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en las suspensiones celulares de C. chin  se.
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En las plantas, las vias de sefializacién reguladas (a menudo de manera concertada) en
respuesta a diversos tipos de itrés, son diversas incluyendo el flujo de Ca?, la actividad
de proteinas fosfatasas y ¢ proteinas cinasas, asi como la cascada de sefalizacién de
lipidos (Wang, 2002). En estos sistemas de transduccién de sefiales participan enzimas
que generan directa o indirectamen segundos mensajeros. Los segundos mensajeros
més estudiados son los iones Ca?, el AMP ciclico (AMPc), el GMP ciclico (GMPc) y los
derivados de fosfolipidos, como  IPs, el DAG, el PA y el fosfatidilinositol-trifosfato (PIP3)
(Wang, 2001; Munnik y Nielsen, 2011).

1.2 SE..ALIZACION FOSFOLIPIDICA

Los fosfolipidos proporcionan no sélo la base € ‘uctural ¢ ias membranas en las células,
sino que también son reguladores celulares (Xue y Chen, 2009). La hidrélisis de los
fosfolipidos por las fosfolipasas es menudo el primer paso en la generacién de lipidos y
mensajeros derivados de ellos. La transduccién de sefiales via fosfolipidos consiste en la
generacion de segundos mensajeros, a partir de la hidrélisis o cambios en el estado de
fosforilacién de los fosfolipidos presentes en la membrana plasmatica (Wang, 2004). Los
segundos mensajeros generados a partir de ellos son importantes en la respuesta celular
de la planta hacia los cambios ambientales o condiciones extremas (Xue y Chen, 2009).
La activacion de las fosfolipasas D (PLD), C (PLC) y Az (PLA2) se ha relacionado con
diversos procesos de sefalizacion en plantas, como los hormonales y las respuestas al
estrés (Chapman, 1998; Munnik ef al., 1998; Wang, 2001).

A menudo, estas fosfolipasas estan involucradas en una respuesta celular (Fan et al,,
1997; Jacob et al., 1999; Staxén et al., 1999; Den Hartog et al., 2001) (Figura 1.2). La
produccion de mensajeros lipidicos, como el PA, el DAG, It sofosfolipidos, y los acidos
grasos libres, se puede atribuir a la accion de multiples fosfolipasas (Ryu y Wang 1996;
Lee et al, 1997; Van der Luit ef al, 2000, Wang, 2000). Estos hallazgos aumentan la
posibilidad de un posible entrecruzamiento itre las fosfolipasas para poder llevar a cabo
la mediacion de diversas funciones celulares.
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expression of proteins involved in the SA biosyntt ¢ pathway (Szalai et al., 2011). Our
evaluation of the endogenous SA content  C. chinense cell suspensions treated with 10
uM SA showed that endog.-..ous \ levels were twelv  >ld higher compared to the
control (data not shown). The results . ‘esented here suggest that PLC and PLD signaling
inhibitors may be interfering at some level with SA biosynthesis, and consequently, with

vanillin production.
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CAPITULO Il

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD in vitro DE LA FOSFOLIPASA D Y EL
ESTABLECIMIENTO DEL PROTOCOLO DE MARCAJE in vivo DE LOS
FOSFOLIPIDOS EN SUSPENSIONES CELULARES DE C. chinense Jacq.

3.1 INTRODUCCION

La fosfolipasa D hidroliza el enlace fosfodiéster terminal de los fosfolipidos, generando
acido fosfatidico (PA) y colina. En plantas, la PLD constituye un grupo importante de
enzimas representada por varias isoformas (Singh et al., 2012), las cuales estan
involucradas en procesos celulares como la sefializacion del acido abscisico, respuesta a
estrés hidrico, dalo mecanico y ataque por patdgenos (Meijer y Munnik, 2003). La
actividad enzimatica de las diferentes PLDs es dependiente de varios factores, incluyendo
la concentracién de iones Ca?*, pH y sustratos lipidicos (Singh et al., 2012). La regulacion
por los lipidos se debe a la presencia dentro de su estructura de un dominio de unién al
PIP..

Debido a que en el presente trabajo se utilizé a la neomicina como estrategia para inhibir
la sefializacion mediada por la PLC (Ver Capitulo |) y tomando en cuenta que ésta puede
bloquear otros procesos en los cuales los fosfoinositidos estan involucrados como por
ejemplo la inhibicién de la actividad de la PLD dependiente del PIP2, en este capitulo se
evalud el efecto de la neomicina en la actividad enzimatica in vitro de la PLD para
determinar la respuesta bajo condiciones de induccién con el AS.

