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compuesto liberador de ET, etefén, y para inhibir su percepcion, se utilizé nitrato
de plata (AgNQ;), un inhibidor del receptor de ET.

La concentracién adecuada de etefon para liberar ET fisioldgicamente activo se
determiné mediante un ensayo de abscision de hojas en plantulas de chile
habanero. Mediante este ensayo se determind gue la concentracion de etefon
para liberar niveles adecuados de ET era 5 mM y la concentracion minima de
AgNO; necesaria para inhibir la percepcion de la fitohormona, 300 pM.

Los resultados demostraron que las plantulas asperjadas con etefén adquirieron
cierto nivel de resistencia contra el oomiceto, hecho que se vio reflejado en la
disminucién de los sintomas observados, asi como en el retraso en su
aparicion. El uso del inhibidor (AgNO;) permitié determinar que la induccion de
la resistencia fue una respuesta mediada especificamente por el ET. De manera
contraria, se observo que en la interaccion entre C. chinense y F. oxysporum, el
aumento en los niveles de ET en la planta favorecio el proceso de infeccién por
el hongo.

Al analizar la expresion de un grupo de genes homélogos de chile habanero
bajo diferentes condiciones experimentales, en un primer escrutinio se pudo
observar que el tratamiento con etefén reprimio la expresion de dos MAPKs,
efecto que se presentd cuando la planta adquirid resistencia contra P. capsici'y
susceptibilidad frente a F. oxysporum. La expresion de NPR1, una esterasa y
una protelna relacionada con la patogénesis 10 (PR10), se reprimié por la
inoculacion con P. capsici, mientras que el tratamiento con etefén indujo su
expresion, o no la modificé.

Se evalub la participacion de genes marcadores finales de las rutas de
sefializacién mediadas por el ET, el JA y el SA, mediante el analisis de los
niveles de transcritos, por medio de una transcripcion reversa acoplada a la
reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (q-RT-PCR). Como gen
marcador de la ruta mediada por el ET, se utiiizé a la ACC oxidasa, en el de las
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The appropriate ethephon concentration to release physiologically active ET
was determined using a leaf-abscission assay in habanero pepper seedlings.
The ethephon concentration used to release appropiate ET levels was 5 mM
and the minimum AgNO; concentration necessary to inhibit its perception was
300 uM.

The results showed that the seedlings sprayed with ethephon acquired a certain
resistance level against the oomycete, which could be observed by a reduction
of the symptoms, as wel! as in a delay in their apparition. The use of the inhibitor
allowed to determine that the induction in resistance was a specific response
specifically mediated by ET. In contrast, in the interaction between C. chinense
and F. oxysporum, an increase in exogenous-ET levels favoured the infection
process by the fungus.

When analyzing the expression of a set of habanero pepper-homologue genes
under the different experimental conditions, it could be observed that the
ethephon treatment downregulated the expression of two MAPK. The
expression of NPR1, an esterase and PR10 (pathogenesis related protein 10),
was also downregulated after P. capsici inoculation, while ethephon treatment
resulted in the induction of their expression or no modification.

Marker genes from the signaling pathways mediated by ET, JA and SA were
evaluated, by analyzing their transcript levels with RT-PCR (reverse
transcription coupled to the real time poiymerase chain reaction). In the case of
the pathway mediated by ET, ACC oxidase was used as a marker, for the
pathways mediated by ET-JA, a plant defensin was used (PDF1.2), and for SA-
mediated pathway NPR1 and PR1 expression was recorded.

The results showed that ACC oxidase expression was modified as a
consequence of the ET perceived by the seedlings. NPR1 expression was not
regulated by ET under the anaiyzed conditions, while PR1 expression was
specifically induced by ET at the late stages of interaction (48 and 72 h post
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sometida a diferentes tipos de estrés, tanto biético como abiético (Abeles et al.,
1992). Un hecho interesante es que dependiendo del patosistema, el ET puede
actuar como modulador positivo en el establecimiento de los mecanismos de
defensa, o bien puede actuar como regulador negativo favoreciendo el
desarrollo de la enfermedad (Broekaert et al., 2006).

El objetivo de este trabajo consistid en determinar si el ET induce una respuesta
de defensa en el chile habanero previo a su inoculacion con P. capsici,
utilizando como patosistema comparativo el del chile habanero con F.

oxysporum.






estos patogenos se dispersan rapidamente, se presenta el desarrollo de los
sintomas de la enfermedad y el patégeno mata activamente las células del
hospedante, dentro de este ultimo grupo se encuentran importantes patégenos
de plantas como P. infestans, P. capsici, F. oxysporum y las especies del
género Colletotrichum (Lee & Rose, 2010; Munch et al., 2008; Qutob et al.,
2002).

Durante los millones de afos de coevolucién entre las plantas y sus patdgenos,
ha habido una serie de adaptaciones que les han permitido lograr su objetivo,
sobrevivir. Para lograrlo, tanto las plantas como los microorganismos patégenos
han desarrollado mecanismos de defensa, de ataque y de contra-ataque.

111 MECANISMOS DE ATAQUE DE LOS MICROORGANISMOS
FITOPATOGENOS

Los microorganismos fitopatdbgenos cuentan con un arsenal que les permite
colonizar efectivamente a una planta determinada y en ciertos casos,
contrarrestar sus respuestas de defensa. Tanto los hongos como los oomicetos
tienen la capacidad de producir y secretar enzimas degradadoras de la pared
celular (poligalacturonasas, pectato liasas, xilanasas y proteasas, entre ofras),
asi como también, la capacidad de desarrollar estructuras especializadas para
llevar a cabo la infeccidn como el apresorio, la hifa de infeccién y el haustorio
(Latijnhouwers ef al., 2003).

Algunos fitopatégenos producen fitotoxinas que contribuyen a su virulencia,
como los hongos y las bacterias. No se han reportado toxinas producidas por
los oomicetos (Michielse & Rep, 2009). Las fitotoxinas son metabolitos
secundarios de baja masa molecular, capaces de interferir con alguna actividad
vital desempeiiada por la célula vegetal, o causar su muerte a concentraciones
inferiores a 10 mM (Berestetskiy, 2008).






1.1.2 RECONOCIMIENTO DEL PATOGENO POR PARTE DE LA PLANTA

Para que durante la interaccion entre una planta y un patdgeno, la primera
pueda responder a dicha amenaza, es necesario que cuente con un mecanismo
que le permita percibir la presencia del patégeno. Durante la evolucion, las
plantas han adquirido la habilidad de sintetizar moléculas que pueden percibir
sustancias extrafas y activan consecuentemente la inmunidad innata. Este
reconocimiento le permite a la planta identificar a un patdgeno a través de
receptores que pueden localizarse en las superficies celulares o en el citosol
(Monaghan & Li, 2008). Estos receptores se activan después de la percepcion
directa o indirecta, de estructuras propias o extrafias, actuando como
interruptores moleculares que regulan vias de transduccién de sefiales (Shen &
Schulze-Lefert, 2007).

Aunque pueden no existir diferencias estructurales entre ellos, los receptores
que las plantas poseen para detectar moléculas extrafias pueden dividirse en
dos clases funcionales.

La primera consiste en receptores que reconocen a los patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMPs, por sus siglas en inglés) denominados
receptores del reconocimiento del patrén (PRRs, por sus siglas en ingiés). Los
PRRs reconocen a los denominados elicitores generales, cuyas estructuras
evolutivamente conservadas se encuentran en una amplia gama de
microorganismos, € incluyen los lipopolisacaridos de bacterias gram-negativas,
los péptidos pequefios derivados de la flagelina bacteriana o el factor de
elongacion Tu, y la quitina y el ergosterol de los hongos (Zipfel & Felix, 2005).
Dentro de este primer tipo de receptores se encuentran el FLS2 (Flagellin
Sensitive2) y el EFR (EF-Tu Receptor), ios cuales son cinasas tipo receptor
localizadas en la membrana plasmatica, que reconocen a los péptidos flg22 y
elf18, derivados de la flagelina y del factor de elongacién Tu, respectivamente
(Gomez-Gomez & Boller, 2000; Zipfel et al., 2006; Shen & Schulze-Lefert,
2007). Las transglutaminasas de la pared celular de varios miembros del género
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Finalmente, aquellas proteinas R que no poseen dominios conservados se
agrupan en la clase seis.

Las bacterias Gram-negativas secretan una variedad de proteinas al medio
extracelular a través de sistemas que estan disefiados especificamente para
transportar macromoléculas entre dos membranas biolodgicas. Se han descrito
por lo menos seis mecanismos distintos y se denominan del tipo | al Vi (Filloux
et al., 2008). Las moléculas excretadas por el mecanismo de secrecion Il 6
sistema de secrecion tipo Ill (T3SS, por sus siglas en inglés) han sido las
mayormente descritas en la interaccién planta-bacteria patogénica. Las
proteinas secretadas por el T3SS son referidas como efectores del tipo Il y
tienen un rango amplio de funciones, inciuyendo la citotoxicidad, Ia protediisis,
la fosforilacion y la desfosforilacion de proteinas en la célula hospedante (Grant
et al., 2006). El T38S a menudo soélo funciona cuando la bacteria esta
intimamente asociada con un hospedante para transportar proteinas;
considerandose como dependiente del contacto.

En el caso de los patdgenos bacterianos, muchos de los genes Avr codifican
efectores del tipo Il y posiblemente contribuyen a la virulencia en los
hospedantes que carecen de los genes R apropiados (Abramovitch & Martin,
2004).

Los productos de los genes R pueden no unirse directamente a los productos
de los genes Avr, sino que pueden detectar alteraciones en las proteinas del
hospedante causadas por los productos génicos del patdgeno. Esta interaccion
se conoce como el modelo del guardian (Van der Biezen & Jones, 1998).

Se considera que el reconocimiento mediado por la interaccion proteina R-
proteina Avr induce respuestas de defensa de mayor magnitud respecto al
inducido por el reconocimiento de los PAMPs (Chisholm et al., 2006).






vacuola, en otros organelos, o en las capas celulares externas del tejido
vegetal. Algunos de los factores de resistencia preformados pueden
almacenarse como precursores inactivos que son convertidos a sus formas
activas por las enzimas del hospedante como respuesta al ataque por
patogenos, o cuando el tejido es dafiado (Manners, 1993, Hammond-Kosack &
Jones, 2000).

Las respuestas de defensa inducibles también pueden ser fisicas y quimicas.
Varios tipos de barreras mecanicas se producen como una reacciéon a la
infeccién, y el tipo de barrera formada depende de la naturaleza tanto de la
planta como del patégeno. Un ejemplo es la sintesis de callosa, un glucano que
se liga por enlaces B-1,3. Este polisacarido queda depositado en la pared
celular, reforzandola (Hématy et al., 2009). La lignificacién es otra respuesta de
defensa, en donde se presenta la desrepresion de la via de los fenilpropanoides
para sintetizar los alcoholes coumarilico, coniferilico y sinapilico, los cuales se
polimerizan mediante la accién de peroxidasas que utilizan como aceptor de
electrones al peréxido de hidrégeno (H,0,), para formar una estructura muy
compleja y resistente (Strange, 2003).

