttAT'TIITTACtTGTT - i !O 
- 1 K O T 1 9 V 0 1 O S K L K r W f L L V 

7-!1 - GGTTTttTTGTGCTC.A'tTTATTTCTT<;CCC'U.AtGMTGGATttAGtttAlTC<:'NATCC .. l10 

- G P L V L I Y L L G • 4 W D 3 V Y 3 • S 
!11 - TA'ANTl'(;~TGTCAGATI1'tGTGCA~GUTI<i'IAG.ATWC~C1CTTTC;TTUTTTA .. 800 

- • e W L S D r V K V I C R e W ! f V J L 
S.Ol .. Atc.nlCC.AGTTT.lT.lrtl'CTI:ttAGAUAl.UA.AAU'JV.l.U.AlllJ.&UlAAU - SSS. 

.. M • P V Y 1 S V t X ~ X X X X r X X X 

Proteína asociada a receptor (AJ87993ó) 

1 - c:GCGCO.TTG~~t'ACOC::~.Al.TTCGGCCArt.l.c.GCCt;GG;.AelC'GO.UA.AGTA - fOt 
.. A A I V L V P G X 3 .1 I T A G ~ T Q I V 

f1 - llcctttcGAlt"''OG.U.~TGT~AAG.U.Tl.To;.;'AAA...UATG~U.C'a<PC'CttU .. 1::0 
- 1 L P • 3 ~ V C • a I J ~ X ~ W 1 0 P Y 

1::1 - C'GGllUATGl.CGTG<;AAGCC'.GGCAC'NC~TTl'GTl.TCCGGlGA'l''GTTGGAAAGCCCT .. lU 
.. J.JtY DVtAGTA P LY'i'm: W!.t.! P 

1!1 • Q.ACTCCG.IiliÑTC'ITTTACT~.l1UGTCTACTCO.TllTTA.crl.Tl.O.Gn'GC'ttCT1 - :10 
.. t ·L R W .S r t R X V . Y S t I T I ~ L t l. 

~11 .. AC'C.lTTGCTG'I'NCCIC'CGTCGTC:GTC:ACCGTTt'ATCCQ.TtTCTOCTTCTI'TGCGAW .. 3 0.:0 
-TI.1Vl.SVVVTV !!PI .S! t'l"l.T 

Ul - ACA}G:~CÑt;U.Ta.c;QGTTTATATNTTC'l'<="T.UTactc:cr;TTrATCACGTT(;'fGC - U.O 
.. T S A G r G V Y 1 V t V I T P l" I T t e 

~fl - O':GTrGTATT~ATCAC~l.UCl.TCC'NTTUCTlCl''NC1'Tc:rTG;ATT~O.CG .. ta 
- P L Y Y Y H Q ~ B P V I Y L L L ; L F 7 

141 .. GT'tTC'Tc:TNCC'!TTACTG'I'TGGl.TT~ACTN~CATTaC'CAGC~AAAGT.UTTCN .. 1!.0 
- V S ~ 1 F T V G L t C l r T $ G K V I t 

4!1:1 .. GAGGCAGTCAT!CTGAO.ACAGCGGTGG'IGUTACtt'CTG.l.O.GCATACACC'ITC'l'GGGCA - 540 
.. t 1 V I L T t A V V I ~ L T ~ r T r W 1 

5'11 .. GCTllllGMGC.'CA,Ati;Al'rrc:'MCt"re<:TGGGACCTI'TCTTG'lTCGGTGCTCTTCOTTGtt .. 6 00 
- 1 X l ' Q D l" ~ l" t G P l" ~ 't ' A L V V 

611 • · CTtt'TATTG!tc'TC'CITAUC:~l.TCITCITCCCI'C:NGGl'llGAT'fTClGI'CM.TGATC - f60 
·· LLLf3LI~IFFPLC:KIS V WI 

~El .. fAN(;:~TCNo;CU~ATCltATTCTGT"lTACA.TCGTTnc:<a.Tl.CNao.ATC:U - HO 
-Y GGLASIIFCGYI V YDTDlfl. 

