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RESUMEN

El &cido salicilico (AS) y el H,O, son moléculas importantes en las células vegetales, que
participan en diferentes procesos fisiol6gicos y en el desarrollo de las plantas; y ante un
estrés bidtico y abidtico permiten la amplificacion de la sefial inicial percibida desde el
exterior de la célula, dando lugar a las respuestas bioquimicas vy fisiolégicas adecuadas.

Sin embargo, aln se desconoce este mecanismo que da lugar a la defensa celular.

El presente trabajo tuvo como modelo de estudio las suspensiones celulares de C.
chinense donde se evalué si la respuesta del AS esta mediada por el estallido oxidativo
generado por las especies reactivas de oxigeno (ROS), en particular en los niveles intra y
extracelulares de H,O, Primeramente se determinaron si los tratamientos con AS tenian
un efecto en la viabilidad de las células; estos resultados demostraron que los
tratamientos con AS (0- 200 uM) aplicados en las células no afectan la viabilidad, y por lo

tanto eran adecuados para conocer el estrés oxidativo en las células.

Para conocer los niveles intracelulares de las ROS se empled como estrategia el uso de
fluoréforos para la identificacion y localizacién intracelular de estos. El analisis de las
iméagenes obtenidas permitié conocer los niveles intracelulares basales de las ROS, en
células con estructuras celulares bien desarrolladas, los cuales se encuentran dispersos
en el citosol y presentan una acumulacion en el nucleo. En contraste, las células que
fueron tratadas a diferentes concentraciones de AS mostraron una disminucion importante
en los niveles intracelulares de las ROS. Estos resultados sugieren que las células

tratadas con AS pueden regular los niveles intracelulares de las ROS.

También se determiné si las células liberaban H,O, al medio de cultivo. Los resultados
mostraron que las suspensiones no presentaron niveles extracelulares de H,0,,
detectables en las condiciones de tiempo y concentraciones de AS utilizadas. Por otra
parte, se llevo a cabo la construccion de la sonda molecular llamada HyPer (Perdxido de
Hidrogeno), la cual permitira la cuantificacion intracelular H,O, in vivo, en protoplastos
transformados. De lo anterior, se establecio el protocolo para el aislamiento y la viabilidad

de los protoplastos.

En resumen, se evidenci6 que las suspensiones celulares de C. chinense generan niveles
basales de ROS y que estos disminuyeron en las células tratadas con AS; por lo que se

sugiere que en estas condiciones de AS evaluadas, este tiene un efecto antioxidante.




ABSTRACT

Salicylic acid (SA) and H,O, are important molecules in plant cells, they participate in
different physiologic process in the development of plants and also in conditions of biotic
and abiotic stress. These compounds allow the amplification of the signal and biochemical
and physiological responses are generated. However, the mechanisms involved in this

dual system of sensing-and response, is still unknown.

In the present work, suspension cells of C. chinense, were used as model, and it was
evaluated whether the response to SA is mediated by the oxidative burst generated by the
reactive oxygen species (ROS), analyzing the intra and extracellular levels of H,0,.
Foremost, it was determined whether the treatments with SA affect the viability of the cells;
our results show that the treatments with SA (0-200 uM), did not affect the viability, and

therefore were adequate to study the oxidative stress.

In order to study the intracellular ROS levels, different fluorophores were used, for the
identification as well for the intracellular localization. The results obtained, show that ROS
are present in the cytosol and are accumulated at the nucleus. Also, our results indicate
that the suspensions cells did not present extracellular levels of ROS, at least, they were
not detectable in the conditions of time and concentrations of SA used.

A biosensor named HyPer (Hydrogen peroxide) for the quantification of intracellular levels
of H,O, was designed with the perspective to use it, for the transformation of protoplast
obtained from suspension cells of C. chinense. In the present work, we report the
conditions to obtained both, the probe as well as protoplasts, which viability do not affected

by the AS treatment.