Entre las respuestas inducibles mas tempranas, se encuentra la generacién de
ROS y de 6xido nitrico (NO, por sus siglas en inglés). Cuando la planta esta
sometida a algun tipo de estrés (bidtico o abidtico) una fuente potencial de ROS
son las NADPH oxidasas, las amino oxidasas y las peroxidasas unidas a la
pared celular. Las ROS, como el anién superéxido (O,), el peroxido de
hidrogeno (H,0,) y el radical hidroxilo (OH,) son téxicas de forma directa tanto
para los microorganismos como para la planta (Apel & Hirt, 2004). La
sobreacumulacién de ROS puede resultar en muerte celular, debido a diversos
procesos oxidativos como la peroxidacion de lipidos de membrana, la oxidacion
de proteinas y el dafio ocasionado al ADN y al ARN. Al igual que las ROS, el
NO participa activamente en la induccion de la muerte celular programada que
se presenta durante la RH (Mittier, 2002; Vitecek et al., 2007).
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1.1.4 LA RESPUESTA DE HIPERSENSIBILIDAD

La RH es el mecanismo de resistencia mas eficiente e inmediato que presenta
una planta frente al ataque por patdégenos. La RH se caracteriza por la muerte
rapida de las células que se encuentran en contacto directo, o en proximidad
con el patogeno. Como resultado de la RH, el patégeno es confinado
impidiendo su dispersion del sitio donde intenta penetrar; ademas, se disparan
sefales locales y sistémicas para la activacion de las defensas en las células no
infectadas. La RH incluye la PCD, cuya iniciacion requiere del metabolismo
activo de la planta y puede ser inducida por diversos elicitores de distintos
origenes (bacterianos, fungicos o de oomicetos), asi como por los productos de
los genes Avr (Balagué et al., 2003; Liu et al., 2005).

La mitocondria desempefia un papel clave durante la regulacién de la PCD. En
estos organelos se detectan varias respuestas del metabolismo celular y
convergen cascadas de transduccion de sedales, se procesa la informacion, se
decide el destino celular, y en su caso, la ejecucion de la sentencia de muerte
(Yao et al., 2004). Existen patrones celulares caracteristicos de la PCD, como
son la fragmentacién nuclear, la condensacién de la cromatina y el rompimiento
endonucleolitico del ADN (Yao et al., 2004).

La PCD es una respuesta comun al ataque por patégenos en ambos tipos de
interaccion: compatible e incompatible. La induccién de la PCD depende en
gran parte del ciclo de vida del patdgeno. La PCD impide la dispersion de
patégencs biotréficos como los virus, pero puede favorecer el desarrollo de los
necrotréficos, los cuales requieren de las células muertas para poder adquirir
nutrientes. Algunos de estos fitopatégenos poseen la capacidad de inducir o
inhibir la PCD de la planta para su beneficio (Greenberg & Yao, 2004, Yao et
al., 2004).

La RH esta sujeta a un control genético en el que participan diversos factores
que actuan como reguiadores positivos o negativos. La morfologia de las
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sugiere una contribucién importante a la capacidad de defensa de los tejidos
inducidos (Van Loon et al., 1998).

En la via de sefalizacion mediada por el SA se ha demostrado la participacion
de un componente clave, la proteina NPR1 (non-expressor of pathogenesis-
related genes1). NPR1 se mantiene en el citoplasma como un oligémero, el cual
se forma a través de puentes disulfuro intermoleculares.

La nitrosilacion de NPR1 mediante el S-nitrosoglutatién en la cisteina-156
facilita su oligomerizacién y mantiene la homeostasis de NPR1 después de la
induccion con el SA. La desoligomerizacién de NPR1 conduce a su activacién,
lo cual ocurre por cambios en el estado redox de la célula durante la respuesta
inmune de varios organismos y esta catalizada por tioredoxinas (Tada et al.,
2008). Después de su activacion, NPR1 es translocada al ndcleo donde
interactua con factores de transcripcion tipo TGA para inducir la expresion de
genes de defensa involucrados en la activacion de la SAR (Fig. 1.1) (Pieterse &
Van Loon, 2004; Durrant & Dong, 2004).

Los factores de transcripcion TGA pertenecen a fa familia de factores de
transcripcion bZIP (por sus siglas en inglés, basic regién/ieucine zipper motif),
que en plantas regulan procesos que incluyen la defensa contra patdgenos, la
sefializacion por estrés y iuz, la maduraciéon de semillas y el desarrollo de las
flores (Jakoby et al., 2002). E! grupo TGA esta compuesto por 10 miembros en
Arabidopsis (Jakoby et al., 2002), los miembros presentan una interaccion
diferencial con NPR1 (Zhou et al., 2000; Kesarwani et al.,, 2007). Los factores
de transcripcion TGA2 y TGA3 de Arabidopsis muestran una fuerte afinidad por
NPR1, ademas de que ambos se unen al elemento de respuesta al SA
(elemento as-7) en el promotor de PR1 (Zhou et al., 2000).
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putida, P. aeruginosa y P. aureofaciens se encuentran entre las rizobacterias
mas efectivas en reducir las enfermedades (Van Loon et al., 1998).

Adicionalmente, existen hon¢__ no patogénicos colonizadores de la raiz que
pueden inducir la re~~*encia de las plantas contra patdégenos. Entre estos
microorganismos, se encuentran algunas especies de los géneros Trichoderma,
Fusarium y Rhizoctonia, y del oomiceto Pythium. Estos microorganismos
colonizan la mayoria de los suelos en todo el mundo. Algunos miembros del
género Trichoderma s¢ nsiderados como agentes de biocontrol en algunas
enfermedades vegetales, pues son capaces de inducir respuestas de
resistencia a nivel local y sistémico; sin embargo, los mecvanismos de induccion,
asi como las seflales que se encienden en [a planta son en gran parte
desconocidos (Djonovi¢ _ -, 2007).

La ISR mediada por rizc srias se ha observado en A. thaliana, frijol, clavel,
pepino, rabano, tabaco y tomate bajo condicione: :n las cuales la bacteria
inductora y el subsecuente patégeno retador permanecen espaciaimente
separados. En general, las rizobacterias inductoras no causan sintomas visibles
en el hospedante, aumentando el crecimiento de la planta. Después de Ia
inoculaciéon con el microorganismo patogénico, las respuestas de resistencia se
presentan de forma rapida y aumentada. Ademas, la ISR generalmente no se
asocia con la induccion de las PRs (Van Loon et al., 1998).

En algunos casos, la ISR, esta regulada por el JAy el ET y no por el SA, pero a
diferencia de la SAR, ésta no parece estar asociada con muchos de los
cambios en la expresion génica (Verhagen et al, 2004). Algunos
microorganismos del suelo producen ciertos compuestos volatiles como la
acetoina y el butanedio!, los cuales pueden inducir esta respuesta de defensa
(Bostock, 2005), de manera independiente al JAy el ET.

En la Figura 1.2 se muestra un esquema sobre el papel de las fitohormonas en
la SAR y la ISR en plantas.
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tipos de estrés, como frio, calor, luz UV, sequia, inundacion, alta salinidad,
ROS, heridas y ataque por patdgenos (Morris, 2001; Ichimura et al., 2002;
Colcombet & Hirt, 2008).

Por medio de un mecanismo de fosfotransferencia, la cascada de MAPKs liga
fisiologicamente a receptores corriente arriba con blancos corriente abajo. La
cascada esta compuesta por tres componentes: una MAPKKK (MAPK cinasa
cinasa), una MAPKK (MAPK cinasa) y una MAPK (Widmann et al., 1999). La
activacion de una MAPKKK puede presentarse a través de su interaccion fisica
y/lo su fosforilacion por un receptor, por factores intermediarios o por
MAPKKKKSs interconectadoras (Cvetkovska et al., 2005).

Las MAPKKKs son cinasas de serina/treonina que activan a ias MAPKKs a
través de la fosforilacion de dos residuos de serina/treonina en un motivo
conservado S/T-X3-5-S/T. Por el contrario, las MAPKKs son cinasas duales que
fosforilan a las MAPKs en los residuos treonina y tirosina en el motivo T-X-Y.
Las MAPKs son cinasas de serina/treonina que fosforilan una variedad de
sustratos que incluyen factores de transcripcion, proteinas cinasas y proteinas
asociadas al citoesqueleto. La especificidad de las diferentes cascadas de
MAPKs que funcionan en una misma célula se genera a través de su
agrupacién en complejos de andamiaje mediante la presencia de dominios de
anclaje encontrados en ambas proteinas. La expresién especifica de los
distintos componentes que forman parte del médulo es importante como control
regulatorio (Morrison & Davis, 2003; Nakagami et al., 2005; Pitzschke et al.,
2009).

El genoma de Arabidopsis contiene alrededor de 110 genes que codifican para
miembros putativos de las vias de MAPK: mas de 80 MAPKKKs, 10 MAPKKs y
20 MAPKSs (Ichimura et al. 2002).

La sefializacién mediada por las cascadas de MAPKs se ha relacionado con las
respuestas de defensa de la planta. El reconocimiento de PAMPs, asi como el
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biosintéticos de la camalexina, PAD2 y PAD3 (Phytoalexin deficient 2 y 3) (Ren
et al., 2008).

Ademas de la participacion de MPK3 y MPK6 durante fa induccién de la sintesis
de camalexina en Arabidopsis, se ha reportado que la MPK4 se encuentra
formando un complejo nuclear con el factor de transcripcién WRKY33. El reto
con P. syringae o con la flagelina provoca la activacién de la MPK4 y la
fosforifacion de su sustrato MKS1; subsecuentemente, MKS1 y WRKY33 son
liberados del complejo que formaban con MPK4, y WRKY33 se une al promotor
de PAD3 (Qiu et al., 2008).

Ademas de la participacion de las MAPKs en el establecimiento de la defensa,
algunas de estas proteinas regulan de manera negativa esta respuesta en la
planta, como en el caso de ia MPK4 de A. thaliana. La MPK4 puede tener un
papel dual; es decir, puede regular tanto negativamente la defensa contra cierto
tipo de patdgenos, como positivamente contra un grupo distinto. La inactivacion
de la MPK4 (mpk4) por medio de transposones produjo una SAR constitutiva,
con niveles elevados de SA, aumento en la resistencia a los patogenos
virulentos P. syringae pv fomato y Peronospora parasitica, y la expresion
constitutiva de genes relacionados con la patogénesis, demostrando que la
actividad de la MPK4 se requiere para reprimir la SAR (Petersen et al., 2000).
Sin embargo, por otro lado, la mutante mpk4 mostré una represion en la
induccion mediada por el JA de los genes de defensa PDF1.2 (plant defensin
1.2) y THI2.1, sugiriendo que la MPK4 se requiere para inducir la expresion de
genes de respuesta al JA (Brodersen et al., 2006). La mutante mpk4 también es
deficiente en inducir genes de respuesta al ET, por lo que la planta mutante es
mas susceptible que la silvestre a Alternaria brassicicola, patégeno que induce
las vias de defensa mediadas por ET/JA. También se ha logrado determinar la
participacion clave de las proteinas EDS1 (Enhanced Disease Susceptibility 1) y
PAD4, involucradas en el antagonismo entre el SA y ET/JA, al ser activadores
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El ABA, las auxinas, las GAs y los BRs influyen en la respuesta de la pianta a
través de un efecto directo en las rutas de sefializacion mediadas por el JAy el
SA (Robert-Seilaniantz et al., 2007).

Deteccion
del patoge!

Figura 1.3. Vias de sefializacién mediadas por fitohormonas. Se muestra el
nivel de intercomunicacién entre las rutas del acido salicilico (SA), del acido
jasmonico (JA) y del etileno (ET) en Arabidopsis thaliana, asfi como el grupo de
genes de defensa que cada una regula y que son especificos dependiendo del
patégeno percibido (modificado de Kunkel & Brooks, 2002).

En una amplia variedad de patosistemas, se ha observado que la ruta mediada
por el JA y el ET son agonistas, y éstas suelen ser antagénicas con la del SA;
asi como son antagonistas las mediadas por el ABA y el SA (Audenaert et al.,
2002) y las auxinas-SA. En contraste, las rutas mediadas por las auxinas y el
JA comparten muchas similitudes (Kazan & Manners, 2009).