"l21 - ATC'.U~CI'l.ClC1'TA.TGATGAGTACATCTGGGC'NO'AT!TCCtn;TAT<:T~CG.'l'T - '7!0 
- I K R Y T Y D t Y I W A l I 5 ~ Y L ~ V 

!1 - ATCllTITGTTCCTTICICI1I'TGl.CO.ICITCAGGGC'l'GCTG-AC'AATTAUGl.G.AGGAl. .. ! 10 
.. I • L r L .S t L t I l" R 1 A D 1 • a E t 

!U - GGo;G.U.ACI'llTTTCTCiTC'I'CATGTGCA~Cl'TJ.TO.t.A.TtttlTArc::,ATlCA.GUU - iOO 
- G G Y • f L ! H V ! G L S Y r I • Y R J 

i01 • TTAGTTTCTT'fTGTnNGUIHTT1'GCTTATNATl1C'tGTATA;Qc:GGTTCCTrA'GC .. iEO 
•LV -S't V WDGtt!Dli'C.Il.Rl"LS 

S.E.l .. TlGGA<;AACTGCATC"l' A.TTTTGC.l.Al.ATA't'GATATCCATTGlC'TGGGAU.U.U,AAU..U - 10.40 
- • t lf e I Y r l J: Y D L ! • 1!: G Jt , _. JL X 

1 0;1 - A..U.U.!.Al.UAU:u.AA - 102'7 
.. X X '1' 1: X X 
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Transportador ASC (AJ879065) 

L - CTCrTIAllAM>CCCTCGTTCCIC1crTCTCC~CA1;CT<:<:ACTlCACllATTUCIC ·- E~ 
~ .1 "' JC. • .E' J. 5 ~ L t ! t A A t ! X f 1' Q 

H • UATitc'l'CCUUTCCGTAGATCTATCA'Intclll(d!GGTGTCWll'GCl.GCG.UGl ~ 110 
-ISP " ~"V DL!l" $ KV V SDA.ARK 

lll - AGA'G!GATGe!CAGllQ.J.GGCGGO.GCA«:TGCAACGAG~GAGGllAGCGTGC!GC.U - · 1 !1) 
- R D A ~ r R A A 1 A A R 1 G G K G A 1 T 

1,!1 - CC'TCAA.AGGCl.GC'tGC1GC'll_A.\GCGGCGGCCGC:GGAAN;Tl'AC'GGGGTTGACAGTTTCG - Z4 Qt 
• ~ X l A A A K G 1 A A t 5 » G V D S L A 

;u - CT~.UGGAA.n.GGGG.'. KTJ.U,.GA'IATCCGATccrG}.CTI'<iTACTGG'l'GTTT'I'GT"l'Tt'GC - 3 0.0' 
- 11 G I G D L lC I ~ D 11., T C T G V L C S l! 

201 - ATC'CGc:TI'ttGAGGGArA TTC'GGA TA.Gll TC'Tt"rATCAGTCAC'M'l'CCACGGACATG.! TC - 3 E O. 
-Pt5l!IIR.It!L.! V TfHGJ!DL 

2H - TTAUGJTGATTCNAACTGGAGC'tt'llCTlTGo;a.G;.ct;tTA'NGTTNnG;G1TTGl - 4 ¿o 
- 'I V' D ! :t L t t N Y C P. 1f. Y G L L G L 1 

4;:1 ... AT"'.C~TGGG.UGTCUCI'C'.Tl'C'ITACTGCTATAGGC'ITGC~AAC:ITCCCA'I'CCCAG - 4 !.0 
-CO CG K .!. TL l iAit;LR'tL i iPt 

1!1 - AGO.C?.TGGAntTTTTCATC:TTTC.\AGGGJ.GATCGA~CICT-GACATGACCTCCCI~ - 5.4 0 
· H MDifl!L .S R.tttlSDWT!Lt 

54,1 ... :a..GGcrGTC!ICAATTGNATGAAG!GJ.GGTI'GCAJ..lT~.\GAllGJ.J...GO"GJA;ct'ITGG - ! 00 
- l V I •cotle1L9 ttXtlDAt A 

EG-1 - CT~CGGGACPA'I'C<iN~GAGAGC.UCTTQACGUTC'I'lNAGCGTTTAGUGC:T1 - U O. 
-G~O OGGGtQLt 1IYtRLtlW 

6E1 - TG:GATIX'A~CACTGCT'GACAUCCTG:C.'Tc;('TC:AllTCIT,TttGGGCTTGGlt'l"rGATA - 1 ~Q 
-l) l l TAtKRAA:t ILf'GLGf'DI 

