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Para ello, se establecid un modelo de estudio en hidroponia, en donde la
sintomatologfa se pudo observar tres dias después de la inoculacién, con la
presencia de una necrosis en la base del tallo. Se observé cambios a nivel
transcripcional en tejido sistémico de plantulas infectadas. Dos de los ADNc
identificados tienen alta identidad con proteinas que participan en el
metabolismo del nitrégeno, otra participa en el proceso de endositosis y una
mas se une al ADN.

Se observé un incremento a nivel de transcritos y en la actividad enzimatica
de una nitrato reductasa (nitrato reductasa de Capsicum chinense, CcNR),
con un alto porcentaje de identidad con otras NRs de solanaceas, desde
tiempos tempranos después de la interaccién, al igual que P. capsici. Las
fitohormonas de defensa, acido salicilico y etileno pero no jasmonato de
metilo modifican tanto los transcritos como la actividad enzimatica de la
CcNR. Ya que la aplicacion de las fitohormonas de defensa induce la
actividad diferencial de CcNR, es posible que la actividad de CcNR esté
relacionado con la respuesta de defensa del hospedero.
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with other solanaceae NRs, from early times after interaction, salicylic acid
and ethylene but not methyl jasmonate modified both the transcripts and the
enzymatic activity of the CcNR, since the application, it is possible that the
activity of CcNR this related to a specific host defense response
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expresados diferencialmente se identifico uno cuya secuencia presentd un
nivel alto de similitud con una nitrato reductasa, por lo que se le denominé
nitrato reductasa de Capsicum chinense (CcNR). La NR es una enzima
clave en la asimilacién de nitrato y recientemente se ha demostrado que
tiene un papel en la respuesta de defensa, participando en la sintesis de

Con base en estos antecedentes, en el presente trabajo se planted el
objetivo de caracterizar con mas detalle la regulacién de esta enzima en los
niveles transcripcional y postraduccional, durante el proceso de infeccion
con Phytophthora capsici y en presencia de fitohormonas de defensa, asi
como su posible participacion en la sintesis de NO.

Los resultados demostraron que los transcritos de la CcNR se encuentran
presentes en niveles basales en practicamente en todos los tejidos de la
planta. Su nivel de expresidon se incrementa rapidamente en tejidos
sistémicos cuando las raices de la plantula son inoculadas con P. capsici y
al analizar como se ve modificado el patron de expresiéon de este gen ante
la induccién con diversas fitohormonas, se observéd que bajo las condiciones
experimentales empleadas, el acido salicilico (SA) y el etileno (ET) tienen un
efecto positivo en los transcritos de CcNR, mientras que el acido jasmoénico
(como jasmonato de metilo, MeJa) no tiene un efecto apreciable. Con
relacion al nivel postraduccional, encontramos que la enzima se activa con
una cinética similar a la regulaciéon transcripcional, tanto por la infeccion
como por la adiciéon de las fitohormonas. En cuanto a su papel en la sintesis
de NO, parece que en el modelo experimental empleado no tiene una
contribucién apreciable.

Estos datos sugieren un papel de la CcNR en la defensa del chile habanero
durante la infeccion con el oomiceto P. capsici. Sin embargo, debido a que
todas las plantulas mueren, es posible que la induccion de la CcNR sea
parte de un sistema de defensa que resulta ineficiente, ya sea porque se
presenta tardiamente o porque no alcanza un nivel umbral para responder
eficientemente ante el ataque del patégeno.












1.1.3. El oomiceto Phytophthora capsici como patégeno del género
Capsicum

Los oomicetos forman parte de un grupo de microorganismos que incluyen
algunos de los mas notorios patégenos de plantas. Entre estos miembros, el
género Phytophthora causan enormes pérdidas econdmicas en cultivos de
ciertas especies. Los oomicetos consiguen la colonizaciéon de la planta
mediante el bloqueo de los circuitos de defensa de la célula hospedera, a
través de proteinas conocidas como efectores. Los oomicetos secretan dos
clases de efectores con blancos en diferentes sitios en la planta hospedera.
Los efectores apoplasticos son secretados en el espacio extracelular; éstos
interacttan con blancos extracelulares y receptores de la superficie. El otro
tipo de efectores son ios citoplasmicos, los cuales son translocados a la
célula, presumiblemente a través de estructuras especializadas como
vesiculas infectivas y haustorios que se invaginan dentro de la célula del
hospedero (Kamoun, 2006).

En fas plantas susceptibles, estos efectores promueven la infeccion por
supresion de las respuestas de defensa, aumentando la susceptibilidad o
induciendo los sintomas de la enfermedad. Alternativamente, en plantas
resistentes, los efectores son reconocidos por ios productos de los genes de
resistencia de la planta, conduciendo a la muerte celufar en los tejidos del
hospedero que entran en contacto con el patégeno y en una efectiva
respuesta conocida como respuesta de hipersensibilidad. Los oomicetos
causan enfermedades devastadoras en numerosas plantas de cuitivo,
ornamentales y silvestres. Entre los oomicetos se incluyen a mas de 60
especies del género Phytophthora, posiblemente el patdgeno mas
devastador de plantas dicotiledéneas. Phytophthora spp. causa enormes
pérdidas econémicas en importantes especies de cultivo tales como papa,
jitomate, chile y alfaifa. La infeccidon por el género Phytophthora inicia
generalmente cuando zoosporas liberadas del esporangio alcanzan la
superficie de hojas o raices, forman quistes y germinan (Kamoun, 2003).
Después de germinar, las zoosporas penetran directamente al tejido del
hospedador con la ayuda de enzimas que degradan la pared celular de la
planta (Figura 1) (Adorada et al., 2000).






la marchitez del chile es con el uso de variedades resistentes. A nivel
mundial, diversos grupos han tratado de desarrollar algunas variedades de
chile resistentes a P. capsici (Egea et al, 1996; Ristiano y Johnson, 1999)
Estudios previos de la interaccion entre C. annuum'y P. capsici permitieron
establecer un sistema de estudio de los factores envueltos en la resistencia
de plantas al ataque del oomiceto. En esta interaccion, el tipo de resistencia
es probablemente debido a la reaccién de hipersensibilidad que ocurre a
nivel del tallo, que detiene la infeccién inhibiendo el crecimiento del
oomiceto (Egea et al., 1996).

En los dltimos afios se ha observado la induccion de la expresion de genes
de defensa tanto en plantas susceptibles como en tolerantes. Kim y Hwang
(1994; 1997) reportaron que en tallos de C. annuum infectados con P.
capsici se inducen genes que codifican proteinas relacionadas con la
patogénesis, como las §-1,3 giucanasas y las quitinasas, las cuales pueden
proteger a la planta al degradar la pared celular del oomiceto. Egea et al.
(1996) demostraron que la acumulacién de la fitoalexina capsidiol en las
zonas necréticas de C. annuum infectadas con P. capsici, esta
aparentemente relacionada con Ia resistencia.

Se ha observado que los niveles de expresion de genes como el de la
proteina PR1 (CaBPR1) o el gen CaSARB8.2, que son inducidos tanto por
estrés bidtico y abidtico, asi como los que codifican a una proteina de unién
a quitina (CBP), ascorbato peroxidasa (CAPQA1), tioredoxina peroxidasa
(CAPQOT1), peroxidasa (CAPO1), y de una proteina transportadora de
lipidos (CALTPIIl) se expresan tanto en la infeccidén compatible como en la
incompatible; sin embargo, se observa una mayor expresion de la mayoria
de ellos en la interaccion incompatible (Kim y Hwang, 2000, Lee y Hwang,
2003; Lee et al., 2001; Jung et al., 2003; Do et al., 2003). En todos los casos
anteriores, los autores sugieren la posible participacién en la defensa de
cada gen estudiado, debido a que se expresa con mayor nivel en la
interaccion incompatible, proponiendo que la intensidad y la rapidez de la
respuesta es la que determina la susceptibilidad o la resistencia al patogeno
(Requena et al., 2005).

Sin embargo, los oomicetos estan incluidos en un Unico grupo de patdgenos
eucariotes de plantas, que ha desarrollado una habilidad de infectar
independiente de los hongos verdaderos. Se sugiere que los oomicetos
pueden tener un mecanismo distinto de interactuar con la planta (Osbourn,
1996). Por tanto, a pesar de que ya se tienen estudios sobre la interaccion
hospedero-oomiceto, aun se tiene una gran brecha sobre los mecanismos
gue se ven involucrados en este patosistema, sobre todo a nivel hospedero.

1.2.  INTERACCION PLANTA-PATOGENO

Las plantas son atacadas por muchos microorganismos patdgenos,
incluyendo bacterias, hongos, virus y nematodos. Las enfermedades de las
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defensa. Este tipo de defensa es referida como inmunidad disparada por
efectores y es mediada por proteinas R, la cuales son especificas para un
patdgeno en una variedad especifica del hospedero; esto es conocido
también como interaccion gen a gen (He Ping et al.,,, 2007, Tameling y
Takken, 2008).

Diversas evidencias indican que receptores de alta afinidad a sefales
derivadas del patégeno, median la conversién de la sefial extra-membranal
en una sefal intra-membranal. Subsecuentemente, una transduccién de
sefales es iniciada, disparando la activacion de un arsenal de defensas en
la célula del hospedero (Nirnberger, 1999).

La defensa de las plantas es un complejo evento fisiolégico, como muchos
otros procesos biologicos; la complejidad aumenta para el caso de la
resistencia contra patégenos, en donde no se sigue la interaccién gen-gen,
pero que esta influenciada por genes inducidos por las moléculas efectoras
del patégeno. La respuesta de defensa de la planta ante un patégeno
involucra ia regulacion transcripcional de un gran numero de genes. Muchos
de estos genes regulados diferencialmente codifican proteinas que
participan en las rutas del metabolismo, tanto primario como del secundario,
y los cambios en la sintesis de sus productos pueden conducir a la
reprogramacion del metabolismo celular. Por ejemplo, en el analisis de los
cambios transcripcionales durante la interaccion incompatible A. brasicola—
A. thaliana por medio de micro-arreglos, se observd la alteracidon en la
transcripcidén de genes involucrados en fa percepcion del patégeno, la
transduccion de sefales, la modificacion de la pared, el metabolismo de los
acidos grasos y el metabolismo secundario. La induccion de estos genes
puede activar procesos claves asociados con la defensa de la planta
(Schenk et al., 2003; Chen y Chen, 2002).