De manera general las respuestas de defensa que involucran la participacion de
una determinada fitohormona suelen ser efectivas contra un grupo especifico de
patdgenos; es decir, en varios patosistemas, el SA induce los mecanismos de
defensa de la planta contra microorganismos biotréficos, mientras que el JA, el
ET y las auxinas participan en la induccién de éstos frente a los necrotréficos
(Spoel et al., 2007; Kazan & Manners, 2009). Sin embargo, existen excepciones
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1.2 EL ETILENO

El ET (C,H.) es un gas en condiciones de presion y temperatura estandares (1
atm y 25 °C). Esta fitohormona regula diversos procesos fisiolégicos durante el
crecimiento y el desarrolio de las plantas, desde la germinacion de las semillas
hasta la senescencia de ¢rganos (Abeles et al., 1992; Bleecker & Kende, 2000).
Se ha demostrado que el ET tiene influencia en el crecimiento y la
diferenciacion de raices y brotes, en la formacion de raices adventicias y en la
induccion de la floracion en algunas plantas (Arshad & Frankenberger, 2002).

La produccién de ET en las plantas varfa durante su desarrollo, asi como se
pueden observar cambios en las tasas de produccion entre diferentes érganos.
Las tasas mas altas estan relacionadas con el tejido meristematico, la
germinacion de las semillas, la maduracién de los frutos, la senescencia y la
abscision de hojas y flores. En general, la produccién de ET en tejidos
vegetativos es baja (0.01 pL-L"), mientras que durante la maduracion de frutos,
como el mango y la pera puede ser de 3 y 500 pL'L‘1, respectivamente (Abeles
etal., 1992).

La produccion de ET también se induce como respuesta a un amplio rango de
condiciones ambientales adversas, tanto de tipo bidtico como abidtico, como fa
anaerobiosis, la sequia, la inundacién, la invasién por patdgenos o por heridas
(Kim et al., 1998). Después de que la planta es herida o atacada por un
patégeno, se estimula la producciéon de ET en los tejidos afectados, de donde
se difunde a las capas celulares circundantes antes de escapar a la atmosfera
(Knoester et al., 1998).

1.2.1 BIOSINTESIS DEL ETILENO

La ruta de biosintesis del ET se caracterizéd en gran parte gracias al trabajo
realizado por el taiwanés Shang Fa Yang. Los logros de su investigacion
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Figura1.4. El ciclo de la metionina. El etileno es producido a partir de SAM,
un intermediario producido a partir de la metionina. Las enzimas que participan
en el ciclo de la metionina son. (1) SAM sintetasa, (2) ACC sintasa, (3) ACC
oxidasa, (4) MTA nucleosidasa, (5) MTR cinasa, (6) reaccién espontanea, (7)
fransaminasa (modificado de Yang & Hoffman, 1984).

Existen diferentes niveles de regulacion en la sintesis y percepcién del ET.
Estos se ponen de manifiesto inhibiendo la sintesis y/o la actividad de la ACS y
la ACO, asi como de la actividad del ET lo que impide que éste sea percibido
por la célula a través de su receptor. Inicialmente, se consideraba de manera

general que la ACQO estaba presente de forma constitutiva y la ACS se
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dominio N-terminal se asocia a ambas subfamilias de receptores (Adams-
Phillips et al., 2004). Estudios de localizacién indican que CTR1 se asocia
primariamente con el reticulo endoplasmico, con base en su interaccién con los
receptores ahi localizados (Broekaert et al., 2006). Se cree que cuando el ET se
une al receptor, el cual a su vez tiene interaccién directa con CTR1, éste sufre
un cambio conformacional en su extremo N-terminal, que podria autoinhibir su
actividad de cinasa de Ser/Thr C-terminal.

Se ha propuesto que una cascada de MAPKs funciona en la sedalizacién por
ET; sin embargo, aun existe un debate sobre si la cascada de MAPK se
encuentra funcionando unicamente arriba de la percepcion del ET, modulando
su sintesis, o0 debajo transduciendo la sefial de éste (Xu et al., 2008; Yoo et al.,
2008; Hahn & Harter, 2009).

En la ruta de sefalizacion por ET, EIN2 (ethylene insensitivity 2) se encuentra
entre CTR1 y el factor de transcripcion EIN3. EIN2 consta de dos dominios bien
definidos: el C-terminal hidrofilico que posee motivos tipicos relacionados con
interacciones proteina-proteina y el N-terminal hidrofébico que contiene 12
hélices transmembranales. Esta proteina se considera como el primer regulador
positivo de la respuesta a ET (Broekaert et al., 2006).

La sefial del ET llega al niicleo a través de la desrepresion de EINZ por parte de
CTR1, lo que origina fa activacién de los factores de transcripcion EIN3 y EiL
(EIN3-like transcription factor). En A. thaliana existen seis miembros de la
familia EIN3 (EIN3 y EIL1/2/3/4/5), de los cuales, EIN3 y EIL1 son ias proteinas
mas estrechamente relacionadas y las mas importantes para la sensibilidad a
ET. Es probable que el resto de los miembros de la familia participen en tejidos
especificos, o incluso puedan funcionar en diferentes vias de sefalizacion
independientes del ET. Al parecer, en ausencia del ET, fas proteinas EIN3/EIL1
son degradadas continuamente por la via dirigida por AtEBF1/2 (proteinas de
caja-F de A. thaliana), mediada por el proteosoma, evitando asi la activacion de
sus blancos transcripcionales. En presencia deil ET, se suprime la degradacién
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Con relacion a sus efectos sobre la transcripcion, el ET producido después del
ataque por patégenos estimula las respuestas de defensa regulando la
expresion de un amplio rango de genes relacionados con la defensa, incluyendo
a aquellos que codifican proteinas PR, como quitinasas y osmotinas (Chen et
al., 2003), B-1,3-glucanasas y PR1. Interesantemente, los promotores de cada
uno de estos genes contienen un elemento denominado la “caja GCC®
(Deikman, 1997). Ademas, dependiendo de la especie, el ET puede inducir la
sintesis o estimular la actividad de enzimas de la biosintesis de compuestos
volatiles, necesarias para la produccion de fitoalexinas isoflavonoidales y la
lignificacion, asi como para promover la sintesis de proteinas PRs (Knoester et
al., 1998).

En el género Capsicum, principalmente en la especie C. annuum, se han
identificado algunos genes relacionados con la defensa inducidos por el ET,
entre los que estan los que codifican las 3-1,3-glucanasas y las quitinasas, cuya
sintesis y acumulacion fue inducida por una infeccion con Phytophthora capsici
en el tejido del tallo (Kim & Hwang, 1994). Con relacién a la PR1, su ADNc fue
aislado de hojas de chile infectadas con Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria y la expresion de PR1 fue inducida por ET (Kim & Hwang, 2000).

También se ha identificado al factor de transcripcién CaWRKY2 en C. annuum,
el cual es inducible por patbgenos, y que probablemente tiene una funcién en
las respuestas tempranas de defensa de la planta a factores adversos de tipo
abiético y biodtico (Oh et al., 20086).

1.3 EL CHILE HABANERO

Los chiles pertenecen al género Capsicurn, de la familia Solanaceae. Existen 27
especies, de las cuales solo cinco estdn domesticadas y se cuitivan
actualmente: C. annuum Linné, C. baccatum Linné, C. chinense Jacquin, C.
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habanero, reportandose en el afio 2009 un volumen de produccién de 2904.1
Ton (SIAP, 2009).

El valor nutritivo de los frutos del género Capsicum se basa en su contenido
significativo de nutrientes esenciales y sus altos niveles de vitaminas C y A.
También es una buena fuente de vitaminas del complejo B. Los frutos exhiben
propiedades antimicrobianas y tienen efectos farmacolégicos (Soetarno et al.,
1997). El picor es aparentemente la Unica propiedad farmacologica que los
denomina como medicina, solamente los mas pungentes y no los chiles dulces,
acttian como agentes terapéuticos. Los capsaicinoides son los compuestos que
le brindan el picor al chile. Estos compuestos se utilizan ampliamente para la
elaboracién de salsas picantes a nivel industrial, asi como en la elaboracion de
diferentes productos farmacéuticos, incluyendo aimohadillas para disminuir el
dolor muscular y productos para aliviar el dolor de enfermedades como la
artritis, entre otras (Ochoa-Alejo & Ramirez-Malagén, 2001).

Recientemente, se ha reportado que la capsaicina promueve la muerte celular e
inhibe el crecimiento de varios tipos de células tumorigénicas al inducir la
apoptosis, por fo gque se estudia su uso potencial como inhibidor de la
carcinogénesis (Sanchez et al., 2006).

1.3.1 ORGANISMOS PATOGENICOS QUE ATACAN AL GENERO
CAPSICUM

E! cuitivo del chile es afectado por diferentes organismos que reducen en forma
considerable la produccion y la calidad del fruto. Entre ellos destacan los
patégenos que tienen su origen en el suelo, por lo que generaimente infectan
las raices y las bases de los tallos. Su dispersion y estados de sobrevivencia se
dan basicamente en el suelo; ademas, muchos de estos patégenos producen
esporas que se dispersan por medio del aire o del agua, lo que les permite
propagarse a grandes distancias. Existen varios tipos de patbégenos que atacan
al género Capsicum, como los hongos Rhizoctonia solani, Fusarium sp,
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plantas nativas en suelos que jamdas han sido cultivados (Gordon & Martyn,
1997).

Diferentes plantas hospedantes son atacadas por formas especiales o razas del
hongo: F. oxysporum §{. sp. lycopersici ataca al jitomate (Solanum lycopersicum)
y a diferentes especies del género Capsicum, como C. annuum y C. chinense
(Agrios, 2005). Este hongo, que se denomina imperfecto al presentar
Unicamente estructuras asexuales, produce tres tipos de esporas asexuales: los
microconidios, que poseen una o dos células, son las esporas mas frecuentes y
abundantes bajo cualquier condicién, incluso dentro de los vasos de la planta
infectada; los macroconidios, que son las esporas tipicas de Fusarium,
presentan de tres a cinco células, tienen extremos gradualmente curvados y
aparecen en grupos tipo esporodoquio en la superficie de las plantas muertas, y
finalmente, las clamidosporas, esporas redondas de una o dos células con
pared celular gruesa que se producen dentro o en el extremo de micelio maduro
0 en macroconidios. Los tres tipos de esporas se producen en los cultivos del
hongo, y probablemente en el suelo, aunque solo las clamidosporas pueden
sobrevivir en este medio por periodos largos, y los macroconidos, en la
superficie de plantas infectadas (Agrios, 2005; Berrocal-Lobo & Molina, 2007).

Los diferentes tipos de marchitez vascular estan ampliamente distribuidos, son
muy destructivos y pueden ocasionar la muerte completa de la planta en
cuestion de semanas, aunque en el caso de algunas plantas perennes, la
muerte se puede presentar después de varios meses o affos. La marchitez
ocurre como resultado de la presencia y la actividad del patégeno en el xilema
de la planta. Mientras la planta infectada permanezca viva, el hongo permanece
en los tejidos vasculares, y en unas cuantas células alrededor; sélo cuando la
planta muere, éstos se mueven a otros tejidos y esporulan en o cerca de la
superficie de la planta muerta (Agrios, 2005).