741 - A.;.UAAT'GCAA-'CA.U.Gl.AU.CACCIGATTTtl'Ct'"-~CT"-AC:lll'G~AnGCTC - '!<1 
- X' M Q A ~· K' T R D f' ! G G ·íl R 'W R I l. L 

!1 - nc;c.;.CGlGCCCTUTUTQAT'COAC:.U.nl'TG'ITGCTT'Gl~~~lO.UCO.TC - ! t D 
• A R 1 L f' W Jf .P t I L t. t D t P T lf R t. 

ll fl - TTC:.UCTA - !of.! 
- D L X 

Proleína inwcida por fosfato phi-1 (AM040267) 

1 - GTGCTCCTAG>-U.!T!Jo.TTCCC'IAGG4~Jo..AATCATTG.\C!C}..GAGlc..?.Al!TG'tTO...!.Tt<; - EQo 
- V L L t X Y ~ L G H ~ L T Q R Q I V Q L 

61 - GCATCnlt;GG'I'G'llCllAG'All!GCTAIAllCAl\.~T1ITGACCGCCTCTG.AT;T'I'GCT - 1~ ~ 
- 1 S K G t ~ R » 1 I H f V L 1 1 S D V A 

1:1 - CüTGATGGG11\."'TGTGTCll!CGll'G!GGAACTCll'G=CTTCTAUGGTGCTAITlTT - 1!0 
- V D G r C V ~ ~ C G I H G S ! K G A I I 

1!1 - llGGGTUGACITAU"XI.TITOCT!AU!TTG«GTTG'TAACTCTGMIICTITATGTCCT - i fO 
- K G K T Y K P ¡ Y I W V G ~ S E t L C P 

Zil. - ~CTACTGTGCCTGGCO.nt:CCCCAGCCTATT!ACGGACCACllAGC:C:C:GCCJJTGGGT - 3 Ql) 

- ~ i e 1 w P r ~ Q P 1 Y ~ P o s i P t ~ 
30'1 - GC<:CCJ>.Jo.AO.A~AT<il'GGGTGTTGATGGTATG;'fGATCAJ.t'ITGOCTl.GcnA.I'IAGCI' - 4 61) 

- A P ~ ~ O V G V O G W V I W L 1 S ~ L A 
:!El - GGMCAGC.UCGJ.ATCC'TTTTGGAU.TGGTI!'ITAO:.!GGGC'GAAGCAGATGC'CCCG'ITG - 4 4:0 

- G T A T » • F G 5 G Y Y 9 G ~ A D A P L 
4'.:1 - GlGGCTGCCTTTGCTTGCCCCGGGGTTilCCCTAl<:<:=CTTACCCAGGCTJ.CGC~Gl - t! ~ 

- t l A F A C P G V Y A X W l Y r G Y l G 
481 - CATTTA'ITCü~ACAlCACAAC;GGTGCAAGCIAC.Al.~CAO.!Go:Tl.Cll.A~llGG - 54 

- D L L V D X T T ~ A ~ Y 5 1 B G T S G a 
5<1 - AAC<!ACTIGGTTCc:GGCTTIATITGATCCTTITACATCTICATGTTCAACTITAGICT>t; - H O 

- K Y L V P A L f D P f T ~ 5 C ~ T t V • 
60>1 - TCT.!GJ.-UJo.T .\!.\TGGO.GTAGTGllG'IlG'N-~NTTTTGT'ITI'ACC~T'TGTAC!C'GA - 660 

• ' ~ K N ~ A V V 1 ~ C V Z C P 'l ! C t R 
EH - !GllGll~CillTGTA,TA!"l~GTGAA!ACTGTlltnTTGA.ITO.UCii.t~TrTT - 1~0 

-RRS"C'3I VV HT V IrD!f'IC!' 
7 ~1 - GJo.Gc.TTGAllATl'AGAr...\GCU.!t!'GcrtCGGTITGCTTTC.ATllW..UAAAJo.A.U .. U.A - ! lt 

- I V t ~ • A A M C !' G L L ! ~ X X K X K 
n - U:AMAMllAUll - ~• 

-KKRi' J!'X 
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Prote!na in<ilcida por auxinas (MI04()278) 