1.2.2. Los inductores como moléculas de reconocimiento

El reconocimiento del patégeno juega un papel centrai en la interaccion
hospedero-patdbgeno. Las plantas han desarrolfadoc mecanismos
sofisticados para detectar a un patdgeno potencial y activar varios y
diversos mecanismos de defensa. Las moléculas que inducen el
reconocimiento son conocidas como inductores. El término “inductor” se
utiliza cominmente para denominar a aquellas moléculas naturales
(bidticas), procedentes de la planta (inductor endégeno) o del fitopatdogeno
(inductor exégeno), gue son capaces de inducir respuestas estructurales y/o
bioquimicas asociadas a la resistencia de la planta frente al organismo que
la ataca (Radman et al., 2003). Los inductores pueden ser clasificados en
dos grupos: “inductores generales’ (PAMPs), e “inductores raza-especificos”
(proteinas de avirulencia). Mientras que los inductores generales son
capaces de disparar la defensa, tanto en un hospedero como en un no
hospedero, los inductores raza especificos inducen las respuestas de
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La funcibn de un receptor comprende el percibir la sefal vy
subsecuentemente activar elementos debajo de la transduccién de seftales.
E! reconocimiento de un patébgeno puede ser raza-especifico o raza-no
especifico.

Los receptores que tienen participacion en ei reconocimiento raza-no
especifica tienen afinidad por moléculas conocidas como inductores
generales estimulando fa defensa en todos los cuitivares de, al menos, una
especie de planta a un amplio rango de patégeno.

Durante la ditima década, varios tipos de receptores raza-no especifico han
sido identificados en plantas. De acuerdo con sus caracteristicas
estructurales, éstos han sido clasificados en diferentes categorias
incluyendo receptores tipo cinasas (RLKs), receptores de histidina- cinasa y
receptores con diferente nimero de dominios transmembranales (Satterlee
y Sussman, 1998; Walker, 1994; Grignon, 1999). Los receptores RLK se
caracterizan por tener un dominio extra-membranal que probablemente esté
involucrado en la percepcién de la sefial, un dominio transmembranal y un
dominio citoplasmatico, que puede iniciar la transducciéon de sefales en la
celula. Entre los receptores RLKs ampliamente estudiados esta FLS2, el
cual reconoce un fragmento de 22 aminodcidos altamente conservado de la
proteina flagelina y el receptor EFR que reconoce al factor de elongacion
bacterial EF-TU.

Por el contrario, los receptores que tienen participacién en el reconocimiento
raza-especifico estdn acorde con la hipotesis gen-gen, ya que éstos
reconocen a moléculas inductoras raza-especifico, las cuales son producto
de los genes de avirulencia (avr) del patégeno, confiriendo resistencia sélo
al hospedero que tenga el correspondiente gen de resistencia (R), el cual
codifica al receptor (Nurnberger, 1999).

Especies de Phytophthora secretan pequefias proteinas extracelulares
llamadas elicitinas. Estas proteinas disparan una respuesta de defensa local
(respuesta de hipersensibilidad) y distante en ciertas plantas de la familia de
las Solanaceae y Cruciferae (Kamoun et al., 1994). Se han aislado de
fitrados de cultivo de P. cryptogea y P. capsici elicitinas llamadas
criptogeina y capsiceina, respectivamente. El tratamiento de plantas de
tabaco con purificados de elicitinas o la expresién de algin gen de elicitina
en tabaco trangenico inducen resistencia a P. parasitica, 1o cual demostro
que este SAR es eficiente contra otros fitopatdgenos de tabaco, ante esto
se consideré que las elicitinas son inductores poderosos y confieren una
proteccion especifica a tabaco ante una amplia variedad de patégenos.
Cuando un patdgeno interactia con una planta potencialmente hospedera,
puede colonizar exitosamente a la planta y causar la enfermedad; en este
caso se dice que el patdgeno es virulento, la planta es susceptible, y la
interaccion es compatible. Alternativamente, la planta puede responder
contra el patégeno con una rapida activacion de una bateria de respuestas
de defensa, interfiriendo con la multiplicacion del patégeno, y previniendo la
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Cuadro 1.1. Genes de resistencia aislados de diferentes plantas.

Clase GenR Planta Patégeno Gen Avr
1 Pto Jitomate P. syringae AvrPto,
AvrPtoB
2 Bs2 Chile X. campestris AvrBs2
Dm3 Lechuga B. lactucae
Gpa2? Papa Globodera pallida
Hero Papao G. rostochiensis
G. pallida
HRT® Arabidopsis  Turnip Crinkle Proteina de la
Virus capside
12 Jitomate Fusarium
oxysporum
Mi Jitomate Meloidogyn
incognita
Mi Jitomate Macrosiphum
uphorbiae
Mia Cebada Blumeria graminis
Pib Arroz Magnaporthe
grisea
Pi-ta Arroz M. grisea AVR-Pita
R1 Papa Phytophthora
infestans
Rp1 Maiz Puccinia sorghi
RPM1 Arabidopsis P. syringae AvrRpm1,
AvrB
RPP8° Arabidopsis  Peronospora
parasitica
RPP13 Arabidopsis P. parasitica
RPS2 Arabidopsis P. syringae AvrRpt2
RPS5 Arabidopsis P. syringae AvrPphB
Rx1a Papa Potato Virus X Prteina de la
capside
Rx2 Papa Potato Virus X Proteina de la
capside
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antimicrobiana, y de reguladores tales como el acido salicilico, el etileno y
diversos metabolitos derivados de lipidos (Fritig et al., 1998; Hahn, 1996).

1.2.5. Resistencia sistémica adquirida

Las respuestas de defensa locales, especificamente las desarrolladas por
las células del aro que bordea al sitio de la infeccién, a menudo disparan la
sefalizacion quimica a nivel sistémico, para el establecimiento de una
resistencia no especifica por toda la planta, proporcionando una proteccion
durable contra infecciones de un amplio rango de patégenos (Pieterse et al.,
2009; Sticher et al,, 1997). Esta resistencia sistémica a la enfermedad de
larga duracién y de amplio espectro es referida como resistencia sistémica
adquirida (SAR).

Es claro que el acido salicilico (SA) juega un importante papel en el
establecimiento de la SAR. Para el establecimiento de SAR se requiere del
movimiento de una sedal a través del floema del tejido infectado al tejido
sistémico. Diversas controversias se tienen sobre cual es la molécula sefial
de movimiento sistémico para establecimiento de SAR. Iniciaimente, el SA
fue la molécula propuesta como la sefial movil, debido a que estudios como
los realizados por Ryals et al., (1995) proponen que la acumulacién de SA
es requerido para la induccién de SAR. Aunque el SA no es aparentemente
la sefial de trasiocacion, esta involucrado en la transduccion de ia sefal.
Park et al., (2007) proponen que el salicilato de metilo (MeSa) es la sedal
que se mueve a través del floema para el establecimiento de SAR y a la
proteina SAPB2 como el receptor de ésta en el tejido sistémico. Sin
embargo, ellos comentan que pueden ser dos las sefiales que se translocan
para inducir SAR: proponiendo a una molécula de un derivado lipidico y a
MeSa.

Existen varios trabajos que sugieren que una molécula de base lipidica
puede ser la sefal movil para SAR. Maldonado et al., (2002) observaron
que plantas mutantes de Arabidopsis defectuosas en inducir resistencia
(dir1) tienen un desarrolio normal local de la resistencia a patogenos, pero
es incapaz de desarrollar SAR o la expresion de genes PR en hojas
sistémicas. DIR1 codifica una putativa proteinas de transferencia de lipidos
(LTPs), proponiendose que DIR1 interactua con moléculas derivadas de
lipidos para promover la sefial de larga distancia.

Moleculas lipidicas tal como oxilipinas, 4cido fosfatidico, y las N-
aceletanolaminas son sintetizados o liberados de la membrana después del
ataque del patégeno o el insecto. Algunos actuan como mensajeros
secundarios en la sefial de defensa en la planta. En Arabidopsis PAD4 y
EDS1 codifican putativas lipasas y pueden iniciar la liberacién de sefales
mobiles derivados de lipidos. DIR1 puede ser una cosefial o actuar como un
translocador para liberar la seial mobil en el sistema vascular o acompanar
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Figura 1.3. Las respuestas de defensa de la planta al ataque de
microorganismos son regquladas a través de complejas redes de rutas de
seflalizacién que involucran a tres fitohormonas: SA, JA, y ET. Las rutas de
seflalizacién mediados por SA y JA son mutuamente antagonicos. Esta
regulacion cruzada puede estar involucrada en la afinada induccién de la
planta de las respuestas de defensa a diferentes patégenos de una forma
precisa.

Varios estudios proveen evidencias de interaccion positiva entre las rutas de
sefializacién del JA y el ET (Kunkel y Brooks, 2002). La interaccién entre
estas dos vias pueden ser secuencial, cooperativa o sinérgica, dependiendo
del agente causal de la infeccion. Por ejemplo, el JA y el ET actian
sinérgicamente para inducir algunas proteinas relacionadas con la defensa
como es la defensina (PDF1.2), la quitinasa basica (b-CH), la osmotina y
otros.

Existen evidencias que sugieren una regulacién tanto positiva como
negativa en las interacciones entre las rutas de sefalizacion mediadas por
el ET y por el SA. Interesantemente, muchos de los casos reportados del
entrecruzamiento entre los caminos de sefializacion del SA y del JAJET son
interacciones negativas, de tal manera que la induccién de la defensa
activada por uno, inhibe la defensa activada por el otro. Un ejemplo de esto
es observado en las mutantes eds4 y pad4 de A. thaliana, que son
incapaces de acumular SA y exhiben una mayor expresion de los genes
dependientes de JA.

Efectos negativos del JA en la sintesis o sefalizacion del SA han sido
documentados. Una sefalizaciéon constitutiva del JA en las mutantes cev?
de Arabidopsis suprime la expresidén de genes de defensa dependientes del
SA, ademas de tener una activacion de la ruta de sefializacién JA/ET por la
sobreexpresion del factor transcripcional de respuesta al etileno (ERF1),
resultando en una reduccion de la resistencia contra bacterias biotroficas.
También se ha observado una regulacién negativa entre el ET y el SA. Se
ha reportado que el tratamiento con SA inhibe la expresion inducida por ET
de los genes de glucanasa basica y de osmotina en jitomate.
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mecanismos celulares, asi como también en respuestas de defensa, entre
las que podemos mencionar factores de transcripcion (Lin et al., 2004) y las
proteinas cinasas activadas por mitogenos (MAPK) (He et al., 1999), entre
otras.