Por otra parte, para evaluar si el PA generado a través de la sefializacion de la PLD tiene
un papel como componente en la sefializacién para la regulacién de la actividad de PAL,
se determind la actividad in vivo de la PLD por medio de la reaccion de
transfosfatidilacion. Este analisis requiere de la extraccion de los lipidos en las células
previamente marcadas radiactivamente con 32P-ortofosfato y el posterior analisis del perfil
fosfolipidico in vivo. Por lo anterior, es importante establecer inicialmente las condiciones
del marcaje in vivo de los fosfolipidos con el ortofosfato radiactivo, ya que no se contaba
con un protocolo para tal efecto en las células de C. chinense.
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pastilla en 200 ul de solucién amortiguadora (De los Santos-Briones et al., 1997). Ambos

extractos se aimacenaron a -80°C hasta la realizacion de los analisis.
3.2.4 Cuantificacién de proteinas

Para la cuantificacion de la concentracién de proteinas en las suspensiones celulares de
cada condicién experimental, se utilizé el método comercial del acido bicinconinico (Smith,
1985), usando albumina sérica bovina (ASB) como estandar. La reaccidén se incubd a

37°C durante 30 min y se midieron las absorbancias a 562 nm.
3.2.5 Determinacion de la actividad enzimatica in vitro de la PLC

La determinacion de la actividad de la PLC mediante la hidrélisis del PIP2 se evalu6 segun
Martinez-Estévez et al. (2003) en una mezcla de reaccion (50ul) que contenia 35 mM
NaH.PO. (pH 6.8), 70 mM KCI, 1 mM EGTA, 0.8 mM CaClz, 200 uM PIPo*H-PIP2(~333
Bq), 0.08% desoxicolato de sodio y el extracto membranal (10-20 pg proteina). La mezcla
de reaccion se incub6 a 30°C durante 10 min y la reaccion se detuvo con ASB al 1% y
TCA al 10%. Finalmente, se centrifugd a 13500 x g durante 10 min, el sobrenadante se
deposité en viales con 5 ml de liquido de centelleo y se cuantificé la formacion de *H-Ps
en un contador.

3.2.6 Determinacion de la actividad enzimatica in vitro de la PLD

Para la determinacién de la actividad de la PLD, la hidroélisis de la *H-PC se evalu6 segun
el protocolo de Ramos-Diaz (2005) en una mezcla de reaccién (100ul) que tenfa el
extracto proteico (10 pg proteina), 100 mM de acetato de sodio (pH 5), 10 mM de CaCly, 2
mM de MgCl, 80 mM de KCI, 1 mM EGTA, 414 uM de PC/PH-PC (~ 436.8 Bq) y 0.1%
deoxicolato de sodio. La mezcla de reaccion se incub6 a 37°C durante 10 min y la
reaccion se detuvo con BSA al 1% y TCA al 10%. Finalmente, se centrifugé a 13,500 x g
durante 10 min, el sobrenadante se depositd en viales con 5 ml de liquido de centelleo y
se cuantificé la formacién de *H-PC en un contador,
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Efecto de la neomicina en la actividad in vitro de la PLC en
suspensiones celulares de C. chinense

Para comprobar que en el modelo de estudio la neomicina inhibe la actividad de la PLC,
se realizé un experimento de dosis respuesta en el cual las suspensiones celulares fueron
tratadas con diferentes concentraciones de neomicina durante 15 min. A continuacion la
actividad de la PLC se determind en los extractos proteicos como se describe en la
seccién 3.3.6.

En la Figura 3.1 se observa que el tratamiento de las células con la neomicina inhibi6 la
actividad de la PLC in vitro de forma dependiente de la dosis, presentando el mayor efecto
inhibitorio con la concentracion de 100 uM; este comportamiento es consistente con el
hecho de que la neomicina es un inhibidor que no afecta el sitio catalitico de la PLC, sino
gue se une a los sustratos de la misma (ver Seccion 1.2.4).

3.3.2 Evaluacién de la actividad de la fosfolipasa D in vitro en células

incubadas con la neomicina

La neomicina puede unirse a PIP,, pero también puede bloguear otros procesos en los
cuales los fosfoinositidos estan involucrados, por ejemplo inhibiendo la actividad de las
PLD dependientes de PIP,. Es por esto, que se evalu6 el efecto de la neomicina en la
actividad in vitro de la PLC y la PLD en células tratadas con el AS.