In summary, we evidence that suspension cells of C. chinense produced basal levels of
ROS that were decreased by SA treatment, suggesting that the SA to the concentrations

of uM function as an antioxidant, in this culture cell.




INTRODUCCION

INTRODUCCION

Las plantas estan continuamente expuestas a diversos tipos de estrés, por lo que han
desarrollado mecanismos para una efectiva respuesta de defensa. Estos mecanismos
pueden involucrar la activacion de componentes de sefalizaciébn especificos y de un
conjunto de genes relacionados con la tolerancia y la resistencia a diferentes factores

adversos (Arasimowicz-Jelonek et al., 2014).

El AS es una importante fitohormona que regula diferentes respuestas al estrés, tanto en
respuesta a patdgenos, como a muchos otros factores ambientales y aquellos
relacionados con el desarrollo de las plantas (Coego, 2006) no obstante, su amplia
participacion en la defensa de las plantas, aun se desconoce su mecanismo de accion. Se
ha encontrado que ante un estrés bidtico o abiotico, ocurre una acumulacion de moléculas

llamadas especies reactivas de oxigeno (ROS) (Bhattacharjee, 2012; Dat et al., 2006).

Existe una relacién entre la participacion de las ROS vy los fitoreguladores, principalmente
el AS, que conduce a eventos de sefializacion intra y extracelulares que involucran
respuestas de defensa a larga distancia y sistémicas en contra de patégenos o frente a
cualquier otro dafio. La produccion de las ROS, principalmente del H,O, en la pared
celular y en la membrana plasmatica de las células, es uno de los eventos primarios
detectados durante la interaccidon planta-patdgeno, asi como durante la aplicaciéon

exbgena del AS (Kawano y Bouteau, 2013).

En nuestro grupo de investigacion se ha estudiado el efecto del AS como molécula
inductora del metabolismo secundario, mediando la sefalizacién fosfolipidica en
suspensiones celulares de Capsicum chinense Jacq. Se ha evaluado la actividad
enzimatica de la fosfolipasa D (PLD) y la fosfolipasa C (PLC), asi como la estimulacion de
la sintesis de vainillina (intermediario en la sintesis de la capsaicina). Altuzar-Molina y
colaboradores (2011) demostraron que las suspensiones celulares de C. chinense
respondieron al tratamiento con AS incrementando el contenido de vainillina, pero
disminuyendo la actividad de la PLC. Cuando se aplic6 el AS al mismo cultivo durante 30
minutos, se incrementarob los niveles de acido fosfatidico (PA) hasta en 3.5 veces en
comparacion con las células testigo, el cual se generd preferentemente por accién de la
PLD. Sin embargo, aun no se ha logrado elucidar el mecanismo por el cual el AS estaria

mediando su accion.




INTRODUCCION

El PA es un mensajero secundario en la transduccion de sefales que puede regular la
actividad y funcién de proteinas como la NADPH oxidasa, cinasas dependientes de Ca**,
cinasas activadas por mitégenos (MAPK) y algunos canales iénicos (Wang, 2002). La
NADPH oxidasa es una enzima involucrada en la generacién de ROS que tiene una
interaccion directa con el PA (Kalachova et al., 2012). Por lo tanto, el presente trabajo
tiene como objetivo conocer el efecto del tratamiento de un cultivo celular de C. chinense
Jacq. con AS sobre la modulacion de los niveles intra y extracelulares de H,0,.
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ANTECEDENTES

1.1 RESPUESTAS BIOTICAS Y ABIOTICAS DE LAS PLANTAS

Los cambios desfavorables en el ambiente, provocados por factores climaticos, edéaficos y
por la actividad del hombre generan estrés en las plantas afectando su productividad.
Sunkar et al., 2007). Existen varias clasificaciones de los factores de estrés, en general,
pueden ser clasificados en estrés abioticos (fisicos y quimicos) y bioticos. Entre los
factores fisicos se encuentran déficit o exceso de agua, altas y bajas temperaturas y
radiacion UV y entre los factores quimicos estan la contaminacién atmosférica, metales
pesados, toxicidad, salinidad (Tambussi, 2004). En tanto, los factores biéticos representan
a los patégenos en general.