Se han realizado estudios sobre la expresion diferencial durante la
respuesta contra patégenos con la finalidad de identificar genes que se
inducen o reprimen durante la interaccion planta-patdégeno, para la cual se
han empleado técnicas como el despliegue diferencial de ARN (DD), el
analisis de polimorfismo de fragmentos de ADNc amplificados (AFLP),
analisis serial de la expresién génica (SAGE), la hibridacion substractiva y el
analisis por microarreglos.

La fiexibilidad del despiiegue diferencial para comparar varios subconjuntos
de la poblacion de transcritos simultdneamente en un solo gel hace de este
método una alternativa atractiva para estudiar las complejas interacciones
planta-patégeno (Seehaus y Tenhaken, 1998; Yamazaky y Saito, 2002).

Un ejemplo de la aplicacion de esta técnica para identificar genes es el
reportado por Sanabria y Dubery (2006), en donde se identificaron los ADNc
de genes inducidos por un liposacarido de Burkholderia cepacia en células
de tabaco, entre los que se incluye homologos de un receptor tipo cinasa,
una proteina de unién para proteinas secretadas por el sistema de
secrecion tipo Ill, el gen N de resistencia contra virus, asi como la cinasa
Pto, el Unico miembro de la clase 1 de los genes R.

22






1.5. HIPOTESIS

Dado que la enfermedad causada por Phytophthora capsici en Capsicum
chinense produce la muerte del hospedante, la sintesis de transcritos
correspondientes a genes de defensa y del metabolismo vegetal podrian
modificarse durante la infeccidn.

1.6. OBJETIVOS

1.6.1. Obijetivo general

Demostrar si durante el desarrollo de la enfermedad causada por
Phytophthora capsici en la especie Capsicum chinense se modifica la
expresion de genes de defensa en el hospedante.

1.6.2. Objetivos especificos

1) Establecer un sistema para la inoculacion con P. capsici en plantulas de
C. chinense.
a. Establecer un cultivo hidroponico de chile habanero.
b. Inducir la enfermedad in vitro mediante ia inoculacion con el
oomiceto en las raices.
2) ldentificar transcritos acumulados diferencialmente durante el desarrollo
sistémico de la marchitez del chile.
a. Aplicar la técnica del despliegue diferencial de ARNm.
3) Analizar las posibles funciones de los transcritos identificados en la
resistencia contra patogenos.
a. Corroborar su induccion durante el desarrollo de la enfermedad.
b. Comparacion sus secuencias en bancos de datos.
c. Caracterizar los efectos de las fitohormonas SA, JA, y ET sobre
ellas.
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oscuras en el tallo. Las lesiones en hoja y tallo son comunes cuando se
inocula por la dispersion del agua de riego por salpicadura en las porciones
mas bajas de la pianta (Ristiano y Johnston, 1999). En estudios de la
interaccién C. annuum-P. capsici se ha observado el estimulo de la
biosintesis de etileno. También, en el andlisis del marcador de defensa PR1
se observd una fuerte induccion tanto en la interaccién compatible e
incompatible desde las 24 horas, aunque la expresion se mantuvo muy
intensa desde las 48 hasta la 96 horas después de la induccién en ambas
interacciones. A las 96 horas ya se observaba menos transcritos (Kim y
Hwang, 2000).

Con fundamento en lo anterior, en la primera parte de este proyecto se
decidié establecer un modelo para el estudio in vitro de la infeccion del chile
habanero con P. capsici, esperando reproducir los sintomas reportados en
la bibliografia para la marchitez del chile. Para ello, se realizaron anélisis
para determinar los tiempos y la confiabilidad del tejido que se emplearon
para los analisis de expresion diferencial, mediante la determinacion del
avance intratisular del micelio del patégeno con el fin de evitar la
contaminacion de las muestras de ARN con transcritos del patogeno.
Ademas, se evalud la factibilidad del establecimiento de una respuesta de
defensa, mediante la deteccion del transcrito del gen que codifica a la
proteina PR1, debido a que este gen es un marcador molecular de defensa.

2.2. MATERIALES Y METODOS
2.2.1. Plantulas de chile habanero

En este estudio se emplearon variedades criollas de Capsicum chinense
Jacq. colectadas y donadas por el Dr. Ignacio Islas y colaboradores; con
estas se han realizado estudios de inoculacion de tallos de plantas de chile
con micelio del ocomiceto y se ha evaluado la sintomatologia presentada
ante estas condiciones (Islas-Flores, comunicacién personal). Las plantas
empleadas para este estudio presentaron la mayor tolerancia del analisis
anterior, las cuales fueron auto-fecundadas y se obtuvieron semillas.

Para su germinacioén en agua, las semillas fueron tratadas con etanol al 70
% por 5 minutos e hipoclorito de sodio al 30% por 15 minutos para asegurar
su desinfeccion. Las semillas fueron germinadas sobre algodén humedecido
con agua en oscuridad a 25 °C. Después de germinar, las semillas fueron
transferidas a medio sélido MS y posteriormente transferidas a frascos
especiales para su cultivo en hidroponia.

32






2.2.4. Deteccion de P. capsici en plantulas inoculadas

Cebadores especificos para P. capsici fueron empleados para su deteccion
en tejido de plantulas 72 horas después de la inoculacién. Los cebadores
son los reportados por Silvar et al. (2005). La amplificacién se realizé por
RT-PCR, se partié de 2 ug de ARN total, la mezcla de reaccion se elaboré
segun lo descrito en el manual "super script Ill one —step RT-PCR system
with platinum Taq DNA polymerase” de Invitrogen.

Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 566 °C por 30
minutos (1 ciclo), seguido de 95 °C por 2 minutos; 55 °C por 1 minuto y 72
°C por 1 minuto (30 ciclos), concluyendo con 72 °C por 15 minutos.

2.2.5. Deteccion de micelio intracelular

Ei tallo de plantulas de 72 y 144 horas después de la inoculacion fue
separado de la raiz y las hojas para posteriormente ser esterilizado en
hipoclorito de sodio al 10 % por 10 minutos. Fue seccionado en fragmento
de 0.5 cm iniciando en la parte que se encontraba por arriba de la necrosis.
Cada fragmento fue colocado en medio PDA de forma secuencial de
acuerdo a que tan distante se encontraban de la necrosis. Las placas fueron
incubadas a temperatura del cuarto y observadas a los 48 horas después
del procedimiento (Requena et al., 2005).

2.2.6. Deteccion de los transcritos del marcador de defensa PR1 en
plantulas inoculadas

Para la deteccién de los transcritos dei gen PR1 2 ug de ARN proveniente
de tejido de hoja de P.l y de P.T fueron empleados como muestra para la
amplificacion  por RT-PCR  utilizando como  cebadores  5'-
TACGGTTCACCAGCCCATCA-3",5'-CCTCCACAACCAGCAACA-3".

La mezcla de reaccidén se elabord segun lo descrito en el manual “Super
Script It One-Step RT-PCR System with Platinum Tag DNA Polymerase”
de Invitrogen. Las condiciones de amplificacién son las a continuacion
descritas, 55 °C por 30 minutos (1 ciclo), seguido de 95 °C por 2 minutos;
55 °C por 1 minuto y 72 °C por 1 minuto (30 ciclos) concluyendo con 72 °C
por 15 minutos.

2.3. RESULTADOS Y DISCUSION
2.3.1. Obtencion de plantulas de C. chinense

En la primera parte de este trabajo se planted obtener un sistema adecuado
de inoculacion in vitro, que permitiera obtener tejido de chile libre de
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Una vez que se corrobord la presencia de los sintomas reportados en la
literatura y que se determiné el periodo en que se presenta la primera
sintomatologia visible, los siguientes pasos fueron verificar que no se estaba
tomando tejido contaminado con micelio intracelular y elegir los periodos de
tiempo en los que se debia realizar el analisis de la expresién génica. Ya
que el sitio de la inoculacion es la raiz de la plantula, se decidié determinar
el grado de avance del micelio a través del tallo. Para ello, se desarrollaron
dos metodologias complementarias para determinar la presencia del micelio
en los tejidos evaluados.

En primera instancia, se evalué el grado de avance de micelio
biologicamente activo y posteriormente se corroboré la ausencia del
patégeno en los tejidos en estudio. En el primer caso se siguié la
metodologia propuesta por Requena et al. (2005). Para ello, se utilizaron
plantulas de tres y seis dias después de la inoculacion. Para el analisis, se
colectd el tejido de tallo que se encontraba por arriba de la necrosis, todas
las hojas fueron retiradas y fue desinfectado con hipoclorito. Posteriormente,
el talio fue segmentado en secciones de 0.5 cm que se colocaron en cajas
petri con medio PDA.

Los resultados obtenidos de este analisis se presentan en Anexo 3. Como
se observa en las secciones A, C, y D, al tercer dia después de la
inoculacion se tuvo un avance intracelular del micelio de aproximadamente
0.5 cm por arriba de la necrosis en tejido aparentemente sano. En el sexto
dia después de la inoculacion se tuvo un crecimiento del micelio de
aproximadamente 1.5 cm por arriba de la necrosis, como se observa en la
seccién (B, E y F). Estos resultados sugirien que a las 72 horas no se
encuentra micelio activo en todo el tejido aéreo. En este periodo ya se tiene
un nivel alto de infeccién en las raices, mismo que pudo ser corroborado por
medio de microscopia electronica de barrido (Cocom Chan, 2011).

En segunda instancia se empled la reaccidn en cadena de la polimerasa
(PCR) para la deteccion del patégeno. La PCR ha sido una herramienta
exitosa para la identificacion y deteccion de patégenos fungicos de plantas.
Para la identificacion de estos patogenos fungicos se ha empleado las
regiones del espacio interno de los transcritos (ITS) del ADN ribosomal, asi
como las de los genes ribosomales 18S, 5.8S, y 28S, que estan altamente
conservados. Con fundamento en esto, proseguimos a la corroboracién por
PCR de la ausencia de micelio intracelular de Phytophthora capsici en el
tejido de hoja de plantulas 72 horas después de la inoculacién. Empleamos
los cebadores especificos para P. capsici reportados por Silvar et al,
(2005).