Todos los tipos de marchitez vascular tienen caracteristicas en coman: las hojas
de las plantas infectadas pierden turgencia, se vuelven flacidas, se inclinan, se
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jovenes de la planta y luego, las hojas de mayor edad muestran epinastia,
producto de una inclinacion de los peciolos. Por lo general, las plantas
infectadas en el estadio de plantula se marchitan y mueren rapidamente. La
fruta puede infectarse, podrirse y entonces caerse, y las raices también se
pueden infectar; observandose que después de un periodo inicial de latencia las
raices mas pequefias se pudren (Agrios, 2005).

Cuando plantas sanas crecen en un suelo contaminado, el tubo germinativo de
las esporas o el micelio penetra las puntas de las raices directamente o a través
de una herida o en el punto donde se forman las raices laterales. El micelio
avanza intercelularmente a través del cortex de la raiz y cuando alcanza los
vasos del xilema, entra en eilos. El micelio entonces permanece en los vasos y
viaja a través de ellos, principalmente hacia arriba, esto es, hacia el tallo y la
corona de la planta. Mientras tanto en los vasos, el micelio se ramifica y
produce microconidios, los cuales se separan y son transportados hacia arriba a
través de la corriente de la savia. Los microconidios germinan en el punto
donde se detiene su movimiento ascendente y, el micelio penetra la pared
superior del vaso, donde mas microconidos se producen en el siguiente vaso. El
micelio también avanza lateralmente hacia los vasos adyacentes, penetrandolos
a través de los hoyos. Una combinacién de los procesos discutidos con
anterioridad, esto es la obstruccién de los vasos por el micelio, fas esporas, los
geles, las gomas y las tilosas aplastando los haces vasculares por la
proliferacion de células dei parénquima, da lugar al desequilibrio hidrico de la
planta infectada. Cuando las hojas transpiran mas agua de la que las raices y el
tallo puede transportar hacia ellas, los estomas se cierran, las hojas se
marchitan y mueren, y finalmente, la planta entera sucumbe. E| hongo invade
todos los tejidos de ia planta, alcanza la superficie de la planta muerta y ahi
esporula profusamente. Las esporas se diseminan a otras plantas o areas por
medio del viento y el agua (Agrios, 2005).
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genes ribosomales y mitocondriales demuestran que los oomicetos comparten
poca afinidad taxondémica con los hongos filamentosos, y que estdn mas
relacionados con las algas doradas-café. Los oomicetos pertenecen al grupo de
los estramenofilos (Kamoun, 2006; Tyler, 2002).

Entre los ocomicetos, se podria considerar a Phytophthora infestans como su
miembro mas notable y un organismo modelo; es el patdbgeno mas destructivo
del cultivo de papa (Solanum tuberosum) que provocod la devastadora
enfermedad conocida como tizén tardio, ta cual entre 1845 y 1860 dio lugar a
una hambruna en Irlanda y que representé la muerte de airededor de un millén
de personas, asi como la migraciéon de otro milion y medio principalmente a la
costa este de los Estados Unidos. Ademas de P. infestans, existen otras
especies relacionadas que causan dafios severos a cultivos de importancia
industrial y ecolégica. Phytophthora sojae ocasiona pérdidas de millones de
délares cada afo en el cultivo de la soya y Phytophthora ramorum provoca la
enfermedad conocida como "muerte repentina del roble”, la cual tiene efectos
significativos en el balance de los ecosistemas que albergan al roble, afectando
a ofras especies vegetales como el laurel (Rizzo et al., 2005).

Los genomas de P. infestans, P. sojae y P. ramorum han sido secuenciados
(Haas et al., 2009; Tyler et al., 2006). Estos estudios revelaron que P. infestans
posee familias expandidas de genes efectores de la enfermedad, las cuales
incluyen genes que son inducidos durante la infeccion o que se ha hipotetizado
que tienen actividades que alteran la fisiologia del hospedante (Hass et al,
2009).

Las tierras altas del centro de México se consideran centro de diversidad
genética de P. infestans, asi como de diversas especies del género Solanum
(Flier et al., 2003; Grunwald & Flier, 2005). P. infestans es heterotalica y
produce oosporas cuando las cepas compatibles de los tipos opuestos de
apareamiento A1y A2 interactian (Galindo & Gallegly, 1960). En esta regién de
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pero otros pueden activar sus sistemas de defensa (factores de avirulencia o
elicitores) (Kamoun, 2006).

Un gran numero de especies de Phytophthora son patdégenos destructivos que
causan pudricién de las raices, las coronas, los talios, las hojas y los frutos de
una amplia variedad de plantas con importancia agricola, ornamental, asi como
en plantas nativas (Tyler, 2002). Algunas especies atacan cientos de especies
hospedantes, como es el caso de P. cinnamomi, P. parasitica y P. cactorum, a
diferencia de otfras que infectan a sélo unas cuantas. Debido a los grandes
dafios que ocasionan estos patdgenos, éstos redundan en pérdidas de gran
importancia econémica (Tyler, 2002).

Las especies de Phytophthora crecen generalmente como una hifa cenocitica o
con pocas septas. Comunmente producen tres tipos de esporas de manera
asexual: los esporangios, las zoosporas y las clamidosporas.

Las esporas sexuales u oosporas se forman cuando la estructura masculina, el
anteridio, se asocia con la femenina que posee el huevo (oogonio). Algunas
especies de Phytophthora son autofértiles (homotalicas), mientras que otras son
heterotalicas. Las especies heterotdlicas se dividen de acuerdo ai tipo de
gameto en A1y A2, y la cruza se presenta cuando estos dos tipos de gametos
estan en contacto (Ristaino & Johnston, 1999).

1.3.3.1 EL CICLO DE VIDA ASEXUAL DE PHYTOPHTHORA

En los comicetos la reproducciéon asexual comprende dos fases principales: la
formacion de esporangios multinucleados (esporangiogénesis) y la formacion
de zoosporas uninucleadas moviles (zoosporogénesis). Los esporangios
asexuales y las zoosporas son los principales agentes de dispersion, y los
principales medios para iniciar la infeccion en el hospedante (Hardham, 2009).
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helicoidal a velocidades de 100-200 ym-s™, dependiendo de la temperatura y la
especie (Carlile, 1983). En condiciones de escasos nutrimentos y bajas
concentraciones de Ca®*, las zoosporas enquistadas, a menudo, se diferencian
en un esporangio, el cual libera una sola espora nueva, llamada zoospora
secundaria. Este proceso se puede repetir un nimero de veces, con el
resultado de que una séla zoospora moévil puede avanzar una distancia
sustancial por medio de estas encarnaciones repetidas. La movilidad de las
zoosporas también aumenta enormemente la distancia que pueden ser
acarreadas por un flujo de agua a través de una matriz particulada como el
suelo (Carlile, 1983; Tyler, 2002).

Las zoosporas de la mayoria de las especies de los géneros Phytophthora y
Pythium muestran una atraccion no especifica a ciertos aminoacidos como el
aspartato, el glutamato, la asparagina, la glutamina, la arginina y la metionina.
La mayoria también son atraidas por el etanol (0.2-20 mM), el cual puede
promover la infeccién de raices inundadas. La atraccion a estos compuestos
puede representar una de tipo no especifico de muchas zoosporas de
Phytophthora y Pythium a los exudados de las raices; sin embargo, algunas
especies de estos dos géneros, especialmente aquellas con rangos de
hospedantes restringidos, parecen exhibir mayor especificidad en su atraccién
por los exudados de las raices. El ejemplo mejor caracterizado es la atraccion
de zoosporas de P. sojae a las isoflavonas daidzeina y genisteina, las cuales
estan presentes en semillas de soya y son exudadas por la raiz. Las zoosporas
de P. sojae son atraidas por concentraciones menores de 0.1 nM, mientras que
las zoosporas de otras seis especies de Phytophthora y una de Pythium no
modificaron su comportamiento ain a concentraciones de 30 uM (Tyler, 2002).

Una vez que la zoospora alcanza un sitio adecuado para iniciar la infeccién,
ésta se enquista. Algunas especies ajustan su patrén de nado, de tal manera
que la superficie ventral quede de frente al hospedante potencial. Durante el
enquistamiento, la zoospora se separa de los dos flagelos, se redondea, se
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1.3.3.2 Phytophthora capsici

Phytophthora capsici Leonian es el agente causal de la enfermedad de la
marchitez del chile, una de las mas importantes en esta especie en todo el
mundo. Este patégeno provoca la marchitez, ya sea en una séla planta o en
grupos de ellas en el campo, sobre todo en suelos saturados con agua después
de la irrigacién, o durante la temporada de lluvia. En los estadios tempranos, las
primeras sefales de enfermedad se presentan como areas necréticas de color
café en la raiz y en la corona de las plantas, después la enfermedad se
desarrolla rapidamente, hasta la marchitez y la muerte de las plantas. P. capsici
puede infectar virtualmente cada parte de la planta; pues este patdgeno forma
lesiones negras distintivas en el tallo y puede infectar las hojas. Las lesiones en
hojas y tallos son comunes cuando el indculo se dispersa por salpicaduras del
suelo a las porciones bajas de la planta. El patégeno también puede infectar ia
fruta, dando lugar a lesiones que estan tipicamente cubiertas con esporangio
blanco. P. capsici también infecta a algunas Cucurbitaceas, como el pepino, la
calabaza y el melon (Ristaino & Johnston, 1999), asi como otras Solanaceas,
como el jitomate y la berenjena (Kreutzer et al., 1940).

P. capsici se reproduce de manera asexual y sexual, ya que produce los dos
tipos de gametos, A1 y A2, Cada tipo produce hormonas que son responsables
de la diferenciacién de los gametangios en el tipo de gameto opuesto. Ambos
tipos han sido identificados en una sola planta. En la gametangia, se presenta la
meiosis, la plasmogamia y la cariogamia, las cuales resultan en la formacion de
oosporas, que son el resultado de la reproduccién sexual y que sirven como
inéculo. Las oosporas pueden germinar directamente a través de un tubo
germinativo, o de manera indirecta via la formacién de un esporangio (Ristaino
& Johnston, 1999).
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1.8.3.3 Analizar el efecto del etileno sobre la expresién de un grupo de
genes de defensa en las plantulas inoculadas.

1.8.3.4 Analizar el efecto del etileno sobre la expresion de genes
marcadores de las vias de sefializacion mediadas por el acido
salicilico, el acido jasmonico y el etileno.
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la capacidad infectiva que tiene el hongo en las plantulas de chile habanero.
Los resultados constituiran una base comparativa para determinar si esta
interaccion tiene caracteristicas comunes con la observada en el patosistema
chile habanero-P. capsici.

En este capitulo, se presentan los sintomas de la infeccién, asi como la
produccién de ET que mostraron las plantulas de chile habanero al ser
inoculadas con F. oxysporum, y el papel gue desempefia el ET en la expresion
de 21 genes relacionados con la defensa durante la interaccién planta-
patogeno.

Los genes analizados forman parte de una biblioteca de ADNc obtenida a partir
de ARN extraido de hojas de chile habanero infectadas con geminivirus y
celulas en suspension tratadas con homogenizados de pared celular de P.
capsici (Nakazawa-Ueji, 2010).

Los ADNc representan genes que codifican proteinas con diversas funciones
celulares. La mayoria de ellos estan relacionados con la defensa, mientras que
otros intervienen en la comunicacion celuiar, la localizacion subcelular y
respuestas al ambiente. En el cuadro 2.1 se muestra la identidad de los ADNc
analizados, asi como su categoria funcional segun Ruepp et al. (2004).
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2.2.5 CUANTIFICACION DE ETILENO EN PLANTULAS INOCULADAS CON
F. oxysporum

Cinco plantulas inoculadas con F. oxysporum y 5 plantulas testigo se
mantuvieron en recipientes herméticos durante 40 dias, y se cuantificé el ET por
cromatografia de gases cada 24 h a partir del dia de la inoculaciéon (la
determinacion se detalla en el Capitulo 3). La cuantificacién de ET se realizd
utilizando una curva estandar (Datos complementarios).