Las plantas perciben las sefiales del medio ambiente y tienen la capacidad de
transmitirlas a la maquinaria celular (Figura 1.1) como respuesta a los cambios
ambientales. La respuesta puede consistir en cambios en el tipo, cantidad o actividad de
determinadas proteinas, en la activacion de genes de defensa (Sunkar et al., 2007).
También pueden responder al estrés mediante la activacion de un conjunto de
mecanismos de defensa que incluyen la biosintesis de metabolitos, respuesta
hipersensible y barreras de defensa estructurales, tales como es la deposiciéon de lignina
(Sabater, 2013). Otras de las respuestas de las plantas incluyen cambios en el flujo de
calcio y la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), posteriormente actuando

Como mensajeros secundarios.
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Figura 1.1 Respuestas de las células vegetales frente al estrés.

1.2 PODER REDUCTOR Y OXIDANTE EN LAS CELULAS

Las células vivas requieren energia para ejercer sus funciones. Las células usan la
energia quimica almacenada en las moléculas organicas para generar ATP, el cual le
permite llevar a cabo la biosintesis, el transporte y las reacciones quimicas. Para generar
el ATP, las moléculas organicas (carbohidratos, acidos grasos, proteinas, etc.) se
degradan por las rutas catabdlicas. La oxidacion de estas moléculas va a generar
cofactores reducidos: NADH, FADH,, etc. que ceden sus equivalentes de reduccion al O,
molecular a través de la cadena transportadora mitocondrial, donde se va a generar la

mayor parte del ATP celular (Figura 1.2).

El poder reductor se refiere a la capacidad de ciertas biomoléculas de actuar como
donadoras de electrones o receptoras de protones en reacciones metabdlicas de

oxidacion-reduccion.




CAPITULO |

Ciclo del oxigeno

co,
Ciclo del carbo>‘

Respiracion Fotosintesis

Compuestos
organicos de
materia viva

Compuestos
organicos

co, > Compussos

:20 .0 co
——heSRION 5 5 UCOSA + O,

Fotosintesis ATP

2
CO;+ H,0

Figura 1.2 Poder reductor y oxidante en las células vegetales. Las reacciones de oxido-
reduccion llevadas a cabo en las células a partir del metabolismo de las moléculas
orgénicas la formacién de moléculas reductoras (Modificado de Diaz, 1995).

1.3 ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo es un estado alterado de la homeostasis de &Oxido-reduccion
intracelular, donde se presenta un desbalance entre la produccion de las ROS vy la
capacidad que tiene un sistema para destoxificar estas especies (Velarde, 2013; Sanchez,
2010). El estallido oxidativo que se presenta en respuesta a un dafio es en general de
corta duracion; sin embargo, cuando la célula enfrenta condiciones adversas, los cambios

en el metabolismo oxidativo se prolonga, por mucho mas tiempo.

El estrés oxidativo asociado con la fotosintesis es algunas veces un problema potencial
relacionado especialmente en el desbalance por el exceso en el transporte de electrones,

que excede en la capacidad de reciclar el NADPH y el ATP (Cheeseman, 2007).
1.4 LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

El término especies reactivas de oxigeno se refiere tanto a moléculas que son radicales
libres, asi como a otras moléculas que no son radicales libres (Miranda-Ham y Castro-

Concha, 2010), como se muestra en el Cuadro 1.1
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Cuadro 1.1 Especies reactivas de oxigeno generadas en las células vegetales. (Tomado de

Céardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006).