1. - 1-'GA.C:AGCAH.ATA.\GCT'tTI'GGTACTGTCTGC'eAJ..l.TGGJ.GGGTCCTTAGTIT'I'CTC:.TC: - EG 
- O 5 ~ 1 $ l" W Y C L P I G G 5 L V r $ L 

EL - ttCCTTrC~TcrC'l'CTACU.t"CC'llAAAAllJ...ACTJ'CACTACt'CCAC'O.TC.'..cctTC'n - 1 &O 
-Pl".SLSTTQK"KJI'FTTPPSP53 

1;:1 - C'l''I'CTTC"l''l'CT'l'CTI'CTJ'CTTTCI'l'C'CTI'C'!lCTG'l'Tc;CTTCTtClTCTTTCTTTG11Cl .. 1!G 
- ~ S 3 ' ~ ! f f L L t L L L K L S L F H 

11!1 - lTTI'CTlCTTGGGTI'rTCTCTTAC'AATATOAATl'CACA.U.TTM~TTCACAGTGCTG - :u 
- • Y t G r t ~ 0 t 0 I B X ~ ~ V B 3 A ~ 

:::u - llGTATTTUt;TGllTt.ATU'I'N'Ml!Gt'CTCClCCACICCT!GG'NTTG:;CGAGGl.~ • 200 
- V 'lK"'PII V Y~PPLt.G V GEt~ 

201 - AGG.;cCl.G'lGTU.TGTIAC't'C'UC'.TG~TC'ITC~CTCC'ITA.;G}..\GCAl'}.l'GCQU - 2EO 
- GO!S' V tl..LG!S !~~G!IC:~lt 

261 - llG;ATnCiC'l.crTUAGlGCGlllCTATANGGGCTTTCTGA'I"I'G'IT~,TCC.GTGGAO. - 420 
.. G L l L X t lt lt ·y )( • G L S .D e -' S V D S 

421 - GCTGC}.Al"AT:m:CACCTCATCAG!GGATlltAACGG=CGGATT)_\ATCTCl>.GGCTA - 4!~ 
- C • l S T 5 S t D • M G V G L 1 L K l T 

4!1 .. CGGAC;CI'Clf;t;crCG;GCTCCClGQ.TCC~TCTCCCQ.ACGGGGC.lCl.GCGCCTTGTC - St.O 
-:Ctktfit 'PG!OS PERGTAPC P 

5·U - c:I'tn;GGCTCrACAAAGGTJ'GANAGAAGc:T'GCTCTTTC'CctTGCACCC'!;c:AW.GATA - EOG 
· · .LGS TX V DIJ:LL l"P 't!P.l'KD T 

Ml. - C'tGCTTl'CTC.GGT.Atcl.CAG.U.UCC.;TIGTTl.CNo;CU.Q.UC:~4AT'l'TTC'AGATG - ~~O 

• A r' .s V ! lJ lr T V V T G lf K J. G r' $ D A 
!61 - C'fl.TG~A.TGGA.TI'C'ICAGAGGGllAA'JTTCTATCllACTCAGGTGTGl.llGO.~GATG • i20 

·MDG:f".SECiKlLSI!GVXlGDA 
ill - CU.l.GG!Gl.CCT(':ACG'NTGC'AlC'O.CC'IllAC'TGAAAQT-GCllll'lCTQ.G:"'f.lC:lG - !G 

• X t T 5 a V 0 P P X l X D A 1 T Q G T V 
1!1 - TTCTlG~GllGa:TTCTGCT't;TG.A.ATGAGGCTTCUACCGTGCG<;GCA.GTQiTGCTCCTG • ! 4D 

- L t X P S 1 V S E 1 ! » R A ~ 5 ~ A P A 
!!:41 - ctACAll,GC'TO.,.-nGT""TTG~CACc:cAnCGATcrTtTA;:UlGlAO.CAl'nG<: - i-» 

- TKAQLW VG !Pr'DlLt.JtfS• P 
9-Gl • c:TC'I'CH:C'l'Cl.UGUCU.<X:lA.Q."TGGAl'GGU.J.Gt;CTGGATClC'Cat;CTC:mTC'AT - i60 

- L P ~ R T 1' K A ~ W t k L D K Q L t ! ~ 
¡61 - Tl.&GGT.U."'.lTGQ.TG.;:rGCTCCO.'tA.TnGlGGAU.~®ACC:ro:GlllCT}.ITCTG - HilO. 