2.2.6 EVALUACION DEL EFECTO DEL ETEFON EN EL CRECIMIENTO in
vitro DE F. oxysporum

Para determinar el efecto directo que tiene el etefén sobre el crecimiento del
hongo, éste se cultivd en APD que contenia 5 mM de etefén. Después de 24 h
de haberse preparado las placas de APD con el etefon, se colocd en cada una
un inéculo cuadrado de micelio de F. oxysporum y se monitoreé su crecimiento
durante 6 dias a TA.

2.2.7 ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA DIFERENCIAL MEDIANTE
HIBRIDACION DE ARREGLOS TIPO DOT BLOT

Se realizd el andlisis en las plantulas de chile habanero que fueron asperjadas
con etefon 5 mM, 6 con agua y que ademas fueron inoculadas con F.
oxysporum.

Después de la inoculacién, se cortaron las hojas que no fueron inoculadas
directamente en diferentes tiempos: 0, 0.5, 2 y 4 h. Una vez tomado el tejido, se
congel6 inmediatamente en nitrégeno liquido y se almacend a -80 °C hasta ser

utilizado.

La localizacion de los 21 ADNc en el arreglo se muestra en el cuadro 2.4. Para
realizar el analisis de la expresion diferencial, se obtuvo una mezcla de los ARN
totales de los tiempos 0-4 h post inoculacion.

70






encuentran clonados en dos plasmidos distintos. Se utilizé, en ambos casos, la
Taq Polimerasa (Invitrogen®).

La concentracién de los componentes de la reaccion fue: dNTP's 0.2 mM, Mg?*
1.5 mM, Taq Pol 2.5 U, cebador directo y reverso 1 nM, y 0.5 ug de ADN
plasmidico.

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: 94 °C por 3 min; 94 °C por 30
seg, 55 6 68 °C por 2 min, 72 °C por 2 min (30 ciclos); y 72 °C por 10 min.

2.2.7.4 FIJACION DE LOS ADNc

Los ADNc amplificados por PCR se desnaturalizaron afadiéndoles NaOH y
EDTA a una concentracion final de 0.4 M y 10 mM, respectivamente. La mezcla
se calenté a 100 °C durante 10 min. Las muestras permanecieron en hielo
mientras se colocaba cada una en el “vacuum manifold” de Millipore® para ser
fijada a una membrana de nylon Zeta-Probe® utilizando vacio para acelerar el
proceso de fijacion. Después se realizé el proceso de hibridacién utilizando
como sondas el ADNc marcado con digoxigenina obtenido a partir de las
muestras de las poblaciones de ARN de las plantulas de chile habanero
asperjadas ya sea con etefén o0 agua y luego, inoculadas con F. oxysporum.

La hibridacién se realizé con el método de Church y Gilbert (1984), y las
reacciones positivas fueron reveladas exponiendo las membranas a una

pelicula sensible a la luz.

2.2.7.5 HIBRIDACION (CHURCH & GILBERT, 1984)

Se coloco la membrana de nylon a prehibridar en una solucion de fosfatos 0.5
M pH 7.2, SDS 7% (m/v), EDTA 1 mM pH 7, durante 8-12 h a 65 °C con
agitacion suave. Se transfirié la membrana a la solucion de hibridacion
[Solucién de fosfatos 0.5 M pH 7.2, SDS 7% (m/v), EDTA 1 mM pH 7, albimina
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2.3 RESULTADOS

231 EFECTO DEL ETILENO EN EL PROCESO DE INFECCION DE
PLANTULAS DE CHILE HABANERO INOCULADAS CON F.
oxysporum

Las plantulas de C. chinense inoculadas con F. oxysporum presentaron una
pequefia zona necrdtica en las hojas que fueron inoculadas a partir del dia 5
después de la inoculacion (d.i.). Esta necrosis localizada no se extendié al resto
de la planta, y la inoculacion con el hongo no dafd considerablemente a la
plantula, la cual continud creciendo de manera normal, sin que el hongo
colonizara de manera importante el tejido vegetal (Fig. 2.1) aliin en el dia 14 d.i.
(datos no mostrados). Estos sintomas demostraron que las plantulas de C.
chinense de 30-35 dias de edad presentaban un nivel de tolerancia muy aito
contra F. oxysporum.

Sin embargo, cuando las plantulas fueron previamente tratadas con etefon, Ia
inoculacion con el hongo condujo al desarrollo de sintomas de la enfermedad
(necrosis y marchitamiento), entre los 6 y 8 dias d.i. Estos resultados sugieren
entonces que en el patosistema incompatible C. chinense-F.oxysporum, el ET
afecta la resistencia natural, favoreciendo el desarrolio de la enfermedad.

Figura 2.1. Efecto del etileno en la susceptibilidad a Fusarium oxysporum de/
chile habanero. Se asperjaron plantulas de un mes de edad con agua (T y F) o
etefén 5 mM (E y E+F) y a las 24 h fueron inoculadas con dos discos de micelio
de F. oxysporum (F y E+F) o de agar papa dextrosa (T y E), en la tercera y
cuarta hojas verdaderas. La sintomatologia fue monitoreada en diferentes
periodos (0, 2, 4, 6, 8y 10d.p.i.).
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2.3.2 PRODUCCION DE ETILENO EN PLANTULAS DE CHILE HABANERO
INOCULADAS CON F, oxysporum

Se presentd una acumulacién de ET en las plantulas inoculadas con F.
oxysporum a partir del dia 7 d.i., pudiéndose observar dos fases, teniendo un
primer nivel maximo en el dia 12 d.i. (6.39 nL.g™* peso fresco) y posteriormente,
en el dia 24 d.i. (8.25 nL-g" peso fresco). En comparacién, los niveles de ET
permanecieron en un nivel basal en las plantulas testigo (0.44 + 0.14 nL.g"
peso fresco) (Fig. 2.2). En el ultimo dia de andlisis, 40 dias d.i., las plantulas ya
habian sido invadidas completamente por el hongo y el tejido estaba necrosado.

==O=—Testigo
—— F. oxysporum

-
N
L

Etileno (nL-g! PF)

0 T T T T T
0 10 20 30 40

Dia post-inoculacién

Figura 2.2. Produccién de etileno en pléntulas de chile habanero inoculadas
con Fusarium oxysporum. Se inocularon plantulas de un mes de edad y se
analizé la concentracién de etileno en 1 mL de gas del espacio de cabeza de
las cajas Magenta, mediante cromatografia de gases. Se analizaron 5 plantulas
testigo y 5 inoculadas con el hongo. Las barras verticales respresentan el error
estandar.
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Cuadro 2.3 Identidad de los genes de chile habanero en el mini-arreglo.

GG mMm m O O W »

En las plantulas inoculadas con F. oxysporum, se incrementd el nivel de
expresion de la mayoria de los genes analizados, con respecto a los niveles
observados en las plantulas testigo. Este resultado podria sugerir que la
plantula detecta la presencia del hongo. Debido a la naturaleza diversa de las
proteinas codificadas por estos genes, podria suponerse que se disparan
diversos mecanismos de defensa que las involucran, lo cual podria conducir al
establecimiento del alto nivel de tolerancia que las plantulas de chile habanero

1 2 3
ACC oxidasa PR10 (3) Prot. Dedo Zinc
Enz. Conjug. Ubiquitina GST12 PR10 (4)
Glutation peroxidasa Prot. Pared celular Esterasa

Metalotioneina GST1 Peroxidasa aniénica
w-6 desaturasa w-6 desaturasa 2 Receptor

MPK1 MPK2 MPK3

NPR1 WRKY Actina

presentaron al ataque por F. oxysporum.
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Cuando se asperjaron las plantulas con etefén y después fueron inoculadas con
el hongo, se pudo observar claramente que gran parte de los genes que fueron
inducidos por la simple inoculacién con el hongo (ver Figura 2.4), fueron
reprimidos cuando la planta era previamente tratada con etefén (Cuadro 2.4).
Esto podrfa sugerir que la ruta de sefializacién mediada por el tratamiento con
etefén no es la misma que se dispara por la percepcién del hongo, y que incluso
estas dos rutas podrian estar actuando de manera antagénica. Bajo
condiciones de aplicacién de ET la planta se torn¢ susceptible al ataque por el
hongo, sugiriendo que el ET induce el desarrollo de la enfermedad, inhibiendo
posiblemente la ruta de defensa disparada por la deteccién del hongo, en la
cual se sugiere la participacion de las proteinas GST1/12, giutation peroxidasa,
peroxidasa aniénica, w-6 desaturasai1/2, CcMPK1/2/3, NPR1 y WRKY1.
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2.4 DISCUSION

Se sabe que el ET es una molécula sefializadora que induce las respuestas de
defensa principalmente contra microorganismos necrotroficos. El hongo F.
oxysporum se considera un patdgeno hemibiotréfico, y en su interaccién con el
chile habanero, los resultados obtenidos permiten sugerir que el ET desempefia
un papel negativo en el establecimiento de la defensa. La interaccion que se
presenta en las vias de sefalizacion mediadas por el ET, el SA y el JA puede
resultar en la represion de alguna de ellas (Clarke et al,,2000; Kunkel & Brooks,
2002; Spoel et al., 2003), y el balance de estas fitohormonas es crucial para que
se encienda una u otra via, dando lugar a la activacion o la represién de
factores de transcripcion, los cuales a su vez pueden actuar como reguladores
negativos o positivos en la induccién de genes relacionados con la defensa
(Mao et al., 2007). Por ejemplo, los factores transcripcionales de respuesta a ET
(ERFs) integran sefales de las rutas mediadas por el ET y el JA, y representan
un punto de control para la intercomunicacion con otfras sefales, ya que
muiltiples vias de sefalizacion convergen en los ERFs mediante regulaciones a
nivel transcripcional y post-transcripcional (Shinshi, 2008). Es posible entonces,
que al aumentar los niveles de ET en la planta de chile habanero se induzca la
inhibicién de la ruta de defensa mediada por alguna otra fitohormona, la cual es
la efectiva para restringir el ataque de F. oxysporum.

En la interaccién de A. thaliana con F. oxysporum, hay un factor transcripcional
de respuesta a ET (Factor de respuesta a etileno 1) que media la resistencia
contra este patégeno, pues tiene un papel determinante en el establecimiento
de la defensa, dependiente del ET y del MeJA (Berrocal-Lobo & Molina, 2004).
Sin embargo, es importante tener presente que C. chinense y A. thaliana son
dos especies vegetales que pertenecen a distintas familias (Solanaceae y
Brassicaceae, respectivamente) y que las rutas de defensa pueden ser
distintas, aunque se trate del mismo patogeno.
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clave involucrada en la biosintesis de fitoalexinas isoflavonoides (Diniz-Campos
et al., 2003), en respuesta a la exposicion a luz UV (Dixon et al., 2002).

La peroxidasa aniénica y la glutation peroxidasa. Se ha implicado a las
peroxidasas en numerosos procesos fisiolégicos de importancia durante las
interacciones planta-patoégeno, incluyendo la lignificacién, el entrecruzamiento
de componentes de la pared celular y durante la resistencia sistémica adquirida
(Mader & Amberg-Fisher, 1982; Bradiey ef al., 1992; Curtis et al., 1995). El
incremento en la actividad de las peroxidasas se ha asociado con una
disminucion en la tasa de multiplicacién y dispersion de patégenos, sefialando
un papel activo de estas enzimas en la resistencia. Las peroxidasas catalizan la
oxidacion de una variedad de sustratos organicos e inorgdnicos a expensas del
H,0; (Chittoor et al., 1997). La secuencia deducida de aminoacidos de! ADNc
de la peroxidasa anibénica evaluada en este estudio presenta un 55% de
identidad con una peroxidasa aniénica reportada en camote duice (ljpomoea
batatas, codigo del GenBank Z84472), la cual es inducida transcripcionalmente
por bajas temperaturas (4 °C). Esta proteina contribuye a la proteccion contra el
estrés oxidativo inducido por el frio y las heridas (Huh et al., 1997).