Las suspensiones celulares a los 14 dias de ciclo de cultivo fueron preincubadas con la
neomicina durante 15 minutos antes de la adicion del AS (200 pM). En la Figura 3.2A se
observo que el tratamiento de las células con neomicina reduce la actividad de la PLC en
un 57%. También se detectd que no hay un efecto en la actividad de la PLC cuando las
células fueron incubadas con el AS. En el tratamiento de las células con la neomicina mas
el AS, hubo un incremento en la actividad de la PLC del 15%, comparado con la actividad
obtenida en las células tratadas con el AS.
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En el caso de la actividad in vitro de fa' D, la adicién del AS a las células no ocasion6
cambios en su actividad compar. . con k células testigo (Figura 3.2B). Ademas, se
observd que la actividad de esta enzima no fue modificada por ia presencia de la
neomicina. Sin embargo, cuando ias cél s fueron tratadas con la neomicina mas el AS
se detectd un incremento en la actividad de la PLD de 1.5 veces mas comparada con el
tratamiento realizado sélo con el AS.
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Figura 3.1 Efecto de la neomicina en la actividad in vitro de la PLC. Las células fueron incubadas
con concentraciones crecientes de la neomicina (1, 10 y 100 yM) y después de un periodo de
incubacién de 15 min se determiné la . vidad in vitro de 1a PLC. Los resultados son expresados
como el porcentaje de la activid: asal, la cual fue de 1,325 pmol/min/mg de proteina.
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3.4 DISCUSION

Existen repor 3 que han demostrado que las vias de sefializacién de las enzimas PLC y
PLD interactian para regular la . _ spuesta celular bajo condiciones de estrés. Es por ello,
que se evalud el efecto de la neomicina en la actividad in vitro de la PLC y la PLD bajo
condiciones de induccién con el AS.

Se demostré que la neomicina a una concentracién de 100 M inhibié la actividad in vitro
de la PLC en nuestro modelo (Figura 3.1). Por otro lado, en los tratamientos realizados en
las células, con la neomicina mas el AS, se observé un incremento en la actividad de la
PLC (Figura 3.2A). Una posible explicacién a este resultado es que el AS podria estar
provocando una disminucion en la afinidad entre la neomicina y el PIP2, y por
consiguiente, afectando positivamente  reaccién catalizada por la PLC. Por ofro lado,
podrian estar actuando otras PLC, por ejemplo, como la familia de las PLCs no
especificas que no utilizan al PIP, como sustrato. Esta familia de enzimas genera DAG a
través de la hidrélisis de los glicerofo_ _lipidos. Nakamura ef al, (2005) identificaron en
Arabidopsis thaliana a un miembro de esta far....a de la PLC, la NPC4, la cual tiene un
papei importante en la respuesta de la planta al acido abscisico y a la sequia (Peters et
al., 2010).

La actividad de la PLD en las células tratadas con la neomicina no se modificd; sin
embargo, en las células tratadas con neomicina mas el AS hubo un efecto positivo en la
actividad enzimatica in . .o de la PLD (Figura 3.2B). Los fosfoinositidos, particularmente
el PIP,, son reguladores  activadores de ciertas isoformas de las PLDs (Qin, 1997; Qiny
Wang 2002). Por lo tanto, este incremento en la actividad de la enzima podria sugerir una
activacion por la acumulacion del PIP; debido a la inhibicién de la PI-PLC.

La presencia de la neomicina estimul6 la actividad enzimatica de la PLDa, pero no de las
PLD yy B (Qin et al., 1997). Estos resultados son congruentes con lo observado sobre el
efecto de lane_.. cinaenlap Juccién de PA en suspensiones celulares de Arabidopsis
sometidas a condicion de _ rés por frio, ya que la actividad de la PLDa fue la menos
afectada en la produccién de PA en presencia del inhibidor (Ruelland et al., 2002). Los
resultados indican que la sefalizacion mediada por la PLD responde regulando su
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CAPITULO IV

EFECTO DEL AS EN LOS NIVELES DE TRANSCRITOS DE LA FENILALANINA
AMONIA LIASA EN LAS SUSPENSIONES CELULARES DE C. chinense

4.1 INTRODUCCION

La fenilalanina amonia liasa (PAL) es una enzima clave que convierte la fenilalanina en
acido cinamico, un precursor de varios fenilpropanoides, como los capsaicinoides. Como
se menciond en el Capitulo [, los niveles de actividad de la PAL estan influenciados por
una gran variedad de estimulos. La regulacién de esta enzima incluye la activacion
transcripcional, la estabilidad de los ARNm y el control postraduccional. Existen reportes
de la regulacion de la actividad de la PAL a nivel de proteina que involucra la sintesis de
novo de la PAL (Lois et al., 1989; Wen et al., 2008). La sintesis de novo de ia proteina se
ha demostrado en experimentos donde se ha observado un incremento en la actividad
enzimatica de la PAL cuando los frutos de uva son incubados con el AS (Wen et al,,
2005). Estudios con inhibidores como la actinomicina D y cicloheximida indican que la
transcripciéon también es un proceso necesario para el incremento en la actividad de la
PAL en respuesta a diversos estimulos como las heridas, el daffo mecanico y las
fitohormonas (Wen et al., 2008; Kolahi et al., 2013).