---
40 1 'ifM V L PYLR X V DtJt»YS A 

1Q21 • ClTlCC'J.G"GAG<:"l'CTC!"l'CTGCTCTrGU.U.faTGTTCA~CTG'TI'TI'lCTl.TTGGTO.AT - l!J.! O 
- Y ~ t L ._, ! l. .L t : X W F ! <: r T I G 9 Y 

10!.1 - UGGlTCrCAUGl.GC'tcCTGGQlGG.U.AN!TUo;TQQ.<i'Il.lll'N.ut;'-A!TT¡;( • 114.00 
-tO;SliRAPGltf:NL 5E.SILKDL L 

1141 - ttc.AT"l.KTCMATAO.UC:TCAC'GTACQ~;GATll"-ATGGt;;~G(;U'GC'UQCG - 1;:0.ct 
- 3 G S t T V L T Y ~ D X D G D W W L V G 

l40l • GTGATGTC'CC'C'l'GGGl.Gl.TGTTTl'ITG.ATl.CC'l'GW.G.AGGCTGA®lTCANUl.GGTI' - 12~0' 
-'D V PWZ:Kr'IDTCltRt.RIWKG5' 

1=:61 - ClG:l.l'GCClTl'GGTCTAGC:CCCllGGGCTATGGAUAc;TGTC"~GClG:U.lC'TAGCCTA • "1 '~2.1) 

• D 1 I G L 1 'i ~ ·1 W Z: lt <! R !- J, 1' ., P t 
124.1. • l"CTlC:lCl.N''1"!caA~TATCXATCCAGCUUCTGAU.GGl.Gl<ÑlUACACUGl.CG - U!.O 

• Y l' ~ L X L S I 9 B Y • • E R X T 0 D G 
lael • G'.A.Nl~t;.:'c;t!O.TUCTTllATC1"''Ttn.llG«ATTU.UG~CT~l'GTTGGT • 1440 

-•J.G"rtt•IPt.Jtl.LI:VlGCWS 
1441 • C'f'TG(¡'lO.~GO.AGCA'I(;G(;;Tl.Gll'GC'TTTA'ICTAAtTlCCAO.~NITTCTTT1T1 • 1!00 

• ~ T A 0 A ~ V D 1 L 5 • Y H Y V r L r I 
1~61 - ITC'GC'GTG1Tl.TATG'tCCnt.UGc:tCI'!tUCT~GTCl1'AtTt.U.lll.UC'CA'I'TTG - l$6 QI 

·lt V l f 'V L •ALYLV!YLJtJC.PrD 
1561 • 1t.TlTTGGAGTCI'GCll1t.CTAATGTGTGTCGl'GTAC'I~TG'ITCTTCnG.ltQAll'I'TlGT • 1620 

• IfPVC:XLVCVVY C V l.LD V .t• * 
lHl -. .UTGTtTTllG'TGTAT~CTTGTtG.AAGTtC'I'ITtAAG'n.lfG'!ACTTUGl.CCO..AGc:t - 1 ~~ O 

-erxcrac•s5ri'LC.tLDP't 
1f·~l ~ TGTCC;TTTGAl'TC.UTATGT,T«'GCAc;;TGAGAUTN'ITlTI'lGTGl'lTTA.ACl.llTG - 1140 

· ! t O 5 I: C V R T • t 1 V 1 ! V L R: J 'V 
1741 - t"GtcCTC'CllllU.llllll!AllllUlllAllllA.A - 1 111!1 

- S S K X X K X JC. Jt lt K K X 
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Protelna NPR1 (Non expresSO< of PR gones) (AM900559) 

1 - ACTTCTCCGGCTGAAATCACTTCCCTGAMCGTCTC'I'CAGJ\MT11.CTAGMTCTATATTC - 60 
1 - T S P A E I . T 9 L K R L . S E I L E S I F - 20 

61 - GA'M'CTTC'M'CACCGGACTTCGACTTCTTCGCCGACGCCAAGCTTGTGG'l'TTCCATCGGT - 120 
21 - D S S S P D F D F F A D A K L V V 5 I G - 40 