La esterasa. Esta enzima cataliza la hidrélisis de compuestos que contienen un
enlace éster; su actividad se ha relacionado con la defensa de la planta frente a
patogenos. En C. annuum se demostrd que la sobreexpresidon de una esterasa
inhibié la formacién del apresorio de Colletotrichum gloeosporioides de manera
dosis-dependiente y protegiendo a los frutos de chile contra la infeccién (Kim et
al., 2001).

Una w-6 desaturasa. Las w-6-desaturasas participan en el metabolismo de los
acidos grasos, llevan a cado la desaturacion del acido oleico, para producir el
acido linoléico, el cual sufre una desaturacién para formar el acido linolenico.
Este desemperia una funcién importante durante la interaccién planta-patégeno,
siendo el sustrato para la sintesis de JA (Teixeira et al, 2009; Vick &
Zimmerman, 1983). Se observé que la inoculacién de ias plantulas de chile
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hipersensibilidad (Katou et al, 1999; Katou et al, 2005). Ademas, ésta
presenta una identidad en la secuencia deducida de aminoacidos del 96% con
la MPK6E de A. thaliana (AtMPKB, codigo TAIR AT2G43790) y del 82% con
AtMPK4 (codigo TAIR AT4G01370). AtMPK6 es inducida por diversos tipos de
estrés tanto bidticos como abiéticos, y se ha demostrado que dependiendo de la
MAPKK que la active es el tipo de respuesta final que se presentard en la
planta. En la AtMPK6 convergen al menos tres sefiales extracelulares distintas
(una mediada por el JA, otra por patégenos y una mas por estrés salino/frio)
para dar lugar a tres grupos diferentes de respuestas (Takahashi et al., 2007).
En Arabidopsis el silenciamiento de la AtMPK86 compromete la resistencia
basal, asi como la gen a gen de Ia planta (Menke et a/., 2004). La AtMPK6 de
Arabidopsis es el ortdlogo de una MAPK de tabaco denominada proteina cinasa
inducida por salicilato (SIPK), la cual es activada por inductores generales y
especificos de raza, asi como por estrés fisico (Nuhse et al., 2000).

La secuencia deducida de aminoacidos de CcMPK1 tiene una identidad del
98% con una MAPK activada por SA de Nicotiana tabacum (codigo del
GenBank U94192; Zhang & Klessig, 1997).

La CcMPK2 de chile habanero tiene una identidad del 98% en la secuencia
deducida de aminoacidos con MAPKs de diversas especies de la familia
Solanaceae [Lycopersicon esculentum (cbédigo del GenBank AY261513),
Solanum tuberosum (cédigo del GenBank AB062139), Solanum peruvianum
(codigo del GenBank EU887292), y Nicotiana benthamiana (cédigo del
GenBank AB373026)], incluyendo a CcMPK3, y 97% con CcMPK1, ademas
presenta un 95, 85 y 82% de identidad con las MAPKs AtMPKG, AtMPK3
(codigo TAIR AT3G45640) y AtMPK4 de Arabidopsis, respectivamente.

La secuencia deducida de aminoacidos de CcMPK3 comparte una identidad del
96% con AtMPKB6, de 86% con AtMPK3 y de 83% con AtMPK4.
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de manera negativa la expresion de este gen. Es importante mencionar que la
ACC oxidasa es una proteina codificada por una familia multigénica; en
jitomate, la ACC oxidasa esta codificada por lo menos por cuatro miembros de
una familia que presenta regulacion diferencial (Nakatsuka et al., 1998;
Anjanasree et al., 2005). Al igual que NPR1, la expresion de la ACC oxidasa fue
inducida cuando se aplica uno de los dos estimulos (ET o F. oxysporum), pero
se inhibid al tratarlo con ambos.

2.5 CONCLUSIONES

e Bajo las condiciones experimentales analizadas, las plantulas de chile
habanero fueron altamente tolerantes a la infeccién por el hongo F.
oxysporum, lo que sugiere que la interaccién entre ambos organismos es
de tipo incompatible.

s El tratamiento con etefon revirtié el sentido de la interaccion, dando lugar a
la susceptibilidad de la plantula, lo que parece sugerir que el ET podria
estar inhibiendo la ruta de defensa efectiva contra el hongo.

o El etefon causé un retardamiento en el crecimiento in vitro de F. oxysporum
cuando se aplico directamente en el medio de cultivo; sin embargo, cuando
se aplica sobre la planta se produce el efecto contrario, ya que cuando la
plantula es previamente asperjada con el compuesto, el hongo la infecta

con mayor rapidez.

e La inoculaciéon de las plantulas con F. oxysporum indujo la expresion de
genes de defensa y de respuesta a estrés, sugiriendo que la planta
percibi¢ la presencia del hongo, activando los mecanismos de defensa.

e El tratamiento con etefébn y la posterior inoculacién con F. oxysporum
reprimi¢ la expresion de los genes de GST1/12, peroxidasa anionica,

glutatién peroxidasa, esterasa, w-6 desaturasa, CcMPK1/2/3, NPR1 y
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evaluando las modificaciones en los niveles de expresion de un grupo de genes
marcadores de las rutas de sefalizacion medidas por el ET, el JAy el SA.

3.2 EFECTO DEL ETILENO EN LA EXPRESION DE UN GRUPO DE GENES
DE Capsicum chinense DURANTE SU INTERACCION CON
Phytophthora capsici

Se analiz6 las expresion de los 21 ADNc descritos en el Capitulo 2 mediante
una hibridacion de arreglos tipo dot blot, a partir de hojas sistémicas de
plantulas de un mes de edad asperjadas con etefén o agua e inoculadas con P.

capsici.

3.2.1 METODOLOGIA

La metodologia que se utilizé6 se describe detalladamente en la seccién 2.2.7
del Capitulo 2. Las sondas empleadas para realizar la hibridacion fueron las
poblaciones de ADNc marcadas con digoxigenina obtenidas de los ARNSs
extraidos de hojas sistémicas de plantulas de chile habanero que fueron
asperjadas con agua o con etefén 5 mM e inoculadas con dos discos de micelio
de P. capsici o de APD.

La identidad de los ADNc en el arreglo se describe en el Capitulo 2 (Cuadro
2.3).

3.2.2 RESULTADOS

El analisis de expresién de genes mediante la hibridaciéon diferencial en los
arreglos mostré que la inoculacién de las plantulas con P. capsici no modifica
en gran medida los niveles de expresion de la mayoria de los genes analizados,
con excepcion de aquellos que codifican las CcMAPK1/3, cuya expresion se

indujo notoriamente (Fig. 3.1).
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En nuestro modelo, la represion de NPR1 en las plantulas inoculadas con P.
capsici podria indicar que el oomiceto posee la capacidad de inhibir en algln
punto alguna ruta de defensa en la que participa esta proteina, lo que puede ser
determinante para que no se dé una respuesta de defensa efectiva contra este
patdgeno hemibiotréfico.

Para corroborar la maodificacién de la expresion de NPR1 bajo los diferentes
tratamientos se realizd un andlisis por PCR en tiempo real, donde también se
analizaron genes marcadores de las rutas de sefializacién mediadas por el ET
(ACC oxidasa), el JA-ET (PDF1.2) y el SA (PR1); los resultados se muestran en
la segunda parte de este capitulo.

3.2.4 CONCLUSIONES

¢ La inoculacion de las plantulas de chile habanero con P. capsici indujo la
expresion de dos MAPKs. Puesto que las plantulas mueren, la activacion
de estas proteinas en el hospedante podria estar involucrada en la
regulaciéon negativa de la respuesta de defensa.

e La expresion del regulador transcripcional NPR1 se inhibié al inocular las
plantulas con P. capsici. Lo anterior sugiere su participacién en el
establecimiento de la defensa, aunque para poder determinario debe
demostrarse la activacion de la proteina.
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3.3 ETHYLENE, BUT NOT SALICYLIC ACID OR METHYL JASMONATE,
INDUCES A RESISTANCE RESPONSE AGAINST Phytophthora capsici IN
HABANERO PEPPER
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Abbreviations

Days post inoculation (dpi), Ethylene (ET), Jasmonic acid (JA), Methyl
jasmonate (MeJA), Phytophthora blight (PB), Salicylic acid (SA)

3.3.2 INTRODUCTION

Phytophthora blight (PB) is a deadly disease that affects all species of the genus
Capsicum and many species within the families Solanaceae and Cucurbitaceae
(Kreutzer et al., 1940). The disease is characterised by root and crown rot; leaf,
fruit and stem blight; and the rapid wilting and death of infected plants (Ristaino
et al., 1993). Even though the causal agent of PB (the oomycete Phytophthora
capsici) was first described on bell pepper in New Mexico almost 90 years ago
(Leonian, 1922), no effective management programs have been developed to
stop its spread in pepper crops.

There are virtually no PB-resistant species in the genus Capsicum; the
commercially valueless Capsicum annuum cultivars "AC2258" (Palloix et al.,
1990) and “Serrano Criollo de Morelos” (CM334) (Gil-Ortega et al., 1991) are
among the few exceptions. Research efforts to find the genetic basis of
resistance have determined that it can be polygenic, with quantitative trait loci
(QTL) mapping to several chromosomes (Sugita et al., 2006). However, efforts
to generate resistant cultivars through breeding programs have not resulted in

cultivars with consistent levels of resistance.

Manipulation of the host response has been proposed as one mechanism by
which oomycete pathogens block the plant defence response (Kamoun, 2006). If
this mechanism is in effect, a previous triggering of the correct defence
response should render the susceptible pepper species resistant to later
infection by P. capsici. Indeed, the application of chemicals has been used to
study the susceptibility of peppers to PB. Baysal et al. (2005) proposed that the

activation of defence-related enzymes such as L-phenylalanine ammonia-lyase
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response against PB in a susceptible cultivar of Habanero pepper. We also
evaluated the expression of SAR and ISR gene markers to obtain further
evidences about the possible mechanisms of defence. Our results revealed that
a previous spraying with ET reduced or impeded infection in seedlings
inoculated with P. capsici. The resistance phenotype was correlated with the
expression of the PR1 gene. Since it seemed that expression of PR proteins
correlated with the resistance phenotype, we overexpressed PR10 and esterase
homologue genes to evaluate their contribution to defence. In both cases the
overexpression conferred resistance to C. chinense seedlings against P. capsici.
These results demonstrated that the external application of ET induced a
defence response against PB in Habanero pepper, probably by the promotion of
a NPR1-independent SAR-like response.