En los resultados obtenidos en este trabajo se observé una estimulaciéon en la actividad
enzimatica de la PAL cuando las células fueron tratadas con el AS (Capitulo ll, Figura
2.1). Por otro lado, la actividad de la PAL estimulada con el AS fue modificada en
presencia de los inhibidores de la sefializacién fosfolipidica (Capitulo Hl, Figuras 2.4 y
Figura 2.5). De esta manera, es posible que la aplicacién exégena de ésta fitohormona,
asi como de los inhibidores de la sefalizacion fosfolipidica, pudieran estar afectando los
niveles de expresion del gen que codifica a la PAL, bajo condiciones de estimulacion con
AS en suspensiones celulares de C. chinense. En este capitulo, se presentan los
resultados obtenidos respecto a los niveles de expresion de PAL en presencia del AS y el
1-butanol para determinar si el incremento en la actividad de PAL en condiciones de
estimulacion esta relacionado con un incremento en los niveles de expresion del gen de
PAL.
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4.2. MATERIALES Y METODOS
4.2.1 Extraccion del ARN total por el método de Trizol

Para la extraccion del ARN total de suspensiones celulares se siguieron las
recomendaciones del proveedor (TRIZOL Reagent, Invitrogen). La extraccion del ARN se
realiz6 adicionando 1 m! del reactivo TRIZOL a 0.1 g (peso fresco) células de C. chinense.
A esta mezcla se le agregaron _ ) ul de cloroformo y se agitd vigorosamente durante 15
seg, y luego se incubd durante 10 min a temperatura ambiente. Se centrifugd 15 min a
12,000 x g a una temperatura ¢ 4°C y se colect6 Ia fase acuosa, en donde el ARN
permanece soluble, transfirien la a un tubo eppendorf para precipitar el ARN
adicionando 500 ul de alcohol isopropilico (Sigma, USA). Las muestras se incubaron a
4°C durante 30 min. Finalmente :cenf 1g6 a 12000 x g durante 15 min y el precipitado
se lavo con 1 ml de etanol (S _ USA) al 70% en ag /dietilpirocarbonato (DEPC), y se
resuspendié en 30 ul de aguat ada DEPC. La integ. _ ad del ARN se determiné por
medio de electroforesis en gel de agarosa al 1% a 80 V durante 1 h y la visualizacioén se
realizé6 con Gel-Red 3X (Bioline). El gel se observé en un fotodocumentador de luz UV
(Quantity One. V.4.2.BIO-RAD). La antificacién del ARN se llevd a cabo mediante
espectrofotometria (Nanodrop 2000). EI ARN obtenido . incubd con desoxirribonucleasa
(TURBO Dnase, Ambiot), como lo indica el proveedor, para eliminar el ADN contaminante.

4.2.2 Sintesis del ADN complemc_.!ario (ADNc)

La transcripcién reversa es una reaccion que consiste en la sintesis de ADN
complementario (ADNc) a partir de moléculas de ARN catalizado por la enzima
transcriptasa reversa. Para llevar a cabo esta reaccion, se utilizé 1 pg de ARN purificado
de cada tratamiento en un volumen de 20 pl. La reaccién se describe brevemente: 1ul 50
pM oligo dT, 1 ul 2uM mix dNTP y 5 ul de agua tratada con DEPC. Esta mezcla se incubé
a 65°C durante 5 min y se coloc6 en hielo durante 2 min. Inmediatamente se le agregé 2
pl de amortiguador RT 10X, 4 25 mM MgClz, 2 pi 0.1 mM DTT, 1 ul RNasaOUT™ (40U)/
W) y 1 pl de Superscript™ 1il RT (200 U/ i) (Invitrogen). La mezcla se sometié a un ciclo
de sintesis de ADN de cadena simple a 50°C durante 50 min con un paso final de
inactivacién y desnaturalizacién de la enzima a 85°C por 5 min. Posteriormente, se
adicion6 1yl de ARNasa H y seinct & 37°C durante 20 min.
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4.2.3 Condiciones de reaccién de PCR

Se optimizaron los parametros necesarios para lograr las condiciones de reaccion del
PCR. Brevemente, la mezcla de reaccion contenia: 2 uyg ADNc como molde; 2.5 pl
amortiguador PCR 10X; 0.8 pl 50 mM MgCly; 2 pl iniciador directo; 2 pl iniciador reverso;
0.5 yt 200 mM dNTP; 0.5 pl Tag DNA polimerasa y HO bidestilada estéril hasta un
volumen final de 25 pi. El ciclo de amplificacién para el par de iniciadores PALF-
883/PALR-1083 fue el siguiente: 1 ciclo de desnaturalizacion inicial a 95°C durante 3 min,
38 ciclos de 95°C durante 1 min, 60°C durante 1 min, 72°C durante 2 min y una extension
final de 72°C durante 5 min.