Como se puede observar en la Figura 2.1 (B), no se detectaron productos
de PCR en el tejido, por arriba de 0.5 cm de la lesion necrética, a las 72
horas después de la inoculacién. En el control positivo el cual es la
amplificacion empleando el ARN de P. capsici se observa la presencia de
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de tiempos tempranos se basd en reportes como los de Kim y Hwang
{2000), quienes observaron un incremento en la biosintesis de etileno con
respecto al control, asi como un incremento en los transcritos del gen PR1
después de inocular plantulas de C. annuum de 6 a 8 hojas verdaderas, con
una suspension de 1 x 10° zoosporas-mL™ de P. capsici en una herida del
tallo. A las 36 horas después de la inoculacion se produjo la mayor cantidad
de etileno, por lo que concluyeron que su biosintesis y la acumulacion de los
transcritos de PR1 eran estimuladas por la inoculacién con P. capsici. Se
sabe que otros genes se expresan en tiempos aun mas tempranos. Do et al.
(2003), observaron la induccion de tres posibles genes de peroxidasa a
partir de las 12 horas después de la inocuiacion de plantas de C. annuum
con una cepa virulenta de P. capsici, mientras que la inoculacion con una
cepa avirulenta promovié la induccion hasta las 24 horas. La mayor
acumulacion de los transcritos se presentd a las 36 horas después de la
inoculacion, observandose un decremento a las 48 horas para la interaccion
incompatible. Otro ejemplo es el de Park et al., (2006), quienes reportaron
que un factor transcripcional WRKY de C. annuum es inducido durante la
respuesta de hipersensibilidad como respuesta a la infeccién con el virus
mosaico del tabaco y con X. campestris. Pensando que algo similar pudiera
pasar en nuestro sistema, se decidié tomar muestras a las 4, 6, 24, 30, 48, y
72 horas después de la inoculacion con los discos de P. capsici. Por tanto,
plantulas de C. chinense de cuatro semanas de edad, fueron inoculadas con
micelio de P. capsici de 6 dias de crecimiento (P.I). Como testigo, plantulas
de la misma edad fueron inoculadas con un disco de medio de cuitivo PDA
(P.T).

Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 2.2, en donde se
muestran las raices en diferentes tiempos después de la inoculaciéon con el
micelio del oomiceto. Cada foto fue tomada justo antes de la colecta de la
parte aérea de la plantula. En ningun periodo del muestreo las hojas
presentaban marchitez del chile ni se vieron afectadas de manera severa.
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probablemente por el numero de ciclos usados, ya que en nuestro caso fue
de 30 ciclos para la amplificacion de PCR y la acumulacion de productos ya
se encontraba en la fase estacionaria, en donde no se puede observar la
diferencia de los transcritos entre una muestra y otra, para estas
condiciones PR1 no resulta un buen marcador contro! de la induccién de
defensa, A pesar de no haber diferencias en PR1, se va a analizar por
despliegue diferencial si existe modificaciones a nivel transcritos durante la
infeccién de C. chinense con el omiceto P. capsici.

2.4. CONCLUSIONES

Con el modelo experimental propuesto de inoculacién in vitro de plantulas
de chile habanero con P. capsici se pudo observar la sintomatologia de la
enfermedad reportada en la literatura, detectdndose necrosis en el tallo
alrededor del tercer dia después de la inoculacion, ocurriendo la completa
invasién de la plantula para el décimo dia.

Mediante los estudios de deteccion de micelio biolégicamente activo, asi
como de deteccién dei ARN ribosomal 5.8 S de P. capsici mediante RT-
PCR se pudo determinar que para las 72 h después de la inoculacion el
micelio estd presente a una distancia de 0.5 cm por encima de la linea
visible de necrosis, mientras que para las 144 h el avance fue de 1. 5 cm
por arriba de esta linea. Estos experimentos demostraron que para las 72 h
no existe presencia de micelio de P. capsici en las hojas. Por ello se decidié
realizar los analisis de expresidon génica diferencial a las 72 h
postinoculacion.

Al parecer, las plantulas cultivadas in vitro en condiciones de hidroponia
sufren un estrés debido a la forma de cultivo, ya que se detectd la
presencia, en niveles similares, del transcrito de PR1 tanto en las plantulas
control como en las inoculadas. Con base en los resultados obtenidos se
decidié que para la evaluacién del despliegue diferencial se tomara los
tiempos comprendidos entre las cuatro y las 72 horas después de la
inoculacion, con el objeto de poder incluir en el andlisis las modificaciones
tempranas y tardias en la expresién génica.
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El objetivo de este Capitulo es aislar e identificar genes que se induzcan
sistémicamente en C. chinense como respuesta a la adicién de micelio de
P. capsici a las raices de las plantulas cultivadas en hidroponia.

3.2. MATERIALES Y METODOS
3.2.1. Material vegetal

La metodologia de la obtencién de plantulas, la forma de inoculacion y la
extraccion de ARN se presentan en el capitulo 2. El rango de tiempo
empleado para este analisis es el de 4, 6, 24, 30, 48, y 72 horas tanto para
las plantulas inoculadas (P.1) asi como también las plantulas testigo (P.T).

3.2.2. Anilisis por despliegue diferencial

Plantulas de chile habanero fueron inoculadas en las raices con micelio de
P. capsici y los cambios producidos en las correspondientes poblaciones de
ARNm fueron contrastados mediante el método del despliegue diferencial,
con base en los protocolos descritos en el manual del producto “Delta
Differential Display” de Clontech, empleando las diferentes combinaciones
de oligonucleétidos arbitrarios (Pn) y de anclaje (Tn) descritos en el mismo.
La diferencia con relacién al protocolo comercial radicé en el uso de las
enzimas. En nuestro laboratorio hemos estandarizado el despliegue
diferencial mediante la técnica de transcripciéon reversa acoplada a la PCR
en un solo paso (SuperScript Ill One-Step RT-PCR System with Platinum®
Taq DNA Polymerase, Invitrogen), a diferencia de lo recomendado en la
mayoria de los productos comerciales. Los productos de la amplificacion
exponencial fueron fraccionados en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida y tefiidos con plata; los ADNc con abundancia diferencial
fueron escindidos del gel, reamplificados y clonados en el vector pGEM-T-
Easy (PROMEGA). Una vez clonados, los insertos fueron secuenciados y
se procedid a verificar su expresién diferencial y a la caracterizacién de los
mismos.

Se utilizd un gel desnaturalizante de poliacrilamida-bisacrilamida al 6 % para
el fraccionamiento electroforético de los ADNc. Antes de cargar las muestras
se les adicioné el equivalente a 1/3 del volumen total de la muestra de
amortiguador de corrida, el cual tiene dos colorantes, el azul de bromofenol
para los fragmentos de ADN de tamafio pequefio y el xilen-cianol para
fragmentos grandes, se desnaturalizaron a 94 °C por 4 minutos. Para cargar
las muestras en el gel desnaturalizante los pozos fueron perfectamente
limpiados eliminando el exceso de urea y luego se cargaron 6 UL de muestra,
por ultimo se cargd 2 | de una escalera de ADN. Los fraccionamientos se
realizaron a 1,700 volts y con un tiempo de corrida de aproximadamente 5
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DIG-11-dUTP, 4 pL del amortiguador 5’ first strand, 1 uL de la mezcla de
enzimas, 9.14 plL del agua. Para el testigo de marcado se utilizaron todos
los componentes antes mencionados exceptuando los nucledtidos los
cuales se emplearon a una concentracién de 0.4 uM respectivamente.

3.2.5. Andlisis Bioinformatico

Para el andlisis bioinformatico de cada una de las secuencias de ADN¢
identificadas se emplearon las siguientes paginas:

http://cn.expasy.org/; http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi;
http://muitalin.toulouse.inra.fr/multalin/

De cada secuencia nucleotidica se saco su correspondiente secuencia
deducida de aminoéacidos para posteriormente verificar su identidad en la
base de datos.

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.3.1. Extraccion de ARN

Una vez que se colectaron los tejidos inducidos con el patégeno y el testigo
inoculado s6lo con el medio PDA, se prosiguié a identificar los transcritos
que se expresan diferencialmente durante {a infeccién. El método empleado
para lograr este objetivo fue el despliegue diferencial, el cual demanda
como primer punto el contar con un ARN de buena integridad.

La extraccién de las muestras fue en forma independiente, el método
empleado para la extraccion se menciona con detalle en el capitulo 2, y
posteriormente como parte de la verificacién de la integridad cada producto
de la extraccion fue fraccionado por electroforesis en geles de agarosa al
1.4 % las cuales se presentan en la Figura 3.1.

En la Figura 3.1 puede observarse una buena integridad del ARN total ya
que la poblacién de ARN ribosomales 26S y 18S se ven bien definidas, por
lo tanto asumimos que la poblaciones correspondientes a los mensajeros
también estan integros.

Cada muestra fue cuantificada a una longitud de onda de 260 nm y se
calcul6 la concentracién de cada una.
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3.3.2. Fraccionamiento de las muestras de ADNc por electroforesis en
geles desnaturalizantes de poliacrilamida

Si bien existen muchos factores que desempefian una funcion importante en
la separacion electroforética, como son el pH, la fuerza iénica, el gradiente
de potencial, el tiempo de corrida, la concentracién de acrilamida y bis-
acrilamida, etc., las condiciones éptimas de una buena separacion se
determinan experimentalmente en la practica, con el andlisis de coémo
influyen los diferentes factores en la electroforesis en cuestidn. La
naturaleza de la muestra sirve de guia para alcanzar las condiciones en la
que se debe obtener los mejores resultados (Garcia, 2000).

En la Figura 3.4 se muestra un ejemplo de los geles que se obtuvieron con
las diferentes combinaciones de cebadores. En general, se puede observar
la amplificacion de sub-poblaciones de ADNc que van de 100 a 1,000 bp.
También se observa un buen fraccionamiento de las muestras con un gel
cuyo porcentaje de acrilamida-bisacrilamida fue del 6 %, ya que para
separar moléculas por tamafio, es necesario tomar en cuenta la relacion
entre el poro efectivo del medio y el tamafio de la molécula que se
pretenden separar.