121 - AAGGMATTCCGGTGCACCGGTGTA'IT'I'TGTCGGCGAGGAGTCCT'ITCTI"''AA.GAATGTA - 180 
41 - K E I P V H R C I L 9 A R S P F F K N V - 60 

181 - TTCTGCGGG:AUGAAAGGAAGACGAAGCTGGAACTGAAGGAGCTGATG.AAAGAGTATGAG - 240 
61 - F C G K E R K T K L E L K E L H K E Y E - 80 

241 - GTGAGTTATGATGCTCTGGTGAATGTGT'TGGCCTA'ITI'GTATAGTGGAAAA.GTI'AGGCCT - 300 
81 - V S Y D A L V N V L A Y L Y S G K V R P - 100 

301 - TCACCTAA.AGATG'I'GTGTGT'M'GTGTGGACMTGAGTGCT'M"CATGTAGC'I"I'GTAGGCCA - 360 
101 - S P K D V C V C V D N E C F H V A C R P - 120 
361 - GCAGTGGCTTTCTTGG'I"''CAGGT'M'TGTACGCATCCTI'TACCTTCCA.GATCTCTGAATTG - 420 
121 - A V A F L V Q V L Y A S F T F Q I S E L - 140 
421 - GTCGACAAGTTTCAGA.G.ACACCTGTTGGAT11.TTCTTAACAAAGCTGCAGCAGACGATGTA - 480 
141 - V D K F Q R H L L D 1 L N K A A A D D V - 160 
481 - ATGATGG'l"'"'TATCTGTTGCJI.AACATTTGTGGTAAAGCATGTGAGAGA'ITGCT'I'TCAAGC - 540 
161 - M M V L S V A N I C G K A C E R L L S S - 180 
541. - TGCATI'GAG1\TTATI'GTCAAGTCTAATGTTGATATTATAACCCTTGA.TAAGGCT'M'GCCT - 600 
181 - C I E I I V K S N V D I I T L D K 1\ L P - 200 
601 - AATGACATCGTA~.CAAATTACTGAT"''CACGCACTGAACTI'Gl\TCTJI.CMGGGCCTGTA - 660 
201 - N D I V K Q I T D 5 R T E L D L Q G P V - 220 
661 - AACCATGGTTI'TCCTGAT1\MCATGriMGAGGATACAT'AGGGCA'ITJI.GACTCTGATGAT - 120 
221 - N H G F P D K H V K R I H R A L D S D D - 240 
121 - GTl'GAA'ITACTAAGGATG'I'TGCTTAAAGAGGGGC"-T11.C'I?.CTCTAGA.TGATGCGTATGCT - 780 
241 - V E L L R K L L K E G H T T L O O ~ Y A - 260 
181 - CTCCACTATGCTGTAGCATA'M'GCGATGCAAAGACTACATCAGAAC'I"'"'M'AGATC'M'GCA - 840 
261 - L H Y A V A Y C O A K T T S E L L D L A - 280 
841 - C'M'GCTGATGTTAATCACCAAAATCCTJ\GI\GGATJ\CACGGTGCTTCATG'M'GCTGCCATG - 900 
281 - L A O V N H Q N P R G Y T V L H V A A M - 300 
901 - AGAJI.AAGAGCCTAA.AA'ITATJ\GTGTCCCTTTTAACCAAA.GGAGCTAGACCTTCTGATCTG - 960 
301 - R K E P K I I V S 4 L T K G A R P S D L - 320 
961 - ACATCCGATGGCAGA.AAAGCACTTCAAAT'I'GCAAAGAGGCGCACTAGGCTTGTGGATT'I"I' - 1020 
321 - T S O G R K A L Q I ~ K R R T R L V O F - 340 

1021 - ATI'M.GTCTACAGAGGAAGGAAA.ATCTACTCCAAAGG1\TCGGTTATGCATI'GAAATI'CTA - 1080 
341 - I K S T E E G K S T P K D R L C I E I L - 360 

1081 - GAGCAAGCAGAAAGAJ.GAGATCCACTACTI'GGAGAAGCTTCAGT11.TCTCTTGCTATGGCA - 1140 
361 - E Q A E R R O P L L G E A S V S L A M A - 380 