4.2.4 Electroforesis y visualizacion de los productos de PCR

La visualizacién de los productos de amplificacién se realiz6 en geles de agarosa al 2%
(Ultrapure™ Agarose, Invitrogen) en 1X Tris-acetato-EDTA (40 mM Tris-acetato, 1 mM
EDTA). El volumen de carga utilizado fue de 10 pl, previamente mezclados con 2 pi de
amortiguador de carga (Sigma-Aldrich Co.). La electroforesis se realiz6 a 80 V durante 45
minutos. Los geles fueron tefiidos con una solucién 3X de Gel-Red (Biotium) durante 30
min en agitacion constante, y su visualizacién se realizé en un transiluminador de luz UV
(Ultralum, Claremont, CA, USA). El marcador de peso molecular utilizado fue de 1 Kb
(Bioline).

4.2.5 Disefio de los iniciadores para la amplificacion del gen que codifica a la
PAL

Para el disefio de los iniciadores, se tomd como base la secuencia parcial del gen que
codifica a la PAL de C. chinense (GenBank, AF081215.1). Se disefiaron dos pares de
iniciadores PALF-883/PALR-1083 y FPAL2/RPAL 2 (Cuadro 4.1), utilizando el software
OLIGO version 3.0 para verificar la factibilidad de los iniciadores. Los oligonucledtidos
disefiados fueron sintetizados quimicamente por Integrated DNA Technologies. Los
iniciadores liofilizados fueron resuspendidos en H.O-DEPC a una concentracion de
1nmol/ul y almacenados a -20°C hasta su uso.
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4.3.2 Diseiio de los iniciadores para la amplificacion del gen que codifica a la
PAL

Con el fin de realizar la evalua« n de los niveles de transcripcion del gen que codifica a la
PAL en C. chinense se realiz6 la revisibn  respondiente en la base de datos del NCBI
(National Center for Biotechnology Information) y se encontré solamente una secuencia
parcial (AF081215.1). Tomando en cuenta dicha secuencia, se realizé el disefio de los
iniciado con una longitud de 1€ ) nucle6tid_ . y una composicion de 60%+40% (G/C).
En la Figura 4.2 se observa la ubicacién de los iniciadores disefiados que corresponde al
dominio conservado del _..._ cal. ico la enzima. Como prin  paso, se analizaron los
inic o conel ADNcob idodelas . ulas de C. chinense a los 14 dias de ciclo de
cultivo para determinar las con iones éptimas de amplificacidn.
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Figura 4.2 Secuencia del gen que codifica a la PAL. Ubicacién de los iniciadores disefados en la
secuencia parcial del gen de PAL en Capsicum chinense. Se disefiaron dos pares de iniciadores
denominados como PALF-881/PALR-1083, FPAL2/RPAL2, los cuales amplifican fragmentos de
220 y 305 pb, respectivamente.
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4.3.3 Amplificacion del gen que codifica a la PAL

Con el objetivo de evaluar la utilidad de los pares de los ciad s diseflados para la
PAL, se desarrollaron reacciones de PCR con el ADNc sintetizado a partir de las células
de C. chinense. Se utiliz6 el primer par de iniciadores PALF-883/PALR-1083 y la
ampl :acién se hizo a 55°C durante 40 ciclos. El producto amplificado fue separado en
una € troforesis en gel de agarosa (2%) y visualizado en una solucién de Gel-Red.
Como se muestra en la Figura 4.3, se detectaron varias bandas ademas de la esperada
(220 pb), lo cual indica lg pecificidad de (- iniciadores utilizados.

Este resultado parecia indicar que las condiciones establecidas no eran las adecuadas,
por o que se realizar... ensayos modificando las temperaturas de alineamiento (55, 59.2
65.2 66.9 y 68 °C), asi como y | concentracién final de MgCl. (1.5, 3 y 4 mM). Sin
embargo, no se tuvo éxito en la amplificacién de una sola banda que correspondiera al
tamafio esperado. En la Figura 4.3 se mu._.’a uno de los resultados de la amplificacién
utilizando las siguier . . condiciones: Tm 59.2°C, 1.5 mM MgCl;, un ciclo de
desnaturalizacion inicial a 95°C durante 1 min, 40 ciclos de 94°C durante 30 seg, 59.2°C
durante 30 seg, 72°Cp 30sec¢ una extensién final de 72°C durante 10 min.