3.3.3 MATERIALS AND METHODS
3.3.3.1 In vitro CULTURE OF HABANERO PEPPER

Habanero pepper seeds from Seminis® were surface sterilised with 80%
ethanol for 5 min, rinsed three times with sterile distilled water, washed with
sodium hypochlorite (1.6%) for 15 min and finally rinsed three times with sterile
distilled water. Surface-sterilised seeds were germinated in Petri dishes with
cotton and water. Once the radicle emerged, the seeds were transferred to
Magenta boxes containing synthetic media. The medium contained Murashige
and Skoog salts (Sigma), thiamine (40 mg I'", Sigma), myo-inositol (100 mg ",
Sigma), L-cysteine (25 mg I, Fluka), sucrose (30 g I'') and gelrite (2.2 g I,
Sigma); the pH of the medium was adjusted to 5.6, and it was autoclaved at 1.1
kg cm? (121°C) for 15 min. The Magenta boxes were covered with a lid that
allowed gaseous interchange through a sponge. Habanero pepper seedlings
were grown for 30-35 days (when they had four leaves) at 25°C under an 18-h
photoperiod at a light density of 19.64 umol m?s™.
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seedlings per treatment were analysed, and a statistical analysis was performed
to determine the standard error in the mock- and P. capsici-inoculated
seedlings.

3.3.3.5 SCANNING ELECTRON MICROSCOPY

Electron micrographs from inoculated Habanero pepper seedlings that were
previously treated with 5 mM ethephon and/or 300 uM AgNO; were obtained as
follows. Three dpi, the inoculated leaves were cut and prepared for scanning
electron microscopy. The leaves were fixed with 5% (v/v) formaldehyde (Sigma),
and they were then submerged sequentially for 1 h into different solutions
containing increasing concentrations of ethanol (30, 50, 70 and 96% v/v). The
dehydrated leaves were submerged twice into absolute ethanol for 1 hour each,
and they were dried using a model Sandri-795 Tousimis® drier, substituting
ethanol with liquid CO,, and subsequently with gaseous CO,. Finally, the dried
samples were metalised with a 21-nm thick gold cover using a Denton® Vacuum
Desk 1l metaliser. The metalised samples were observed under a model JSM-
6360LV JEOL® Scanning Electron Microscope.

3.3.3.6 RNA EXTRACTION AND GENE EXPRESSION ANALYSIS

RNA was extracted from the leaves of mock-inoculated pepper seedlings and
from seedlings inoculated with a plug of P. capsici mycelium. Both types of
seedlings were previously treated in vitro with 5 mM ethephon and/or 300 yM
AgNO,. The treated leaves were collected at 0, 4, 8, 12, 24, 48 and 72 h post
inoculation, and total RNA was isolated using Trizol® reagent (Invitrogen)
according to the manufacturer's instructions. For cDNA synthesis, 2 pg of total
RNA was reverse transcribed using oligo-dT and SuperScript™ Il reverse
transcriptase (Invitrogen). The transcript levels of specific genes in inoculated
seedlings were quantified by means of reverse transcription coupled to
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Table 3.1 Oligonucleotide sequence of the primers used in the real-time RT-
PCR assays.

i mplicon siz
Gene Sequence primer Amplicon size

(pb)
ACC °F: 5-AAGTGCAACCATGGGACTTC-3" 212
oxidase °R: 5-TGCTTTCCCAGTCTGTGTTG-3'
Actin F: 5-TTCCCTCTATGCCAGTGGAC-3’ 183
R: 6-GGCTGTGGTGGTGAAAGAGT-3"
NPR1 F: 5-GCACAGAGGACAACAGTGGA-3’ 260
R: 5-TCAGTGAACGCTTTGGTCAG-3"
PDF1.2 F: 5-CAAGGGGTTGTGCCTTAGTA-3’ 105
R: 5-TTCCTGCAGAAGCATTTAAGA-3’
PR1 F: 5 -CTTGTTAGTCTCATGATACTAGCC-3’ 459
R: 5-TCATTTTAGTAAGGGACTTTGTCCGG-
3

@ Forward primer

® Reverse primer

3.3.4 RESULTS

3.3.4.1 EXOGENOUS APPLICATION OF ET PREVENTED Phytophthora
capsici INFECTION OF SUSCEPTIBLE HABANERO PEPPER
SEEDLINGS

In non-treated seedlings and in those sprayed with control solutions, P. capsici
rapidly infected the plant tissue (Fig. 3.2). The inoculated leaves showed
necrosis and withering at nearly 3 dpi, and the necrosis reached the leaf
peduncle and hypocotyls by 4 dpi. Between 4 and 5 dpi, the necrosis covered
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The above results suggested a role for ET in the establishment of a defence
response against PB; however, there are reports in the literature of non-specific
effects induced by ethephon (Lawton et al., 1994). To determine if this defence-
like response was induced specifically by ET, we repeated the ethephon
treatment in seedlings in which the ET perception was blocked by the
application of silver nitrate (300 uM AgNO;), a chemical compound that impairs
the capacity of the receptor to transduce the signal after ET is bound (Beyer
1976). The optimal concentration of AgNO; to block the ET perception was
determined experimentally by a leaf abscission assay (Supplementary Material
1). We found that the addition of AQNO; to pepper seedlings not only impeded
the protective effects of ethephon but also allowed a faster proliferation of
mycelium in planta (Fig. 3.2), which suggested that the resistance phenotype
depended on the perception of ET. A closer observation of the infected leaves
using scanning electron microscopy revealed that by three dpi the mycelium had
dispersed profusely through the tissue (Fig. 3.3a.b), and hyphae began to
emerge from the leaf surface (Fig. 3.3¢). However, in the ET-treated leaves,
most of the mycelium remained within the agar plug and only occasionally
disseminated in its vicinity, neither penetrating significantly nor disturbing the
leaf surface, which appeared healthy and turgid (Fig. 3.3d-f). Interestingly, the
previous addition of AgNO; to block the ET perception produced a more
aggressive dispersal of the mycelium than that observed in control seedlings
(Fig. 3.3h-i). These results reinforce the association of the defence response
against P. capsici with the perception of ET.
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Figure 3.4. Accumulation of ethylene in Habanero pepper seedlings inoculated
in vitro with Phytophthora capsici. One-month-old seedlings were sprayed with
water, 300 uM AgNQs, 5§ mM ethephon, and then mock inoculated or inoculated
with P. capsici. All treatments were sequentially applied in 24 h intervals. After
each treatment, 1 mL of the air in the jar were periodically sampled and
analyzed by gas chromatography. Seedlings were mock inoculated (o) (two PDA
plugs were put on the leaves), sprayed with AgQNO; (0), sprayed with ethephon
(o), sprayed with AgNO; and ethephon (), sprayed with water and inoculated
with P. capsici (m), or sprayed with AgNO; and ethephon and inoculated with P.
capsici (e). Each point is the mean of three independent experiments with a
single seedling, each. Bars represent standard error of means.
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this respect, the existence of ET mutants in peppers would help to conduct
clearer experiments. Nonetheless, the electron micrographs showed that
whenever the ethephon treatment induced a resistance phenotype, a clear
inhibition of both the mycelium penetration and dispersion was produced, yet the
mycelium viability was not affected noticeably (Fig. 3.3d-f). The use of AgNO; to
block the ethylene receptor confirmed an ethylene-specific effect in the host.
These results positively suggest that an active plant response induced by ET
inhibited the comycete growth and its ability to penetrate the leaf surface, and it
is possible that both responses were decisive to prevent tissue infection by P.
capsici.

The Habanero pepper response to ET is consistent with other reports in which a
positive effect of ET on the resistance of Solanum lycopersicum to P. capsici
was reported (Francia et al., 2007). Interestingly, in this report, the authors found
that ET had a negative effect against Fusarium oxysporum, which is in
agreement with recent findings by our group indicating that spraying with
ethephon reversed the natural resistance of Habanero peppers to a local strain
of F. oxysporum (Nufiez-Pastrana, unpubl.). These coincident results support
our proposal that ET induced a systemic response against P. capsici and also
suggest that the signalling networks of defence are conserved within the
Solanaceae family.

In plants, a network of PGR coordinates the establishment of the main systemic
responses. SA mediates the establishment of SAR during the plant interaction
with pathogens, and ET and MeJA are involved in the development of ISR
during the plant interaction with non-pathogenic microorganisms (Van Loon et
al., 1998). Thus, the fact that ET induced a systemic response in Habanero
pepper might imply the involvement of an ISR rather than a SAR response. This
assumption is reinforced by the fact that the ET levels showed a modest
increase within 4 dpi with P. capsici, when all seedlings were completely
infected. Conversely, in the ethephon-treated seedlings, there was a nearly ten-
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others, such as A. thaliana, the use of PR genes as molecular markers has
revealed that the resistance induced by BABA is independent of PRs (Jakab ef
al., 2001). We found that PR1 is induced by ET in coincidence with the
establishment of a defence response.

In recent years, evidence from Phytophthora species has indicated that
pathogen effectors manipulate plant defence responses after their translocation
into the host cytoplasm (Whisson et al., 2007). The members of the genus
Phytophthora possess apoplastic and cytoplasmic effectors that are sufficient to
trigger systemic resistance in their hosts (Kamoun et a/., 1997). For instance, P.
capsici possesses capsicein, a member of the a-class elicitins that has been
shown to induce protection of tobacco against P. nicotianae (Ricci et al., 1989).
P. capsici also possesses phospholipase-like proteins with significant similarity
in their amino termini to capsicein (Nespoulous et al., 1999). Thus, although it is
possible that peppers are abie to recognise different effectors during their
interaction with P. capsici, the oomycete must effectively block the
establishment of a defence response. This hypothesis implies that if the correct
signalling pathway is activated at the right time, the host systemic response
should make the cell metabolism refractory to further manipulation by the
pathogen. Our results demonstrated that in the C. chinense-P. capsici
pathosystem, the previous application of ET activated a systemic response that
prevented infection by the pathogen, probably through an NPR1-independent
mechanism. Thus, it is possible that components of the signalling pathway
activated by ET are targets of the oomycete effectors; this is supported by the
fact that in Habanero pepper ET levels did not rise significantly during the
normal course of the infection. In addition, because treatment with ET reversed
the natural resistance of Habanero pepper to F. oxysporum, the response
activated by ET could be specific to some pathogens, but it could also be
antagonistic to the defence responses devoted to other pathogens.

126






3.3.7 REFERENCES

Ahmed, S. A, C. Pérez and M. E. Candela (2000). Evaluation of induction of
systemic resistance in pepper plants (Capsicum annuum) to Phytophthora
capsici using Trichoderma harzianum and its relation with capsidiol
accumulation. European Journal of Plant Pathology, 106, 817-824.

Arcos-Ortega, G. F., R. A. Chan-Kuuk, W. A. Gonzalez-Kantun, R. Souza-
Perera, Y. E. Nakazawa-Ueji, E. Avilés-Berzunza, G. Godoy-Hernandez,
M. A. Lawton and J. J. Zudiga-Aguilar (2010). Agrobacterium tumefaciens-
transient genetic transformation of Habanero pepper (Capsicum chinense
Jacq.) leaf explants. Electronic Journal of Biotechnology, 13, 7-8.

Baysal, O., C. Turgut and G. Mao (2005). Acibenzolar-S-methyl induced
resistance to Phytophthora capsici in pepper leaves. Biologia Plantarum,
48, 599-604.

Beyer, E. M. (1976). A potent inhibitor of ethylene action in plants. Plant
Physiology, 58, 268-271.

Clarke, J. D., Y. Liu, D. F. Klessig and X. Dong (1998). Uncoupling PR gene
expression from NPR1 and bacterial resistance: characterization of the
dominant Arabidopsis cpr6-1 mutant. The Plant Cell, 10, 557-569.

Eyal, Y., Y. Meller, S. Lev-Yadun and R. Fluhr (1993). A basic-type PR-1
promoter directs ethylene responsiveness, vascular and abscission zone-
specific expression. The Plant Journal, 4, 225-234.

Francia, D., D. Demaria, O. Calderini, L. Ferraris, D. Valentino, S. Arcioni, G.
Tamietti and F. Cardinale (2007). Wounding induces resistance to
pathogens with different lifestyles in tomato: role of ethylene in cross-
protection. Plant, Cell and Environment, 30, 1357-1365.