La metodologia empleada para la visualizacion del ADN fue el de la tincidn
con plata. Este método es altamente sensible, detecta hasta 1 pg de ADN.
Como se puede observar, las bandas estan muy bien definidas, no se
observa un fondo inespecifico que complique el analisis de cada una de las
muestras. Estos resultados indican que la concentracion de formaldehido
fue el adecuado ya que bajas concentraciones de éste tienen el efecto de
reducir la sensibilidad; por el contrario, altas concentraciones de
formaldehido incrementan la sensibilidad pero también el fondo inespecifico.
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3.3.3. Analisis de las bandas diferenciales

Al realizar el analisis de los geles desnaturalizantes, si bien se observéd que
con algunas combinaciones se obtuvieron sub-poblaciones con muchas
bandas no diferenciales como lo presentado en la Figura 3.5 A.En algunas
de las combinaciones se observé que la infeccion por P. capsici si induce
cambios a nivel de transcritos en tejidos distantes a la zona de infeccion
(Figura 3.5 B). Como se puede observar en esa figura, hay cuatro bandas
de ADNc que se acumulan en el tejido como resultado de la infeccién, que
no estan presentes enel P.T.

Como resumen, en el cuadro 3.1 se presentan las combinaciones realizadas
y el correspondiente numero de bandas diferenciales identificadas.

Los resultados obtenidos estan respaldados por reportes como el de
Schenk et al., (2003), quienes inocularon plantas de Arabidopsis de 12
hojas con una suspension de esporas de Alternaria brassicicola. En ese
reporte se inoculé en el nodo de una hoja y se colectaron para el analisis de
la respuesta sistémica hojas distantes de la parte opuesta al sitio de ia
inoculacion. Ellos observaron cambios en la expresion de transcritos
mediante el uso de micro-arreglos, estos transcritos correspondian a genes
relacionados con el mantenimiento celular, con la sintesis y modificacion de
la pared celular, y genes relacionados con la transduccién de sefiales.
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De las 22 combinaciones se detectaron 36 bandas diferenciales.

Cuadro 3.1.- Numero de bandas identificadas como diferenciales por
combinacién de cebadores.

Cebadores Bandas oligonucleotidos Bandas
diferenciales diferenciales

P1:T1 -——- P4.T1 4
P1:T2 3 P4:T5 -
P1:T4 5 P4:T6 -
P2:T1 1 P4.T7

P2:T2 - P4.T8

P2:T3 1 P6:T1

P2:T4 —-——— P6:T5 -
P2:T5 - P8:T1 _———
P3:T1 -——— P8:T6

P3:T5 3 P8:T7

P3:T6 -—— P9:T1

Reportes como los de Schenk et al., (2003) donde se observd un total de
100 genes que se expresaban diferencialmente de un total de 2,375 genes
en analisis de microarreglos, nos da una idea de que los transcritos
acumulados diferencialmente que hemos obtenido hasta el momento son un
numero razonable.

3.3.4. Reamplificacion por PCR de las bandas diferenciales

Una banda extraida de un gel de poliacrilamida de despliegue diferencial
representa una composicion de productos heterogéneos. Una aparente
banda extraida de un gel de DDRT-PCR esta frecuentemente compuesta de
ADNc de idénticos tamafios pero de distinta secuencia. Estos ADNc
contaminantes son copurificados con el ADNc diferencial y son
responsables de un falso positivo. Este problema es resuelto subclonando la
amplificacion del material eluido del gel y el inserto correspondiente
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3.3.5. Clonacion de los ADNc diferenciales

Los ADNc que si pudieron reamplificarse, fueron clonados mediante su
ligacién en el vector pPGEM-T-EASY Yy la transformacion de la cepa DHSa de
E. coli. La posterior purificacion de los plasmidos no presentd problema
alguno con relacidén a su concentracion y a su pureza, lo cual es importante
porgue la presencia de aigun contaminante podria impedir la amplificacién
por PCR. Para comprobar que el inserto se encontraba en el plasmido
purificado se decidié escindirlo mediante corte con la enzima de restriccién
Eco R, cuya secuencia de reconocimiento se encuentra frangueando e! sitio
multiple de clonacion. En ia Figura 3.7 se presenta el fraccionamiento del
plasmido purificado y en el carril continuo el producto de la digestion. Como
puede observarse en el carril 8, el plasmido c2 contiene un inserto cuyo
tamafio corresponde con el de la banda original purificada del gel de
poliacrilamida.
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3.3.8. Clona CCD-4

Secuencia nucleotidica y deducida de aminoacidos.

Las clonas fueron enviadas a secuenciar a la empresa Davis Sequencing. A
partir de la secuencia nucleotidica de la clona CCD-4 se obtuvo su
secuencia deducida de aminoacidos mediante la herramienta “Transiate
Tool” del "ExPASy Proteomics Server” del Swiss Institute of Bioinformatics,
localizada en la péagina http://cn.expasy.org/ (Figura 3.11).

gattgcactgaggaatttgatgcaattcattctgataaggccaagaagetcttggaggac
D ¢C T E E F D A I H & D K a K K L L E D

tttagaattggtgaactcataactactggttacacctctgattcctctccaaacagttet
F R I G E L I T T™ G Y T™ S D 8 S8 P N S S

gtccatggatcttcttccatcagtagetttctagecacctattaaggagecttgttcaaaca
vV H G §s § § I § 8§ F L A P I K E L V QT

ccaacaaggagtgtggcecttatcccaagagagaaaatcccttgtaaactcgtegacaag
P T R § V A L I P R E K I P C K L V D K

caatccatctccecctgatgttaggagatteccgttttgecattaccctcectgaagatcaagte
Q §s I s P DV R RFURPF AL P S8 E D Q V

ttgggcttgecctgttggcaaacacatattcctectgtgeccacaattgatgataagetetge
L 6 L P V G X HHI F L C A TTI DDXK L C

atgcgcgcgtacacgce
M R A Y T

Figura.3.11. Secuencia de nucledtidos y aminoécidos de la clona de CCD-4
de C.chinense.La clona CCD-4 codifica un fragmento de 376 pb cuya
secuencia deducida de aminodcidos de 131 se presenta en la parte inferior.

La comparacion de su secuencia deducida de aminodacidos en bancos de
datos usando el sitio de INTERNET del “National Center for Biotechnology
Information” (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), arrojé los resultados que
se muestran en el cuadro 3.2. Como se puede observar, la secuencia de la
clona se alinea exclusivamente con la secuencia de una nitrato reductasa
de diversos miembros de la familia de las solanaceas. Los valores del nivel
de confianza umbral de las primeras 10 secuencias similares (desde
E=4x10"%* hasta E=2x10"%) indican que la clona CCD-4 corresponde a una
nitrato reductasa de chile habanero, por lo que se le nombré CeNR.
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Cuadro 3.3. Analisis tipo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
de la secuencia deducida de aminoacidos de la clona CCF-6. Se
muestra unicamente los resultados de las primeras 10 secuencias con
mayor identidad, tal como aparece en la pagina WEB.

Accession Description SZ::e vafue
X00P226657 Hypothetical protein [Vitis vinifera) 179 1le-43
XP00251460 L-asparaginase, putative [Ricinus communis] 178 2e-43
XP00233204 Predicted protein (Populus trichocarpal 175 2e-42
CAN82634.1 Hypothetical protein [Vitis vinifera) 169 2e-40
ACU20315.1 Unknown [Glycine max] 167 6e-40

NP00105060 transposon protein [Oryza sativa Japonica Group] 166 7Je-40
EEC75680.1 Hypothetical protein [Oryza sativa Indica Group) 166 1le-39

NP00114987 Transposon protein [Zea mays) 162 le-38
NP196427 L-asparaginase [Arabidopsis thaliana) 162 le-38
XP00287333 L-asparaginase ([Arabidopsis lyrata sp. lyratal 160 6e-38

A continuacion se alined la secuencia de la clona CCF-6 con las tres
primeras secuencias con las que tuvo el mayor nivel de identidad (Figura
3.15).

Capsicum chinense
Vitis vinifer:
Ricinus communis
Populus trichocarpa

1

Capsicum chinense
Vitis vinifera
Ricinus communis
Populus trichocarpa

Capsicum chinense
Vitis vinifera
Ricinus communis
Populus trichocarpa

Figura. 3.15. La secuencia de aminodcidos de la clona CCF-6 de
C.chinense, fue alineada con la secuencia de aminoacidos de L-
asparginasa de V. vinifera, R. communis y P. trichocarpa.

El cédigo de colores es el siguiente: cuando las secuencias son idénticas se
muestran en rojo, cuando las secuencias no son idénticas pero el
aminodcido diferente es conservado se muestra en azul, finalmente, cuando
los aminoacidos diferentes no son conservados se muestran en color
negro..
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3.3.10. Clona CCG-7

Secuencia nucleotidica y deducida de aminoécidos.
La comparacion de la secuencia de la clona CCG-7 se hizo igual que con la
clona CCD 4 (Figura 3.17)

atagttgaatatcaagacttcgtggtgcgcaactatactccegectccatcaatcaacaat
l1 v E Y Q D F V VU RNY T P P P S I N N

agtattaagatggaagtcggtattgaagattgectccatattgagtttgagtacaacaaa
s 1 K M E V G I EDCIL H I E F E Y N K

agcaagtatcatctgaaagatgttatcatagggaaaatatattttctecttgtaagaatt
S K Y H L K pv I I 66 K I Y F L L V R I

aagataaagaacatggatcttgagatcagacgccgagaatcgacaggttctggggcaaat
K I XK N M DL E I R RURE S TG S G A N

acccatgttgaaacagagacactggccaagtttgagttgatggatggtgctccagtcaga
T H V E T E T L A K F EEL M D G A P V R

ggtgaatcaatacccattagactcttecttagtccatatgaactgacaccaacatatecge
G E s I P I R L F L § P Y E L T P T Y R

aatatcaacaacaagtttagcgtgaaatactatttgaatcttgttcttgttgacgaagag
N I N N K F S VvV K Y Y L N L V L V D E E

gaccgtcggtacttcaaacagcaagagatcacaatgtteccgectggcagaaacttecctga
D R R Y F K Q Q £ I ™ MM F R L A E T 8 X

ataaatgaagagatgttggcacttgagattcgcetta

I N EEMVLAULTETI R L
Figura.3.17. Secuencia de nucleétidos y amino4cidos de la clona CCG-7 de
C.chinense.La clona CCG-7 codifica un fragmento de 517 pb, incluyendo el
extremo carboxilo, que en este caso es un residuo de Serina, marcado en
rojo en la secuencia. La secuencia deducida de aminodcidos es de 172 la
cual se presenta en la parte inferior de la secuencia nucleotidica.