En fun n del resultado, se disefié otro par de iniciadores denominados FPAL2/RPAL2.
Para la amplificacion «  frag...2nto, se utilizd ADNc sintetizado a partir de las células, y
como control positivo ADNc de hojas de C. chinense. En vista de que las condiciones
anteriormente planteadas no ..ncionaron para lograr ia amplificacién, para los nuevos
iniciadores se modificaron las condiciones de la PCR como se muestra en el Cuadro 4.2.
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4.3.6 Efecto del AS en los niveles de transcritos de PAL

Para determinar si los cambios en los niveles de expresién de PAL y su actividad
enzimatica detectada en las células de C. chinense estan relacionados directamente en
respuesta al AS, se evalularon los niveles de expresion del gen de fa PAL en presencia
de ésta fitohormona.

Una vez que se establecieron las condiciones para la amplificacién del gen de PAL fue
posible iniciar la evaluacion del efecto del 1-butanol (1-but) en los niveles de expresion
del gen de PAL con y sin la adicion del AS. Para su evaluacién, se utilizdé la misma
concentracion de ARN total (1ug) en los tratamientos y se analizé la expresién diferencial
por PCR punto final.

Las suspensiones celulares a los 14 dfas de cultivo se incubaron en 25 ml de medio MS
conteniendo 0.5% 1-butanol durante 15 min antes de la adicién de 200 yM AS. El
terbutanol, un isémero inactivo del 1-but, se utilizé como testigo positivo. Los productos
amplificados fueron separados en un gel de agarosa al 2%, como se indica en la seccion
de Materiales y Métodos. El gen EF1a que posee un patrén de expresion constitutivo, fue
utilizado como testigo para estandarizar la expresién del gen de PAL.

Inicialmente se llevé a cabo la extraccién del ARN total de las células tratadas con el 1-
butanol o terbutanol en presencia y ausencia de AS (Figura 4.6A). Posteriormente, a
partir de 1 pg del ARN total se realizé la sintesis del ADNc en cada uno de los
tratamientos. La ampilificacion del fragmento de PAL se llevé a cabo en las condiciones
descritas en el Cuadro 4.3.

Los resultados mostraron un incremento en los niveles de expresién del gen de PAL en
las células tratadas con el AS, comparado con los niveles basales en las células no
tratadas (Figura 4.6B). En el tratamiento de las células con el 1-butanol, se detecté un
ligero incremento en los niveles de expresion comparado con el testigo. Por otra parte, la
expresion en el tratamiento realizado a las células con el 1-butanol mas el AS fue similar
al testigo (Figura 4.6, carril 4). El terbutanol no tuvo efecto en los niveles de expresién del
gen de PAL. Estos resultados demuestran que el tratamiento con AS tiene un claro efecto
en la acumulacion de los transcritos en las células de C. chinense.
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4.4 DISCUSION

El primer paso para poder evaluar los niveles de expresién del gen de PAL en presencia
de los inhibidores de la sefializacién fosfolipidica fue la bisqueda de la secuencia total o
parcial de genes que codifican a la PAL en C. chinense. Se encontrd una secuencia
parcial del gen correspondiente a PAL de C. chinense registrada en el GenBank. Esto
permitié el disefio de dos pares de iniciadores. Los resultados presentados en esta
seccion mostraron que los iniciadores FPAL2/RPAL2 permiten amplificar el fragmento
esperado de 305 pb con una temperatura de alineamiento de 56°C (Figura 4.4). El gen de
referencia EF1a amplificé bajo las mismas condiciones que el gen de PAL (Figura 4.5).

Existen reportes que indican que los genes de la PAL se inducen por diversos tipos de
estrés como bidtico o abiético en plantas o en suspensiones celulares (Dixon y Paive,
1995). Las heridas (Campos-Vargas et al,, 2005), la concentracién de ozono (Olson y
Bidlack, 1997), la radiacién UV (Teklemariam y Blake, 2004) y el AS (Wen et al., 2008)
son algunos ejemplos de estimulos que pueden activar la expresion de genes de PAL. La
adicién exégena del AS induce un incremento en el ARNm de PAL (Thulke y Conrath
1998; Wen et al., 2008). La expresion del gen de PAL esta altamente influenciada por los
factores de estrés debido a que este tipo de regulacién es una respuesta de defensa de la
planta (Zhao et al., 2005)