Gil-Ortega, R., C. Palazén-Espafiol and J. Cuartero-Zueco (1991). Genetics of
resistance to Phytophthora capsici in the Mexican pepper SCM-334. Plant
Breeding, 107, 50-55.

Hoegen, E., A. Strdbmberg, U. Pihigren and E. Kombrink (2002). Primary
structure and tissue-specific expression of the pathogenesis-related
protein PR-1b in potato. Molecular Plant Pathology, 3, 329-345.

Jakab, G., V. Cottier, V. Toquin, G. Rigoli, L. Zimmerli, J. P. Métraux and B.
Mauch-Mani (2001). B-Aminobutiric acid-induced resistance in plants.
European Journal of Plant Pathology, 107, 29-37.

Kamoun, S. (2006). A Catalogue of the effector secretome of plant pathogenic
oomycetes. Annual Review of Phytopathology, 44, 41-60.

128






Santamaria, M., C. J. Thomson, N. D. Read and G. J. Loake (2001). The
promoter of a basic PR1-like gene, AtPRB1, from Arabidopsis establishes
an organ-specific expression pattern and responsiveness to ethylene and
methyl jasmonate. Plant Molecular Biology, 47, 641-652.

Shah, J., P. Kachroo, A. Nandi and D. F. Klessig (2001). A recessive mutation in
the Arabidopsis SSI2 gene confers SA- and NPR1-independent
expression of PR genes and resistance against bacterial and oomycete
pathogens. The Plant Journal, 25, 563-574.

Spoel, S. H., A. Koornneef, S. M. C. Claessens, J. P. Korzelius, J. A. Van Pelt,
M. J. Mueller, A. J. Buchala, J. P. Métraux, R. Brown, K. Kazan, L. C. Van
Loon, X. Dong and C. M. J. Pieterse (2003). NPR1 modulates cross-talk
between salicylate- and jasmonate-dependent defence pathways through
a novel function in the cytosol. The Plant Cell, 15, 760-770.

Sugita, T., K. Yamaguchi, T. Kinoshita, K. Yuji, Y. Sugimura, R. Nagata, S.
Kawasaki and K. A. Todoro (2006). QTL analysis for resistance to
Phytophthora blight (Phytophthora capsici Leon.) using an intraspecific
doubled-haploid population of Capsicum annuum. Breeding Science, 56,
137-145.

Sunwoo, J. Y., Y. K. Lee and B. K. Hwang (1996). Induced resistance against
Phytophthora capsici in pepper plants in response to DL-B-amino-n-
butyric acid. European Journal of Plant Pathology, 102, 663-670.

Ueeda, M., M. Kubota and K. Nishi (2006). Contribution of jasmonic acid to
resistance against Phytophthora blight in Capsicum annuum cv. SCM334.
Physiological and Molecular Plant Pathology, 67, 149-154.

Van Loon, L. C., P. AL H. M. Bakker and C. M. J. Pieterse (1998). Systemic
resistance induced by rhizosphere bacteria. Annual Review of
Phytopathology, 36, 453—483.

Van't Klooster, J. W., V. G. A. A. Vleeshouwers, S. Kamoun and F. Govers
(1999). Characterization of a ¢cDNA encoding a pathogenesis-related
protein PR1 from potato (Solanum tuberosum) (Accession No. AJ250136)
(PGR99-182). Plant Physiology, 121, 1384.

Whisson, S. C., P. C. Boevink, L. Moleleki, A. O. Avrova, J. Morales, E. M.
Gilroy, M. R. Armstrong, S. Grouffaud, P. van West, S. Chapman, 1. Hein,
I. K. Toth, L. Pritchard and P. R. J. Birch (2007). A translocation signal for
delivery of oomycete effector proteins inside host plant cells. Nature, 450,
115-118.

Yu, D., C. Chen and Z. Chen (2001). Evidence for an important role of WRKY
DNA binding proteins in the regulation of NPR1 gene expression.The
Plant Cell, 13, 1527-1539.

130






En el modelo propuesto de la interaccion chile habanero- P. capsici, es posibie
que el oomiceto tenga la capacidad de inhibir en algin punto la ruta de
sefalizacion de defensa en la planta efectiva contra él; sin embargo, cuando las
plantulas son previamente tratadas con ET, al parecer se induce una resistencia
semejante a la ISR, la cual es capaz de contrarrestar el ataque por P. capsici.
Los resultados demostraron que esta respuesta de defensa no parece estar
mediada por NPR1, por lo menos a nivel transcripcional. A diferencia de PR1,
cuya transcripcion aumentada en los tiempos tardios de la interaccién (48-72 h
post inoculacion) parece ser fundamental para que se establezca una respuesta
de defensa en las plantulas de chile habanero contra el comiceto.

Por el contrario, en la interaccién chile habanero- F. oxysporum, se indujo la
expresion de NPR1, sugiriendo que su participacion es importante en el
establecimiento de la respuesta de defensa; sin embargo, cuando las plantulas
se asperjaron con etefon, también se indujo la expresién de NPR1, pero en este
caso la planta fue susceptible al ataque por el hongo. Por lo tanto, los
resultados sugieren que la funcién de NPR1 es distinta en ambos casos. A esto,
es importante considerar que la funcibn de NPR1 es regulada por
modificaciones post-traduccionales, la cuales influyen en el sitio donde se va a

localizar la proteina y la funcidén que ésta va a desempenar.

En el caso de las MAPKSs, su expresion se indujo cuando la planta presenté un
nivel alto de tolerancia al hongo, y su inhibicién mediada por el ET dio lugar a la
susceptibilidad. Esto parece implicar que la expresion de las MAPKs es
importante para que se establezca la ruta de defensa contra F. oxysporum.

Los resultados anteriores contrastan con los obtenidos en la interaccidn chile
habanero-P. capsici, en donde la induccion de la expresién de las MAPKSs por la
inoculacién con el oomiceto coincidié con la respuesta susceptible de la planta,
y al inhibirse la expresién de éstas mediante el tratamiento con ET, la planta
adquirié un nivel de tolerancia contra este microorganismo patogénico. Estos
resultados coinciden con los obtenidos por Nakazawa-Ueji (2010), en donde se
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de respuesta al SA y por ende, el establecimiento de la SAR. La MAPK4 se
requiere también para la expresion de genes de respuesta al JA y el ET
(Petersen ef al, 2000; Brodersen et al., 2006). La MAPK4 de A. thaliana
participa pues durante el antagonismo que se presenta en las vias de
seflalizacibn mediadas por el ET/JA y por el SA. Estos datos demuestran cémo
las cascadas de MAPK pueden desempefar papeles cruciales dentro de la
intercomunicacién entre las fitohormonas.

El hecho de que las MAPKs estén posiblemente actuando de manera positiva
en el establecimiento de la defensa en un patosistema (chile habanero-F.
oxysporum) y de manera negativa en el otro (chile habanero-P. capsici) podria
explicarse en el hecho de que las MAPKs estén fosforilando blancos distintos,
como consecuencia de su regulaciéon a través de complejos multiprotéicos de
andamiaje distintos para cada caso, lo que originaria una respuesta diferente en
la planta.

Por altimo, es muy importante considerar que los resultados obtenidos apuntan
a una regulacién al nivel transcripcional. Aunque este nivel es muy importante,
aquellos a nivel traduccional y post-traduccional son también determinantes
para que se presente una respuesta especifica en la planta.
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Figura 4.2. Modelo propuesto de la interacciéon C. chinense-P. capsici. En e/
modelo se propone que P. capsici, por medio de moléculas efectoras
excretadas, enciende una respuesta de defensa basal que no es suficiente para
que la planta sobreviva. Se sugiere que el ET le confiere resistencia al chile
habanero contra P. capsici de manera dependiente de PR1 e independiente de
NPR1. Sin embargo, la participacién del SA en la expresiéon de PR1 no se ha
documentado para este patosistema. La participaciéon de PDF1.2 no se
considera determinante para que se dé la respuesta de defensa mediada por el
ET. La participacioén de las MAPKs podria darse como reguladores negativos de
la respuesta de defensa, asi como el ET tiene la capacidad de reprimirla. Las
flechas indican una regulacién positiva, las lineas truncadas (marcadas en rojo)
regulacién negativa. Las lineas punteadas indican que se desconoce cuantos
componentes podrian estar participando en Ja ruta de seftalizacion.
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identificacion de los sustratos nucleares permitiria saber cuéles genes son
los blancos primarios de la activacién de esta ruta de sefalizacion. Los
ensayos de retardamiento en gel de electroforesis serian muy Utiles para la
identificacion de factores transcripcionales activados por las MAPK.

A pesar de que la transcripciéon de NPR1 no se vi6 modificada durante la
interaccion chile habanero-P. capsici, seria muy importante determinar si la
actividad de esta proteina es diferente en las plantas susceptibles, al
compararlas con aquellas asperjadas con etefébn y que presentan una alta
tolerancia al ataque por el oomiceto. Este tipo de estudios se han llevado a
cabo en otras especies, construyendo proteinas mutantes que tienen
modificadas las regiones que le permiten traslocarse al nicleo, y de esta
manera, estudiar el efecto de esta modificacion sobre la respuesta de
defensa de la planta.

En cuanto a la interaccién entre el chile habanero y F. oxysporum, seria
fundamental evaluar si la respuesta de defensa que la planta presenta de
manera natural esta mediada por otras fitohormonas, como el SA o el JA,
asi como la expresién de un grupo de genes utilizando los ADNc que no se

evaluaron en este estudio.

Para continuar con el estudio del papel que desempefia el ET en el
establecimiento de la defensa contra P. capsici, se deberia contar con
plantas mutantes que presenten niveles modificados de la sintesis o la
percepcion de ET, para evitar de esta manera el uso de compuestos
quimicos como el etefdn y el nitrato de plata, los cuales pueden poseer

efectos colaterales no evidentes.

Finalmente seria muy importante determinar si los resultados obtenidos en
los analisis de expresion génica, corresponden a la actividad de las
respectivas proteinas, de esta manera se tendria un panorama mas amplio
de su participacién en ambos patosistemas.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION APROPIADA DE ETEFON Y
NITRATO DE PLATA PARA INCREMENTAR LOS NIVELES DE ETILENO E
INHIBIR SU PERCEPCION EN PLANTULAS DE CHILE HABANERO

Para determinar la concentracién adecuada para liberar ET a partir del
tratamiento con etefén, se asperjaron plantulas de un mes de edad de chile
habanero cultivado in vitro con diferentes concentraciones de etefén (2.5, 5, 10
y 15 mM). Las cajas Magenta se cerraron herméticamente para evitar al
maximo la salida de ET de los recipientes durante 8 dias. Posteriormente, se
registré la abscision de las hojas que presentaron las plantulas (Fig. C2a).

La concentracion umbral para realizar los tratamientos posteriores fue la de 5
mM. Es importante mencionar que en el resto de los experimentos, se utilizaron
tapas que permitian el intercambio gaseoso, para evitar la acumulacion de ET,

que podria ocasionar la abscision de hojas.

Para inhibir la percepcion del ET, se utilizé AgNQ,. Para determinar la
concentracion minima necesaria para obtener esta respuesta, se asperjaron
plantulas de un mes de edad cultivadas in vitro con diferentes concentraciones
de AgNOs; (0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 1, 25, 5, 10 y 20 mM), 24 h despues, se
asperjaron con etefén 5 mM, se taparon herméticamente las cajas Magenta y se
registré la abscision de las hojas a los 8 dias (Fig. C2b).
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