La comparacién de su secuencia deducida de aminoacidos en bancos de
datos usando el sitio de INTERNET de! “National Center for Biotechnology
Information” (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), arrojé los resultados que
se muestran en la cuadro 3.4. Como se puede observar, la secuencia de la
clona se alinea con un numero de proteinas desconocidas y con tres
proteinas de direccién vacuolar de diversas familias. Al igual que para la
clona CCF-6, al parecer no existen muchos reportes de secuencias de esta
proteina. Los valores del nivel de confianza umbral de las primeras 10
secuencias similares (desde E=7x10% hasta E=3x10"%), lo cual indica que
sin duda la clona CCG-7 corresponde a una proteina 26 asociada a la
proteina de direccién vacuolar de chile habanero, por lo que se le nombré
CcVsp26.
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Capsicum chinens
Solanum tuberosu
Vitis vinifer
Ricinus comuni

Capsicum chinens
Solanum tuberosu
Vitis vinifer:
Ricinus comunis

Capsicum chinense
Solanum tuberosum
Vitis vinifera
Ricinus comunis

Capsicum chinense
Solanum tuberosum
Vitis vinifera
Ricinus comunis

Figura.3.18. La secuencia de aminoécidos de la clona CCG-7 de C.

chinense, fue alineada con la secuencia de aminoécidos de proteinas de
direccion vacuolar de S. tuberosum, V. vinifera, y R. communis.

En el alineamiento, el codigo de colores es el siguiente: cuando las
secuencias son idénticas se muestran en rojo, cuando {as secuencias no
son idénticas pero el aminoacido diferente es conservado se muestra en

azul, finalmente, cuando los aminoacidos diferentes no son conservados se
muestran en color negro.

El analisis BLAST también mostrd la presencia de los siguientes dominios
conservados en la secuencia peptidica de la clona CCF-6 (Figura 3.19).

Query saq.
Hulti-domains

Figura.3.s. vurminios conservados de la clona CCG-7.

» Un multidominio presente exclusivamente en la proteina 26 asociada a la
proteina de ubicacién vacuolar (Vps26). La Vps26 es una de las cerca de
50 proteinas involucradas en el trafico de proteinas. En particular, la
proteina Vps26 se ensambia en un complejo llamado “Retrdmero” que
incluye al menos otras cuatro proteinas, Vps5, Vps17, Vps29 y Vps35.
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asimilacion y la fijacion de nitrégeno. La L-asparaginasa cataliza la hidrélisis
del grupo amida de la L-asparagina, liberando L-aspartato y amonio.
Estudios del papel de la L-asparaginasa en condiciones de estrés son
pocos. Woo et al, (2007) caracterizaron el gen de la L-asparaginasa
durante la exposicién a estrés abidtico, proponiendo que la L-asparaginasa
juega un rol en las respuestas temprana y rapida de la planta contra las
bajas temperaturas y el estrés salino. La funcién precisa de ia L-
asparaginasa en la respuesta temprana a bajas temperaturas aun
permanece incierta. Una posible explicacién es que las plantas necesitan
incrementar la utilizacién de nitrégeno para poder contender contra los
drasticos cambios ambientales. El amonio producido por la L-asparaginasa
puede permitir la sintesis de novo de proteinas requeridas para la
adaptacion celular a varias condiciones ambientales, un proceso similar
puede estar pasando ante el estrés bidtico producido por P. capsici.

La asimilacion de nitrégeno es un proceso vital que controla el crecimiento y
el desarrolio de las plantas. Las plantas pueden asimilar el nitrogeno
inorganico, como nitrato o como amonio, o en forma organica como urea.La
toma inicial de nitrato ocurre a través de la membrana plasmatica de las
células epidermales y corticales de la raiz. Subsecuentemente el transporte
puede ocurrir a través de la membrana del tonoplasto o por las membranas
plasmaticas de celuas del sistema vascular y las hojas (Crawford, 1995).El
nitrato es guardado en la vacuola o reducido a nitrito por la nitrato reductasa
(NR), el nitrito entra al cloroplasto y es reducido a amonio por la nitrito
reductasa (NIR). El amonio puede ser fijado a esqueletos de carbono de
aminoacidos como giutamina, glutamato, asparagina y aspartato, que es
una forma de asimilar el amonio, que sirve para translocar nitrégeno
organico (Crawford 1995).

En mamiferos, se conace el gran papel que juega la oxido nitrico sintasa
(NOS) para la sintesis de oxido nitrico y el papel de éste como molécuia
sefializadora. En afios recientes se han incrementado los estudios sobre el
rol del NO en las plantas. En el trabajo reportado por Yamasaki y Sakihama
(2000), se detecto la habilidad de la NR para producir NO, implicando a esta
enzima como emisor inicial de la sefializacion en la célula vegetal, similar a
la de NOS en mamiferos. En cuanto al analisis del pape! del NO durante la
interaccion de un hospedero vegetal y un patégeno, la mayor parte de los
estudios se han realizado analizando la actividad de enzimas tipo NOS.
Fueron Yamamoto et al., (2003) los primeros en reportar que la sefializacion
ligada a patdgenos induce la expresion del gen de la NR. Lo observado por
estos autores es que la infeccidn por Phytophthora infestans en Solanum
tuberosum causa un incremento en los transcritos del gen de la nitrato
reductasa (NR) en la interaccién incompatible, y en forma mas leve en la
compatible.

Aungque la participacion de la NR durante la interaccion hospedero-
patdégeno no ha sido completamente elucidada, si se sabe que el NO tiene
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autores proponen que el receptor con repeticiones ricas de leucina FLS2
que reside en la membrana plasmatica, al unirse en forma especifica a su
ligando fig22 y activar la transduccion de sefiales es internalizado en un
compartimiento endosomal, el cual puede ir a la vacuola para su
degradacién o dirigirse al aparato de Golgi para su posterior retorno a la
membrana.

Las celulas eucariotas poseen un amplio rango de familias de proteinas
altamente conservadas gue son esenciales para el transporte, la direccién y
ia fusion de la vesicula endosomal derivada de ia membrana plasmatica,
con la membrana blanco de algunos organelos. Por mencionar algunas de
estas familias de proteinas, estan las ~-SNAREs/sintaxinas, las GTPasas, y
un grupo de receptores de transporte endosomal (Muller et al, 2007).

Entre estas proteinas se encuentra un complejo multiproteico denominado
retrémero, el cual controla el transporte de un numero de receptores a
través del sistema endosomal. El retrémero consiste de dos sub-complejos:
un sub-complejo comprende a las proteinas Vps5p y Vps17p, las cuales se
unen a la membrana. El segundo complejo esta compuesto por las
proteinas Vps26, Vps29 y Vps35, los cuaies se encargan de seleccionar el
cargo ya que Vps35 estd asociada con la region citosolica de Vps10,
Vps26p interactia con Vps35p y facilita el ensamblaje del retrémero. El
retromero esta altamente conservado, y homélogos han sido identificados
en numerosos organismos incluyendo a las plantas, sugiriendo una funcién
fundamental y conservada en el trasporte retrogrado.

Se ha caracterizado en el transporte retrogrado de receptores del endosoma
al Golgi en levaduras y mamiferos (Seaman, 2005). Uno de los estudios
mas descriptivos realizado sobre este complejo es el realizado por Popoff et
al. (2007); ellos observaron como al silenciar a un miembro del complejo
retromero, la proteina Vps26, el transporte retrogrado de vesiculas se ve
afectado, en donde se ha incluido una de las subunidades de la toxina
Shiga después de ser ligada a su receptor plasmatico en células Hela. Ya
que en las plantas se ha comprobado la participacion del sistema
endosomal en la interaccion Hospedero—Patdégeno y que fa secuencia
deducida de aminoacidos de la clona CCG-7 corresponde a la proteina
Vps26 de C. chinense, es probable que el proceso retrogrado del endosoma
al aparato de Golgi se vea afectado durante la infeccion de C. chinense con
el oomiceto P. capsici.

En resumen, si bien son pocos los estudios de las proteinas identificadas en
este trabajo con relacion al estrés, con la informacion que se tiene se puede
esbozar un panorama de lo que estd sucediendo durante esta interaccion
planta-patogeno.
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conduced to the systemic activation of an NR. » Induction of NR by SA and
ET might reflect an NR role in plant defence.

41. INTRODUCTION

Phtytopththora blight (PB) is a lethal disease in peppers caused by the
oomycete P. capsici L. (Leonian, 1922). In fact, there is a small number of
pepper species with consistent levels of resistance to PB (Egea et al.,1996;,
Ristiano et al., 1999). In contrast to what has been classically defined as
compatible and incompatible interactions, which supposedly involve one-for-
one gene interactions (McDoweli et al.,2003), the compatibility between P.
capsici and susceptible pepper species appears to be a complex
phenomenon not exciusively due to a specific single factor (Hausbeck&
Lamour) thus, this interaction could be defined as a non-host compatible
interaction (Biles et al., 1995; Ristiano& Johnston, 1999, Silvar et al, 2005).
Blocking of the defence response and the manipulation of the host's
metaboiism by oomycete pathogen effectors have been proposed as key
events for the success of an infection (Kamoun, 2006). However, regardiess
of the efforts made to elucidate the mechanisms of comycete pathogenicity,
few advancements have been made at this time (Kamoun et al.,1999).
Searching for differentially expressed genes has been used as a general
strategy to elucidate the molecular relationships between plants and their
pathogens (Seehaus et al., 1998; Yamazaki8& Saito, 2002; Sanabria et
al.,2006; Lizama et al.,2007). In peppers, this approach has led to the
identification of several genes induced by infections with compatible and
incompatible pathogens (Kim& Hwang, 2000; Lee et ai,2001;, Jung et
al,2003). By means of mRNA differential display, it was shown that pepper
cDNAs encoding aidehyde dehydrogenase, P23 protein, NP24 protein,
cytochrome P450 protein, esterase, and MADS-box proteins are expressed
differentially in resistant fruits 24 and 48 h after infection with the fungus
Colletotrichum gloeosporioides, which coincided with the period between
fungal invasion and colonisation (Oh et al.,2003). Kim and Hwang (1994)
demonstrated that genes encoding pathogenesis-related (PR) proteins, such
as B-1,3-glucanase and chitinase, are induced in the leaves and stems of
peppers (C. annuum) by Xanthomonas campestri pv vesicatoria or P. capsici
infections. Because the expression of PR genes was higher and faster in
incompatible interactions than in the compatible interactions, they suggested
that the time and intensity of gene expression could lead to differences
between susceptibility and resistance.