Radicales No radicales

Superéxido (0,) | Oxigeno singlete (*0,) forma * A

Hidroxilo ((OH) Perdxido de hidrégeno (H.O)

Peroxilo (ROy) Ozono (0,)

Alcoxilo (RO) Anién peroxinitrilo (ONOO")

Hidroperoxilo (HOy) Acido hipocloroso (HOCI)

Acido hipobromoso (HOB)

El O," y H,O, pueden inactivar varias macromoléculas directamente; aunque €l "OH
derivado de ellos es de caracter especialmente téxico en la célula (Inzé y Van Montagu,
1995).

Las ROS no se consideran solamente como componentes dafiinos y destructivos, sino
que también como moléculas sefial, cruciales para la regulacion de importantes
respuestas y vias metabdlicas (Bienert y Chaumont, 2014). Se ha demostrado que el H,O,
actlia como una sefial para inducir un rango de respuestas fisiol6gicas, bioquimicas y
moleculares dentro de las células vegetales (Camarena-Gutiérrez y de la Torre-Almaraz,
2007).

1.4.1 GENERACION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

Las ROS tienen multiples maneras para producirse en las plantas (Figura 1.3). Una de las
mas comunes es la transferencia de electrones al O, en la cadena de transporte de
electrones en los cloroplastos y las mitocondrias. Ademas, puede formarse durante la
fotorespiracion en los peroxisomas, por la actividad de las peroxidasas y de las oxidasas

de la pared celular (Ramirez-Benitez y Hernandez-Sotomayor, 2008)
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Se estima que el 1% del O, consumido por las plantas es desviado para producir ROS en
diferentes compartimentos celulares; por ejemplo, la formaciéon de H,O, en cloroplasto y
peroxisoma puede ser hasta 30 o 100 veces mas rapida que en la mitocondria. La
mayoria de las ROS se forman a partir de la dismutacion del superdxido, mismo que
tiende a aumentar durante la transferencia del O, en la cadena de transporte de
electrones (Bhattacharjee, 2012).

Radical 16n
Dioxigeno superoéxido peroéxido \ 16n oxéno ‘ ‘ lon oxido ‘
e’ e’ e’ e’
‘0, mmmp O, mmmp O, mmmp 0,3 O mmmp 02°

1 1H+ 12H+ 2H* lw 12H+

Oxigeno Radical Peréxido de Agua Radical Agua
singlete perhidroxilo hidrégeno hidroxilo

Figura 1.3 Generacion de las diferentes ROS. La formacion de las diferentes ROS puede tener
lugar por la trasferencia de energia o por la reduccion secuencial univalente del estado
fundamental del oxigeno triplete (Modificado de Aper y Hirt, 2004).

1.4.2 LA COMPARTAMENTALIZACION DE LA PRODUCCION DE LAS ROS

Las ROS se encuentran en los diferentes organelos que participan en el metabolismo
aerobio (Cuadro 1.2). Las ROS derivadas de la membrana plasmatica participan en la
sefializacién durante el estrés bidtico y abiético (Bhattacharjee, 2012).

Cuadro 1.2 Participacion de los organelos celulares en la formacién de las ROS. Modificado de
Sharma, 2015.

ORGANELO | GENERACION DE LAS ROS MEDIADA POR:

Cloroplastos | Cadena de transporte de electrones fotosintética-produccion de ROS en el

fotosistema | y Il

Peroxisoma | Fotorespiracion B-oxidacion de acidos grasos, xantina oxidasa, flavin oxidasa.




CAPITULO |

Mitocondria | Cadena de transporte de electrones produccion de ROS en el complejo I, Il y Il1.

Citoplasma Membrana plasmatica asociada a al quinona oxidasa.

Apoplasto Membrana plasmatica asociada a NADPH oxidasa (ROS dentro del apoplasto)

pared celular asociada a peroxidasas amino oxidasas, oxalacetato oxidasa.