El patron del nivel de expresion de PAL mostrd que los niveles basales en las células sin
tratamiento fueron casi indetectables, mientras que en las células tratadas con el AS hubo
un incremento significante en la expresion de PAL (Figura 4.6B). Estos altos niveles de
expresién podrian explicarse en términos de una respuesta adaptativa rapida de la célula
al estimulo generado por el AS. Cabe destacar que el incremento observado en los
transcritos es concomitante con el aumento en la actividad de PAL detectada en las
células tratadas con el AS (Figura 2.5A). Sin embargo el patrén en los niveles de los
transcritos no justifica totalmente el incremento en su actividad enzimatica. Esto podria
explicarse por la cantidad de proteina ya existente que podria modificarse
postraduccionalmente y en consecuencia generar un incremento en la actividad
enzimatica. Existen estudios que apoyan la existencia de cambios en la actividad
enzimatica y en los niveles de expresion en diferentes plantas sometidas a estrés por
heridas (Diallinas y Kanellis 1994; Campos-Vargas et al., 2005) y por toxicidad por
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metales (Sprada-Pawlak et al., 2011).

Por otra parte, nbién se pudo detectar un ligero incremento en la expresiéon del gen de
PAL en células tratadas con el 1 _.itanol. Este resultado podria explicarse como una
spuesta inducida inherente a la presencia del alcohol en las células.
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CAPITULO V
DISCUSION GENERAL

El uso de inductores es una herramienta que permite incrementar la acumulacién de
metabolitos secundarios en cultivos celulares que producen cantidades muy pequefias de
éstas sustancias; este hecho favorece su uso para el estudio de aquellos mecanismos
que regulan su biosintesis (Moreno-Valenzuela et al., 1999). Como se muestra en trabajos
previos, algunos fitorreguladores como el AS y el MeJa incrementan la acumulacion de
metabolitos como los capsaicinoides en suspensiones celulares de C. annuum, C.
frutescens Mill y C. chinense (Ochoa-Alejo y Gomez-Peralta 1993; Sudha y Ravishankar
2003; Gutiérrrez-Carbajal et al, 2011). Sin embargo, poco se conoce acerca de la
interaccion de los inductores del metabolismo secundario en las plantas con la
sefializacion fosfolipidica. Por ello, en este proyecto, se estudi6 la participacion de esta
via de sefalizaciéon en la produccién de la vainillina estimulada por el AS en suspensiones
celulares de C. chinense a través de la utilizacién del uso de sustancias farmacolégicas.

La activacion del metabolismo fenilpropanoide ante diferentes condiciones de estrés
permite que la respuesta inicial sea la sintesis de compuestos que le permitan sobrevivir a
la planta en estas condiciones. Debido a que PAL es la primera enzima activada en la ruta
de biosintesis de los fenilpropanoides y es sensible a la estimulacién por inductores,
inicialmente se evalué su actividad enzimatica en las suspensiones celulares después de
cultivarlas durante 14 dias. Los resultados indicaron que habia una estimulacion de la
actividad enzimatica en respuesta a la adicién del AS. Este incremento en su actividad se
correlacionaba positivamente con el incremento en fa acumulacién de la vainillina bajo las
mismas condiciones (Figura 2.1).

Para evaluar si en la estimulacién de la actividad de PAL y en el contenido de vainillina en
respuesta al AS participa la sefializacién mediada por la PLC, las células fueron tratadas
con neomicina y U73122 bajo condiciones de estimulacién con el AS. Los resultados
obtenidos muestran que ambos inhibidores disminuyeron la actividad de PAL, y en
consecuencia, el contenido de vainilina (Figura 2.4). Los resultados sugieren que la
respuesta en la induccién con el AS en el incremento en la actividad de PAL y en la
acumulacion de la vainillina en respuesta al AS podria estar involucrada la sefializacion
mediada por la PLC.
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Por otra parte, se evalué el contenido del AS total enddégeno en las células en la
presencia del AS, la neomicina, el U73122 y el 1-butanol con el fin de determinar si éstos
compuestos modificaban los niveles del AS intracelular. Se detectd un incremento de tres
veces en el contenido del AS enddgeno en las células tratadas con 200 uM de AS. Este
resultado sugiere que la biosintesis del AS es activada en respuesta al AS exdgeno.
Respecto a la utilizacién de la neomicina como un inhibidor para bloquear la unién del PIP
y el PIPz con la PLC, se ha reportado que este antibiético actia también como un inhibidor
de la sintesis de proteinas en bacterias y cloroplastos (Conte et al., 2009). Los
cloroplastos/plastidios son importantes para el metabolismo lipidico y en la generacién de
sefiales derivados de los lipidos (Shah, 2003); debido a que la neomicina puede afectar a
ese organelo, no se puede descartar la posibilidad de que se pudiera tener un efecto en la
sintesis de proteina, afectando la via del AS localizada en los cloroplastos. Sin embargo,
la concentracién de neomicina empleada (100 uM) no afecté los niveles endégenos del
AS total sugiriendo que este compuesto solo afectd a la sefializacién de la PLC y no la
sintesis de proteinas localizada en este organelo.