To obtain further evidence of the cellular modifications produced in the host
during the early stages of PB, we attempted to identify C. chinense genes
whose expression is modified systemically by infection with P. capsici. For
that purpose, we applied the mRNA differential display technique to identify
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primer combinations (described in the former Clontech's Delta® Differential
Dispiay Kit), SuperScript lll reverse transcriptase and Taq DNA polymerase
(Invitrogen) according to the methods published by Liang and Pardee (1992)
and Liang et ai. (2002). The corresponding cDNA populations were
fractionated by electrophoresis in denaturing polyacrylamide gels (6%, w/v)
and stained with silver nitrate. Differentially displayed cDNA bands were
purified from the polyacrylamide gels, reamplified with their original primer
combination and then cloned into the pGEM-T Easy® vector (Promega).
Cloned cDNAs were sequenced at Davis Sequencing Inc. (Davis, Cal.).
Oligonucleotide and deduced amino acid sequences from each cDNA were
subjected to BLAST comparisons using the NCBI WEB facility. The deduced
amino acid sequence from clone CCD-4 was aligned with the amino acid
sequences of the two best matches of the BLAST comparison (Corpet,
1988). Analysis of conserved protein domains in the deduced amino acid
sequence of clone CCD-4 was performed at (www.proteindomain.com).

4.2.3. Gene expression analysis

The analyses of gene expression were performed in aerial parts of the
seedlings. To guarantee there was no contamination with RNA from the
pathogen, the absence of P. capsici mycelium within the seedlings stems
was verified by incubating stem sections from inoculated seedlings in PDA
plates, as described in supplemental material 3.

The evaluation of gene expression was confirmed by reverse northern
blotting as described by Lizama-Uc et al.(2007). The CcNR clone labelied
with digoxigenin (dig)-11-dUTP (Roche) by PCR was used as the probe. To
prepare the target cDNA, two pg of total RNA were reverse transcribed
using SuperScript™ 11l reverse transcriptase (Invitrogen) and the primer 5'-
CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTT-3', and then each single-stranded
¢cDNA was PCR amplified with the oligonucleotide primers 5'-
ATTAACCCTCACTAAATGCTGGTAG-3 and 5 CATTATGCTGAGTGATAT
CTTTTTTTTT-3, which amplify the cDNA subpopulation where the CCD-4
clone was originally detected. The cDNA was fractionated by agarose gel
electrophoresis and blotted to positively charged nylon membranes (Zeta-
preobe, BIO-RAD). The hybridisation was carried out for 24 h at 52 °C
according to Church and Gilbert(1984). Positive hybridisation was detected
by enhanced chemiluminescence (dig-detection kit, Roche) after exposing
the nylon membrane to an autoradiography film (Amersham Hyperfilm ECL).
To normalize the amount of each RNA sample, the expression level of the C.
chinense 18S rRNA housekeeping gene was measured b¥ RT-PCR, using
primers to 18S RNA as internal standards (QuantumRNA M Universal 18S
internal Standards, Ambion). The following PCR conditions were used: 2 min
at 94 °C, 1 min at 58 °C, 30 sec at 72 °C, for 30 cycles.
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Solanaceae family (data not shown). The deduced amino acid sequence of
clone CCD-4 had 95% identity with NR from S. tuberosum and 89% with NR
from N. benthamiana (Fig. 4.1A), and it aiso has the NR conserved domains
HAEM and FAD (Fig. 4.18). HAEM domains of NR from S. tuberosum
(StNR2 and StNR3) possess a subdomain of 11 amino acid residues
conserved in all members of the cytochrome b5 superfamily, including two
invariable histidine residues (His-571 and His-594) involved in Fe binding
(Harris et al, 2000). The sequence track of clone CCD-4 contains His 594.
Both StNR2 and StNR3 also possess a motif characteristic of NADH-specific
NRs, which includes two conserved arginine residues (Arg-706 and Arg-868)
that may be involved in the catalytic activity of the FAD domain (Harris et
al.,2000). Clone CCD-4 possesses the Arg-706. Based on its sequence
similarity and the presence of conserved domains in its deduced amino acid
sequence, clone CCD-4 most likely encodes a fragment of a C. chinense
NADH-dependent nitrate reductase, which was named CcNR (C. chinense
nitrate reductase gene homologue).
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Figure.4.1. Analysis of the nucieotide and deduced amino acid sequences
of the C. chinense clone CCD-4

A, The deduced amii  cid sequence of the C. chinense clone CCD-4 was
aligned with the amin  >id sequences of NI rom S, tuberosum (GenBank
accession code BAB935349) and N. benthamiana (GenBank accession
code AB12345) (Corpet.1988) Perfect matches are colored in red.

Conenmed ~~ino acid re in blue. Non-conserved amino acid
ch, i ble " E e.. fu 7 demains of the deduced
an.... ulle wuylifive 01 ... wowrow CCD-. ..u.3 ob.unted using the NCBI
Conserved Domain Search service (CD search). Amino acids from the
HAEM -1~ omai ¢° "~ reunderlined. A conserved Hys-594
residue o ure re binum oxed. A conserved Arg-706 residue
from the NADH-binding doi with dotted line.

4.3.2 CrNDB i~ oo "= adult t~sues and is induced systemicalily
by inocul i

Quantification of CcNR transcripts showed that, under normal conditions,
there is a basal steady state level in leaves, stems and roots of Habanero
pepper seedlings cultivated in vitro under hydroponic conditions (Fig. 4.2A).
When the mycelium of P. capsici was deposited in the liquid medium,
without touching the root epidermis directly, there was a noticeable increase
in CcNR transcripts in the seedling leaves from at least six hai (Fig. 4.2B).
This increase reached a maximum by 12 hai and remained high for at least
72 hai. Although the application of a PDA plug (Mock-treatment) also
produced a slight increment of CcNR transcripts, the accumulation was
faster and much higher in seedlings inoculated with the mycelium of P.
capsici (Fig. 4.2B).

These results corroborated that CcNR was induced in systemic tissues early
after Habanero pepper roots were infected with P. capsici. in some plant
species the induction of NR is related to defence against pathogens
{Yamamoto et al.,2003;Yamamoto et al.,2006;Modolo et al.,2005; Modolo et
al.,20086); however, in our system all the infected seedlings died, suggesting
that the induction of CcNR is ineffective or is not related to defence. To
further investigate whether the cloned NR was also activated by pathogen-
activated systemic signals, we sprayed the pepper seedlings with defence
phytohormones and analyzed its effect on the expression of CcNR.
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The basal NR activity present in the protein extracts of leaves was enhanced
differentially if the seedlings were sprayed with DP. One peak of NR was
detected between 0 and 24 h after the seedlings were sprayed with 5 mM
SA or 5 mM ET. In both treatments, the activity decreased to nearly basal
levels by 72 haa (Fig.4.3B). Conversely, spraying with 100 uM MedJa did not
enhance NR activity at early-middle time periods (between O and 48 haa),
but it did it at 72 haa (Fig.4.3B).

4.4. DISCUSSION

The interactions between P. capsici and the species of the genus Capsicum
have been a matter of intensive research for decades. However, the
mechanisms by which the pathogen blocks host defences and causes the
lethal disease Phytophthora blight are not yet clear (Hausbeck&
Lamour,2004). The manipulation of the host's metabolism through the
secretion of pathogen effectors into the host apoplast and cytoplasm may be
a determinant (Kamoun,2008). Thus, the identification of genes expressed
differentially during the progress of the disease could offer fundamental
information about the mechanism of infection. The different techniques
applied to identify genes involved in the defence response of peppers
against PB have recurrently identified genes encoding either PR proteins
(Kim& Hwang,2000) or enzymes involved in the synthesis of secondary
metabolites in the susceptible as well as resistant varieties (Mozzetti et
al.,1995).

In the present work, the in vitro infection of seedling roots with P. capsici
systemically modified transcript accumulation and enzyme activity of C.
chinense NR. Plant NR catalyses the conversion of nitrate to nitrite using
NAD(P)H as a cofactor, a reaction constituting the rate-limiting step in nitrate
assimilation in higher plants (Campbell, 1988). NR also participates in the
establishment of defences against pathogens. The first evidence of this
function was observed in S. tuberosum; inoculation with P, infestans induced
the expression of NR in an incompatible, and not a compatible, interaction
(Yamamoto et al.,2003). Furthermore, the application of oomycete elicitors
to tubers induced NR at the transcriptional and protein level (Yamamoto et
al.,,2003). In that report, the authors suggested that the involvement of NR in
the production of nitric oxide (NO) was part of a defence response against
the oomycete. The capacity of plant NR to generate NO has been
demonstrated in vitro and jn vivo (Yamasaki& Sakihama, 2000; Rockel et
al.,2002). In fact, NR can be an important supplier of NO, particularly under
certain biotic and abiotic stress conditions (Zhao et al.,2009; Kolbert et
al.2010). The production of NO through NR has a relevant function in some
plant-pathogen interactions (Wilson et al.,2008). The silencing of NR genes
in N. benthamiana significantly decreases the NO production induced by
INF1, a major elicitin secreted by P. infestans (Yamamoto et al.,2006).
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currently investigating whether in C. chinense the induction of CcNR leads to
the synthesis of NO during the infection with P. capsici.
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Experimentaimente, la actividad de fa NR ha sido estudiada mediante la
adicion de tungstato de sodio (Na,WOQ,), debido a que el pretratamiento con
Na,WO, reduce la subsecuente actividad de NR en la célula. El Na,WO,
funciona como analogo del molibdeno, el cual es el cofactor metdlico de ia
NR. La reduccién en la actividad de la NR en las plantas es causada por la
sintesis de una proteina-Na,WOQ, inactiva (Neill ef al, 2003; Lillo et a/,
2001).