La produccion de las ROS es una respuesta temprana en las interacciones compatibles e
incompatibles entre los patdgenos y las plantas. Puede estar asociada a la activacion de
una NADPH oxidasa unida a la membrana. Se han propuesto varios papeles para las
ROS durante la infeccion por patdgenos, entre las cuales se encuentran: agentes
antimicrobianos directos, activadores de genes de defensa, agentes para la interaccion de
proteinas para limitar infecciones patogénicas y generadores de la HR, de la muerte

celular, de la produccion de AS y de la SAR (Orozco-Cardenas y Ryan, 1999).
1.5 EL PEROXIDO DE HIDROGENO

El peréxido de hidrogeno H,O, fue descubierto en 1818 por Louis Jacques Thenars,
recibiendo gran atencién como un producto industrial (Bienert et al., 2006). El H,O, se
encuentra en bajas concentraciones (3-9%) en muchos productos domésticos de higiene
y belleza, asi como en productos medicinales. En la industria, se utiliza a concentraciones
mas altas (hasta el 90%) para blanquear telas y pastas de papel, como componente de

combustible para fabrica, espuma de caucho y sustancias quimicas organicas.

También se encuentra en los organismos vivos, tanto en animales como en vegetales,
muchas células animales y vegetales lo producen y su presencia en humanos puede ser

detectada en la orina, sangre y en el aire exhalado (Sanchez, 2010).
1.5.1 EL PEROXIDO DE HIDROGENO EN LOS ORGANISMOS CELULARES

El H,O, es generado en respuesta a varios estimulos (Figura 1.4). Esta involucrado en la
regulacion de los procesos biolégicos, asi como en el remodelamiento vascular y
activacion de células inmunes en mamiferos y en el cierre de estomas en plantas (Veal, et
al., 2007).
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En los sistemas biologicos, el H,O, es el producto de la reduccion incompleta del oxigeno
generado en diferentes compartimentos celulares, y que tiene una diversidad de efectos
fisiologicos y patologicos de acuerdo al grado, distribucion y localizacion de su produccion
en las células vivas. Es ampliamente conocido como una ROS con un amplio potencial
dafiino en proteinas, lipidos, acidos nucleicos; aunque se ha demostrado su participacion
en la homeostasis celular a través de una gran variedad de vias metabdlicas
(Cheeseman, 2007; Bienert et al., 2006;).

1. REACCION POR REDUCCION ESPONTANEA DEL O,:

20y +2H" > H,0, + O

2. REACCION POR REDUCCION ENZIMATICA DEL O,:

Figura 1.4 Reacciones quimicas por las que el H,O, puede ser generado en los organismos, ya
sea de forma constitutiva o por la estimulacién de diferentes factores, pueden ser: 1) espontanea
y 2) catalizada enzimaticamente por la superéxido dismutasa (SOD).

El H,0O, es la mas estable y abundante de las ROS (Cuadro 1.3), que pertenece al grupo
de los no radicales libres, con un nimero de oxidacion intermedio ('1); de esta forma
posee propiedades oxidantes y reductoras que son importantes para la multifuncionalidad
celular. EL H,O, puede ser convertido a otra ROS mas reactiva por varios medios
enzimaticos. No obstante, es relativamente estable in vivo, en comparacion con las otras
ROS y puede causar dafio, directa o indirectamente, al ADN, a los lipidos mediante la
peroxidacion lipidica, a los carbohidratos a través de la carbonilacion y a las proteinas por
la oxidacién de sus residuos, como la cisteina y derivados sulfinicos, sulfénicos y
sulfénicos. Lo anterior da lugar a la modificacion en un cambio del estado redox de
proteinas y también activa o inactiva proteinas o altera su funcién (Bienert y Chaumont,
2014).
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Cuadro 1.3. Propiedades de las ROS en las células (Tomado de Bienert et al., 2006).