El nivel de expresién del gen que codifica a PAL present6é un incremento en la expresion
cuando las células son tratadas con el AS. Este resultado, y el incremento en la actividad
enzimatica de la PAL en las mismas condiciones del experimento, no estan
completamente coordinadas. Esto podria explicarse debido a que los niveles de expresion
del gen que codifica a PAL son inicialmente activados en respuesta al incremento en el
contenido del AS endégeno. Sin embargo, hay que considerar que los factores a nivel
transcripcional y postranscripcional tienen un papel importante para la sintesis de una
proteina biolégicamente activa.

Los resultados obtenidos se integraron en un modelo (Figura 5.1) que sugiere que el AS
puede ser reconocido por receptores localizados en la vecindad de la membrana
plasmatica y activar la cascada de sefializacién a traves de la PLC o la PLD para la
generacién de los segundos mensajeros. En consecuencia, se observa un incremento en
la actividad de la PAL y en el contenido de vainillina. La presencia de la neomicina y el
U73122, estaria generando que los niveles del IPs y DAG disminuyeran lo cual en
consecuencia, generaria cambios en los niveles del Ca** citosélico afectando cinasas
dependientes de calcio (CDPK) que pudieran estar regulando la actividad de la PAL.
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Por otro lado, la funcién inhibitoria del 1-butanol en la formacién del PA podria estar
afectando procesos regulados por las cinasas como la activacion de factores de
transcripcion para la ¢ |, "esion de genes que codifican a PAL. De éste modo, la
sefalizacién mediada por fa PLC y la PLD estaria involucrada en el proceso estimulado
por el AS en la regulacién de PAL y en el contenido de vainillina en las suspensiones

celulares de C. chinense.
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CAPITULO Vi
CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
6.1 CONCLUSIONES GENERALES

Los resultados obtenidos acerca de la participacion de la sedializacion fosfolipidica en la
regulacion de la actividad de PAL sugieren que la activacién de ésta enzima y el
incremento en el contenido de vainillia inducido por el AS estarian ocurriendo a través de
los segundos mensajeros generados por la PLC y la PLD. La utilizacién de estrategias
farmacol6gicas, bioquimicas y herramientas de biologia molecular permitié profundizar en
los posibles mecanismos involucrados en la regulacién de una enzima clave del
metabolismo secundario y el sistema de transduccion de sefales a través de los
fosfolipidos en cultivos in vitro.

A partir de los resultados obtenidos se derivan las siguientes conciusiones:

+ La incubacién de las células con la neomicina no afecté la actividad de la PLD; sin
embargo, cuando las células fueron tratadas con la neomicina mas el AS se di6 un
incremento en su actividad enzimatica sugiriendo la posible participacion de otras
PLD no dependientes de PIP-.

e La incubacién de las células con 3*?Pi-ortofosfato durante 15 h fue suficiente para
que éstas incorporaran este elemento en sus fosfolipidos.

e Lainhibicién de la sefializacién de la PLC por la neomicina fue compensada por el
incremento en la actividad in vitro de la PLD.

e E| AS estimulé la actividad enzimatica de PAL, asi como del contenido de
vainillina, en las suspensiones celulares de C. chinense a los 14 dias de ciclo de
cultivo.

e La inhibicién en la sefializacién de la PLC por la neomicina y el U73122 indujo la
disminucién de la actividad de PAL estimulada por el AS, y en consecuencia,
afecté los niveles de vainillina. Esto sugiri6 la posible particpacién de los
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Determinar si la incubacién de las células con activadores de la PLD (ejemplo:
mastoparan) modifican los niveles de vainillina y la actividad de PAL.

Evaluar el efecto de la inhibiciéon de la sefializacion fosfolipidica en la actividad
enzimatica y los niveles de expresién de las otras enzimas involucradas en la ruta
fenilpropanoides en el género Capsicum.

Se sabe que los canales iénicos, iones Ca* y las proteinas con sitios de uni6n a
calmodulina son componentes en la transduccién de sefiales que estimulan la
actividad de PAL en cultivos celulares de papa, por lo que seria interesante
evaluar a través de agentes farmacol6gicos si ésto también pudiera estar
ocurriendo en nuestro modelo.

Evaluar si el proceso de fosforilacidn/desfosforilacién estd involucrado en Ia
regulacion postranscripcional de PAL en este modelo bajo condiciones de
estimulacién con el AS.

Caracterizar el gen que codifica para la PAL en C. chinense asi como también a
los genes de la ruta fenilpropanoides que estan localizados rio abajo de la PAL
para entender mejor el funcionamiento de ésta ruta en respuesta al AS.
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