1141 - GGCGATGA'ITI'GCtiTA'IGAAGCTGTTATACCTI'GAAAATAGAG'M'GGTCTGGCTAAACTC - 1200 
381 - G D D L R M K L L Y L E N R V G L A K L - 400 

1201 - CTI"M'CCCTJ\TGGAA.GCAAAAG'M'GCAATGGACATTGCTCAAGTTGATGGCACATCTGAG - 1260 
401 - L F P M E A K V A M O I A Q V O G T S E - 420 

1261 - TTCCCCCTGGCTAGCATCAGGAA.GAAGATGGCTGATGCACAGAGGACAACAGTGGATTTG - 1320 
421 - F P L 1\ S I R K K M A O A Q R ·T T V O l. - 440 

1321 - MCGAAGCTCC'ITTCAAGATGAAAGAGGAGCACTTGAATCGGC'ITATGGCGCTGTCTAGA - 1380 
441 - N E. A P f K H K E E H L N R L M A L S R - 460 

1381 - ACTGTGGAA.C'rl'GGAAAACGCTTCTTTCCACGTTGTI'CAGAAG'ITCTAAATAA.GATCATG - 1440 
461 - T V E L G K R F f P R C S E V L N K I M - 480 

1441 - GATGCTGATGA.CTI'GTCTGA.GATAGC'I"rn.CATGGGGAATGATJI.CGCCAGAAGAGCGTCAA - 1500 
491 - O A D O L S E I A Y H G N O T P E E R Q - 500 

1501 - CTGAAGAAGGAAAGGTACATGGUC'M'CAGGAAAT'OCTGACCAAAGCGTTCACTGAGGA.T - 1560 
501 - L K K E R 'i H E L Q E I L T K A F T E D - 520 

1561 - AAAGAAGAT - 1569 
521 - K E O X - 540 
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Fador de tranKripci6n WRKY1 (AM900580) 

1 - AA~TGCA.'M''l"I'CA'l'CTI'OCOIAT'I~'I'GAC'M'CC'OCTM"''AGTGACCTTC'M"''C'J'GA.T - 60 
1-N Y A F S S S Q F H T S P F S O L L S O -20 

61 - AATAATG~TGATAATAAt;;I'J.AC~GAAC'l"GQGGATM'P.GTTA'l'OI.GJ\GAA.TTA'l'GAAT - 120 
21-NNOONNNNR.NWGf'SYQRIHN -40 

121 - TCAATTAACAAAGATGAGGTI'~G'M'CAAGTC'I'TI'TCCAC:C'M'CTTCTT'I'GCCTATG - 180 
41 - S I N 1< O !: V P K !' 1< S !' P P S S L P M - 60 

181 - A'l'CTC'M"CTTCATQ.C:C:AGCTTCTCCTTCTTCTTATC't'I'GCTTTTCC'I'O\~T - 21;10 
61-I S S S S P A S P S S Y LA t P H S L S -80 

241 - CO\TCTG'M'CTT'I'TGGACTCACO\GT'l"l'TG'M'TAACAA'l"l'CCAATAC"''Cl"r(x;ATCAC:CA - 300 
81 - P S V L i O S 2 V L f' N N S N T L P S P - 100 