ROS VIDA CAPACIDAD DANO AL REACCION REACCION CON
MEDIA | MIGRATORIA ADN CON CARBOHIDRATOS
PROTEINAS
Superoxido | 1-4 us 30 nm No Si, centro Fe Lenta
(02)
Peréxido 1ms 1um No Si, cisteina Lenta
de
hidrégeno
(H20,)
Radical 1pus 1nm Rapidamen Rapidamente Réapidamente
hidroxilo te
(OH)
Oxigeno 1-4 ps 30 nm Si, Trp, His, Try, Lenta
singlete glutamina Met, Cys
(‘0,)
Radicales ? 1nm No Si Lenta
alcoxi
(RO)
Radicales ? 1nm No Si Lenta
peroxi
(ROO)

1.5.2 EL TRANSPORTE CELULAR DEL H,0,

El H,O, posee una gran movilidad entre los tejidos, y su utilidad va mas all4d de su

potencial como sustrato en una variedad de reacciones, sino también como una molécula

sefnalizadora. El

H,O, es una molécula no polar, capaz de difundir a través de las

membranas. Cuando se afiade exdgenamente es menos eficaz al provocar una respuesta

de sefializacion, en comparacion con su origen enddgeno (Veal et al., 2007).

10
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La disposicion espacial de los &tomos de H en el peroxido es similar a la que se presentan
en la molécula del agua (Figura 1.5) lo que lo hace un sustrato de las aquaporinas. Estas
proteinas son facilitadores de la difusion de solutos no cargados y/o parcialmente polares
como el glicerol, la urea, el CO,, purinas, pirimidinas, NH; y formas inorganicas triviales de
arsénico y antimonio. En contraste, el agua atravieza con una mayor facilidad, por lo cual

se le ha dado una mayor relevancia. (Bienert y Chaumont, 2014, Bienert et al., 2006).

Agua Peroéxido de
hidrégeno
S 0y
§ " e e \
v H/MH) \ H\
voN 2 D
0o, <-o—oﬂ
\\\\ \\\\ \\ S_,\H

Figura 1.5 Estructura molecular y arreglo estérico de la molécula de H,O,. Los atomos de
oxigeno y el hidrégeno se muestran en circulos rojos y blancos, respectivamente. En ambas, los
pares de electrones desapareados del oxigeno se encuentran en direccion opuesta de los
atomos de hidrégeno, los cuales dan lugar a la polaridad de la molécula de H,O, (Bienert y
Chaumont, 2014).

El transporte de H,O, es de difusion libre en las membranas lipidicas; sin embargo, la
forma a través de ellas depende de su composicion (Figura 1.6). Las proteinas canales
de membrana facilitan la difusién de H,O, y la diferencia de la permeabilidad debe
reflejarse de acuerdo al compartimento celular y la capacidad de este de llevar a cabo un
transporte facilitado. (Bienert et al., 2006).

11
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Figura 1.6 Modelo propuesto sobre el transporte del H,O, desde el apoplasto hacia la membrana,
por las aquaporinas, y su introduccién hacia citosol. El H,O, puede difundir libremente hacia la
membrana; sin embargo, las aquaporinas pudieran estar participando en la difusion de esta
molécula al interior de la célula. Una vez en el interior de la célula, el H,O, puede dirigirse

libremente hacia los compartimentos celulares (Bienert y Chaumont, 2014).

1.5.3 EL METABOLISMO OXIDATIVO DEL H,0, EN LA CELULA

El H,O, se encuentra relativamente estable bajo las condiciones fisiol6gicas y es menos
reactivo en comparacion con las otras ROS (Bienert et al., 2006). Sin embargo, el H,O, es
muy reactivo con moléculas que contienen Fe** u otros metales de transicion, a través de
reacciones tipo Fenton. El resultado de estas reacciones es la homolisis del H,O, a 2 ‘OH,

esta Ultima molécula es la especie reactiva mas téxica (Cheeseman, 2007).