Planchet y colaboradores (2006) observaron que la elicitacién de plantas
silvestres de Nicotiana tabacum con criptogeina, un péptido de 98
aminogcidos producido por el oomiceto Phytophthora cryptogea, afectd
levemente el desarrollo de lesiones caracteristicas de la respuesta de
hipersensibilidad cuando las plantas fueron cultivadas en presencia de
Na,WQO, 500 uM en lugar de molibdeno. Bajo las mismas condiciones, la
elicitacion de mutantes deficientes en la actividad de NR produjo resultados
similares, por lo que los autores concluyeron que ia NR no es requerida
para inducir la muerte celular programada.

Aln cuando existen multiples reportes del uso del Na,WQ, para el estudio
de la NR en plantas, Aslam y colaboradores (1982) reportaron que la
actividad de NADH:NR inducida por nitrato es inhibida por Na,WQ,; sin
embargo, este analogo del molibdeno no tienen un efecto sobre la actividad
de la NADH:NR constitutiva de Glycine Max.

Con base en estas evidencias, puede decirse que el empleo del Na,WO,
constituye una herramienta util para analizar de forma indirecta el efecto de
la infeccion por patégenos sobre la actividad de la NR, pues la informacion
obtenida puede ser vaiiosa para determinar el papel de la NR durante la
infeccion.

Como se presenta en e! Capitulo IV de este trabajo, la CcNR tiene una alta
identidad con la secuencia deducida de aminoacidos con fa NR de S.
tuberosum y de N. benthamiana. Los dominios presentes en la secuencia
deducida de aminoacidos, sobre todo la presencia de una arginina
conservada en la posicién 706 (Arg’®), permiten determinar que la CcNR
codifica una NR dependiente de NADH (NADH:NR) (Harris et al., 2000;
Baijal y Sane, 1988; Sato et al., 1992). Nuestros datos indican que tanto los
transcritos como la actividad de la CcNR son inducidos por 1a inoculacion
con P. capsici.

Con base en estos antecedentes, en esta parte del trabajo se analiz6 si el
Na,WOQ, tiene un efecto sobre la actividad NADH:NR de la CcNR que es
inducida por la infeccion con P. capsici.

100






5.2.4. Andlisis de la actividad de la NR

El andlisis de la actividad de nitrato reductasa dependiente de NADH se
realizé segun lo descrito por Harris et al. (2000). La mezcla de reaccién
consistio en el amortiguador de reaccion (Na,HPO4/NaH,PO4 50 mM (pH
7.5), KNO; 10 mM y NADH 0.5 mM), el volumen del extracto proteico
necesario para 0.366 mg de proteina y el volumen de agua necesario para 1
mL total de mezcla de reaccion. Esta mezcla fue incubada por 10 minutos
en oscuridad a TA y la reaccion fue detenida por la adicion de 1 mL de una
solucion de sulfanilamida al 1% en HC| 2M, seguido de 1 mL de una
solucion de NEDH 0.02%, e incubando por 15 minutos en oscuridad. La
cantidad de nitrito formado fue calculado midiendo la absorbancia de la
mezcla de reaccion a 540 nm en un espectrofotdmetro e interpolando fos
valores en una curva estandar de nitrito.

5.3. RESULTADOS

5.3.1. Efecto del Na,WOQ, en la actividad constitutiva de ia NR de chile
habanero

Inicialmente se decidi6 determinar experimentalmente cual era la
concentracion de Na,WQO, mas apropiada para inhibir la actividad de la
CcNR. Como antecedentes, Aslam (1982) empled concentraciones de 200 y
400 uM de Na,WO, para analizar su efecto en la actividad de la NR en
Glycine max, mientras que Planchet et al, (2006) emplearon una
concentracion de 500 uM para Nicotiana tabacum cv. Xanthi.

Ante los diversos rangos de concentracion que se reportan en la literatura,
decidimos evaluar para este estudio plantulas de 4 semanas cultivadas en
hidroponia, previamente tratadas con 150 o 500 yM de Na,WOQ,. Como
testigo, las plantulas fueron cuitivadas en presencia de NaNO; de manera
continua.

Como se observa en la Figura 5.1, bajo condiciones normales de
crecimiento, la actividad de la NR dependiente de NADH no se vid afectada
con ninguna de las dos concentraciones (P.T.T150 y P.T.T 500), cuando se
comparan sus valores con los obtenidos con el tratamiento testigo (P.T.).
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5.3.2. Efecto del Na,WOQ, en la actividad de la NR inducida por P.
capsici

Se ha reportado en diversas especies vegetales que algunas isoformas de
NADH:NR son inducibles en condiciones especificas (Luz, concentracién de
nitrato, patégenos, etc.). Debido a que la secuencia de la CcNR tiene
elementos que indican que cadifica una enzima dependiente de NADH, y
que su actividad es inducida por patogenos y por el nitrato (Dra. lleana
Echeverria, comunicacion personal), decidimos analizar si el Na,WQ, tiene
un efecto sobre la actividad de la NADH:NR inducida por P. capsici, ya que
se ha reportado que este analogo de Molibdeno afecta la actividad de
NADH:NR inducido por nitrato (Aslam et a/.,1982).

Debido a que observamos un ligero incremento de la actividad de la NR
cuando se coloca el disco de PDA en el medio (resultados del Capitulo 1V),
decidimos analizar primeramente si el Na,WQ, tenia un efecto inhibidor en
muestras de los tratamientos testigo (plantulas inoculadas con discos de
medio PDA (P.T.T), tomando como referencia los periodos de muestreo
anteriores (0, 24, 48 y 72 horas).

Como se presenta en la Figura 5.2, a pesar de que los promedios indican
que si hay un efecto inhibidor ligero sobre la NR inducida por la inoculacién
con discos de micelio, las diferencias no son estadisticamente significativas.
De esta manera, puede decirse que no existe un efecto significativo sobre la
actividad de NADH:NR inducida por el medio PDA en las plantulas tratadas
con 500 uM de Na,WQ, en los tiempos analizados.
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Figura 5.3. Efecto del Na,WOQO, sobre la actividad de la NADH:NR de
Capsicum chinense infectada con P. capsici La actividad de nitrato
reductasa fue determinada en tejido de hojas de C. chinense previamente
fratadas con 0 y 500 uM de Na,WO.,. La actividad se determin¢ a las 0, 24,
48 y 72 h después de la inoculacion con P. capsici. Cada experimento se
repitio tres veces y las barras representan el error estéandar,n=3.
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El analisis de los resuitados que se muestran en las Figuras 5.2 y 5.3
indican que el tratamiento con el inhibidor no afecta la actividad constitutiva
de NR pero si afecta diferenciaimente a la actividad inducida por P. capsici,
después de las 24 horas de la inoculacion.
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ADNc se denomind CcNR por tratarse de un homoélogo de Capsicum
chinense. Ef gen CcNR se induce, de manera sistémica, desde las primeras
etapas de la infeccion. Debido a que la interaccién planta-patogeno es
compatible, existen dos posibilidades con relacion a la participacién de la
CcNR: una es que su expresién sea un evento secundario, no relacionado
con ia respuesta de defensa, y la otra posibilidad es que si tenga relacién
pero que su expresion no sea suficiente para contrarrestar la infeccién, ya
sea porque se requiere de otros componentes de la defensa o porque se
requiera un nivel de expresién mayor al observado.

Una de las evidencias que apoyan la participacién de CcNR en la respuesta
de defensa es el hecho de que la aspersion con SA y ET tuvieron un efecto
de induccidn en sus niveles del transcrito, mientras que el MeJa no tuvo un
efecto significativo. Eso nos hace suponer que CcNR podria tener una
participacion en la defensa en nuestro sistema si tuviera niveles de
expresion mayores en tiempos mas tempranos. En la literatura existen
diversas evidencias donde el tratamiento previo con fitohormonas confiere
tolerancia contra un patdgeno en particular; se ha observada por ejemplo
que el ET confiere un nivel alto de tolerancia contra P. capsici cuando es
asperjado sobre plantulas de C. chinense ‘in vitro”. En ese sistema se
modifica la expresion de genes especificos relacionados con la defensa
(Nufies et al., comunicacion personal).

La expresion de genes codificantes de NR ha sido empleado como un
marcador de defensa en algunas especies (Yamamoto et al, 2003). Se
sabe que bajo ciertas condiciones, la NR puede sintetizar éxido nitrico (NO),
el cual es una molécula sefial generada durante las etapas tempranas de la
respuesta de defensa.

Durante la interaccion de P. capsici con C. annuum la sintesis de NO ocurre
en etapas tempranas de la infeccidbn. También, se ha reportado que las
fitohormonas SA, ET, y MeJa inducen la sintesis de NO. Aunque la oxido
nitrico sintasa (NOS) es la mayor contribuidora en la sintesis de NO
(Requena et al, 2005., Zottini et al., 2007; Xin et al., 2005), la NR también
puede sintetizar NO, aunque se ha sugerido que su mayor contribucion es la
de proveer el sustrato para la NOS (Modolo et al, 2006). Modolo et al.
(2006) también reportaron que {a NR juega un papel importante durante la
interaccién A. thaliana-P. syringae, ya que en mutantes de este gen en
donde dos sustratos importantes de la sintesis de NO (tanto el nitrito como
la L-arginina) se encuentran reducidos, se afecta los niveles de esta
molécula comprometiéndose la respuesta hipersensibie durante la infeccion.
Teniendo en cuenta estas evidencias, se planted la hipotesis de que la
actividad de la NR (reduccion del nitrato a nitrito) posiblemente se vea
incrementada durante la interaccién de C. chinense con P. capsici, asi
como también la actividad que es inducida por las fitohormonas.

Se sabe que en plantas superiores existen tres isoformas de NR: unha
especifica del NADH (NADH:NR), una especifica del NADPH (NADPH:NR)
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“silenciamiento génico inducido por virus” (VIGS). En las silenciadas se
puede medir la produccion de nitrito dependiente de nitrato, la sintesis de
NQ dependiente de nitrito, asi como medir la respuesta de la planta ante la
infeccién con P. capsici.
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