301 - ACAACAGGGAG'l"'''ITGO'rnGT't'I'GAAT'J'OCAAGG'NJGATM.TTCAAOGJICTTCTGATTTC - 360 
101 - T T G S F G S L N S K E 0 N S R T S O F - 120 
361 - TC't'Tl'CCATPDTAGGCCTGCT:PCrTCATCATCAATATM'CACTCT'l"CTGC'''CCAC - 420 
121 - S F H S R P A T S S S I F H S S A P R N - 140 
421 - TCA'M'GGACGACTTAATAAQI.AGGCIUJCAACA.GAOUICI'GAA'l"TC'l"CCJCCTT - 480 
141 - S L O O L I T R Q Q Q T T E l' S T A K I - 160 
481 - GGGGTGAAA.TC.AGAAGT:AGC'l"CX:M.TTCAAMT"l'TCTCCCAAGAGAACA~GMTAAT - 540 
161 - G V 1< S !: V A P I Q S t S Q E N H Q. N N - 180 
541 - CCI'GC03CA:ATGCATTACTC1l'CAAo:::'I'TC'J'CAATATG'M'P.GAGAACAGJUIGGC:AGAAGAT - 600 
181 - P A A M H Y e Q P S Q Y V R E Q K A !: O - 200 
601 - GG~'t'AATTOGAGGAAATATGGGCAAA.AGCAAGTGAAAGGAAGTG'AIJAATO:GCOAMe - 660 
201 - G Y N W R 1< Y G Q K Q V 1< G S !: N P fl S - 220 
661 - TAT'I'ACAAGTGTAOO'l"I'TCC'l'AATTGTCC"I'ACAA:AGAA.GAAGGTTGAI\JIGGAAC'l'TGGAT - 720 
221 - Y Y 1< C T F P N e P T K K 1< V E R N L O - 240 
121 - GGACACP.Tl'ACTGAOATAOTC'I'ATAAGGGGJI.GCCATAA'I'CATCCAAAGCCTCAATCCACC - 780 
241 - G H l T E I V Y K G S H N H P 1< P Q S T - 260 
781 - AGAAGATO.TCTGCAo.A.TaiA'M'OlGAACC'M'GC'I'TAOI'CCAAC'M'GGATATAACAAAT - 840 
261 - R R S S A Q S I Q N L A Y S N L O I' T N - 280 
841 - CJIGCCAAATGCTT'rl'C'l"TGAAAATGC'TCAAMGGAT'l'CCTTGGC03TAACAGACAATTCT - 900 
281 - Q P N A F L !: N A Q R D S L A V T O N S - 300 
901 - TCAGC'l'TC'I'Tl'TGGAGATGAGGATGT'I'GATCAAGGGTCTCCTATCA.GTAAIJTCMGAGAA - 960 
301 - S A S F G O E O V O Q G S P I S K S G !l - 320 
961 - AATGATGAAAATGAAOCTGJ\GGCAAAGAGATGGAAGGGMACAATGAAAACGAGGTCATA - 1020 
321 - N O !; N !: P E ~ K fl W K O O N E N t V I - 340 

1021 - TCATCTGCPJ!oGTAG}U!¡C'PoGTACGTGAACCTMAATTGTPGTACAAA(X;'PCANJTGN;ATT - 1080 
341 - S S A S R T V R E P P. l V V Q T T S O I - 360 

1081 - GATA'T''l'CTTGATGATGG'rl'ATAGATGGAGAAAATATGGACAAAA.AG'M'GTCAAJ!.GGCAAT - 1140 
361 - O I L O O G Y R W R 1< Y G Q K V V 1< G N - 380 

1141 - CCAAAccc:AAGAAG'I"m.CTACAAATGCACA'M'TC'M'GGCTGTO:::AG'M'~AAGCATGTA - 1200 
381 - P N P R S Y Y K e T F L G e P V fl K H V - 400 

1201 - GAGCGAGCATCGCATGA'I'CTAAGAOCIIGTOATCACAACTTA~CATAACCAT - 1260 
401 - E: R A S H D L R A V I T T Y !: G K H N H - 420 

1261 - GATGTTCCTGCAOCACGTGGTIIOC.GGTJI.GTTACTCCATGAATAAACC'I'O:ATCTGGAMC - 1320 
421 - O V P ~ A P. G S ,G S Y S M N K P P S G S - 440 

1321 - AACAATAACATGCC1\GTMTI'CCAAGGCCT:TCACTGTI'OOCTAACM.TTC'I'AA'l':AA.GGA - 1380 
441 - N N N H P V V P R P S L L A N N S N Q G - 460 

1381 - ATGAATG'l"'''AGTAACACA't"l'A'ITl'AAC1\CAGeN:NJGT'roAAOCN:X:AATCPCCTTGCP.G - 1440 
461 - H N V S N T L f' N T A (;! V E P P I T L Q - 480 

1441 - ATGCTACAAAGCTCI'GGAAGTTOU!oGTl'A'l"''CAGGA'l"I'TGGAACCTCATCGGGATCTTAT - 1500 
4U - M !. Q S S G S S S Y S G !' G T S S G S Y - 500 

1S01 - A.TGAATCAAATGCJ\GCCCAOOAACAAT'J'OCAAGCTGATAAGCAAAGAAGAA.e - 15 52 
SOl - H N Q H Q P T N N S K L I S 1< E E X - 520 
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