El H,O, tiene un efecto dependiente de su concentracidon sobre la conjugacion de las
proteinas de mamiferos, al modificar el tipo SUMO-ubiquitinacién (small ubiquitin-like
modifier, pequefia ubiquitina modificadora). Las concentraciones de H,O, generadas por
la activacion por macrofagos inhiben la conjugacion del SUMO, a concentraciones altas
(10 mM), y la desconjugacion del SUMO es inhibida causando un incremento en los
niveles de sumoilacion. La sumoilacion es un importante regulador de la localizacion,

actividad y estabilidad de muchas proteinas, asi mismo su regulacion depende de la

12



CAPITULO |

concentracion y su modificacion de las proteinas, para asegurar la respuesta bioldgica

apropiada para incrementar los niveles del H,O, (Veal et al., 2007).

En los organismos una respuesta al aumento de los niveles de H,O; es el incremento en
la produccion de antioxidantes. Estos pueden ser de tipo enzimético y no enzimaticos y
limitan los efectos del H,O, cerca del lugar de su produccion. Los antioxidantes no
enzimaticos pueden ser las vitaminas C y E y los carotenoides. Por otra parte, las células
contienen una gran variedad de enzimas antioxidantes que dan lugar a la reduccion del
H.O,; las cuales pueden ser distinguidas por su regulacion catalitica, la reduccién de
peroxidos, catalizados por: glutation peroxidasa y la tioredoxina peroxidasa
(peroxiredoxinas).

El H,O, es eliminado por las catalasas y las peroxidasas. La catalasa es una enzima
altamente eficiente y ampliamente expresada en el peroxisoma, en donde los niveles de
las ROS son elevados. Esta enzima también se encuentra en el citosol y la mitocondria.
Se ha sugerido que la regulacién por fosforilacion de la tirosina en la catalasa proporciona
un mecanismo fino para iniciar distintas respuestas a bajos y altos niveles de peréxido.
La localizacién apropiada de las enzimas es importante para la compartamentalizacién del
H,O, dentro de la sefalizacién, proporcionando un mecanismo para restringir el

incremento del H,O, a un compartimento celular en especifico.
1.5.4 EL H,0, COMO UNA MOLECULA SENAL

En afos recientes, el H,O, se ha establecido como un importante regulador de
transduccién de sefiales en eucariotes (Veal et al., 2007). En mamiferos, el H,O, es bien
conocido como mensajero secundario funcionando mediante la activacion de factores de
transcripcién, como el NF-kB (factor nuclear kappa B) y AP-1. Sugiriendo que el H,0O,

acttia como un transductor de la sefial redox-sensible (Inzé y Van Montagu, 1995).

Houot y colaboradores (2001) demostraron que en células BY-2 que el H,O, esta
involucrado en la HR y SAR, induciendo la PCD mediante un proceso similar a la
apoptosis (contraccion celular, condensacion de cromatina, vesicularizaciéon de membrana
nuclear y plasmatica, formacion de cuerpos apoptoticos y fragmentacion del ADN), pero
de una manera dosis-dependiente. Ademas, induce a la PCD dependiente del flujo de

Ca”"y de la fosforilacion de proteinas.

13
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El H,O, producido durante el estallido oxidativo actia como una molécula sefial
induciendo la transcripcion de genes que codifican para proteinas como la glutation-S-
transferasa, la GPX en la periferia celular, enzimas para la biosintesis de lignina, la
fenilalanina amonio liasa (PAL) y peroxidasas. También el H,O, es necesario para el
rapido entrecruzamiento de las proteinas de la pared celular y puede provocar la muerte
celular programada. Adicionalmente, el H,O, puede activar vias que estimulen la
proliferacion celular, diferenciacion, migracion y apoptosis (Bienert et al., 2006).

Un sistema modelo de lineas de suspensiones celulares de Arabidopsis thaliana ha sido
utiizado para tratar de explicar los procesos de sefalizacion requeridos para la
generacion de H,0, y las respuestas celulares que induce. Con base en lo anterior, se ha
encontrado que los niveles de H,O, incrementan primariamente de la disimutacion de 'O,
el cual se forma via una simple reduccién del O, molecular, catalizada por una enzima

similar a la NADPH oxidasa, localizada en la membrana plasmética (Bhattacharjee, 2012).

La produccion regulada y la sefializacion de H,O, estan intrinsecamente conectado a
otras moléculas de sefalizacion como el 6xido nitrico (NO).en la regulacion del
crecimiento de las plantas, en la respuesta de defensa y en el control de asociaciones
simbidticas con bacterias y hongos (Foyer y Noctor, 2013). Por otra parte, el H,O, puede
influir en el reciclaje del glutation oxidado (GSSG) y del reducido (GSH) teniendo un
impacto en el estado redox.

1.6 EL ACIDO SALICILICO

El acido 2-hidroxibenzdico o acido salicilico (AS) pertenece al grupo de los compuestos
fendlicos, cuya estructura quimica esta constituida por un anillo aromatico con un grupo
hidroxilo o un derivado funcional (Figura 1.7). Su formula molecular es C;HsO3 con una

masa molecular de 138.1 g/mol (Cuéllar et al., 2008).

14



CAPITULO |

OH

OH

Figura 1.7 Estructura quimica del &cido salicilico

El AS fue extraido de la corteza del sauce (Salix spp.) y fue reconocido como una
sustancia terapéutica, debido a su componente activo conocido como salicina (Jack,
1997; Malamy y Klessig, 1992). La sintesis de un derivado menos irritante a la mucosa
gastrica el &cido acetil salicilico, fue designado aspirina por la industria farmacéutica
(Jack, 1997; Bayer ® Germany, 1899).

1.6.1 METABOLISMO DEL AS

Un amplio rango de organismos procariotes y eucariotes incluyendo a las plantas
producen AS. A través del uso de modernas técnicas analiticas, el AS ha sido encontrado
en algunas plantas, tales como: el arroz, la cebada y la soya, donde su concentracién de

AS es en promedio de 1 mg/g de masa fresca (Rivas-San Vicente y Plasencia, 2011).

El AS puede ser biosintetizado a través de dos distintas vias que requieren como
metabolito precursor al corismato (Figura 1.8). Una de las rutas de biosintesis de este
compuesto es a través de la de los fenilpropanoides, la cual inicia con el aminoacido L-
fenilalanina que se convierte en &cido cinamico por accion de la enzima fenilalanina
amonio liasa (PAL). La segunda ruta de biosintesis del AS conocida es a través del
iscorismato, en un proceso que implican la participaciéon de las enzimas isocorismato
sintasa (ICS) e isocorismato piruvato liasa (IPL) (Rangel et al., 2010; Hayat y Ahmad,
2007)

15
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Figura 1.8 Via metabdlica propuesta en Arabidopsis thaliana para la biosintesis del AS, a través de dos
diferentes rutas: 1) La fenilalanina y 2) El corismato mediante la isocorismato cinasa produce
isocorismato, el cual es convertido a AS y derivados (SEG, salicilico éster glucosa; ASG, AS-0-B-
glucdsido; SMe, salicilico de metilo; SMeG, salicilato de metilo-o-B-glucosido) del mismo, por la

isocorismato piruvato liasa (IPL) (Rangel et al., 2010).

Esta ultima ruta ha demostrado a ser la principal via biosintética de AS en respuesta al
atague por patbégenos, bacterias, etc, contribuyendo de esta forma al 90% del AS total en
respuesta al estrés (Janda y Ruelland, 2015; Kumar, 2014). En Arabidopsis, el AS es
sintetizado probablemente en los cloroplastos, mientras que en tabaco, la enzima ASGT

parece estar localizada en el citosol (Dean et al., 2005).
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Una vez sintetizado el AS es glucosilado, metilado o conjugado con diferentes
aminoacidos (Figura 1.9) para que pueda ser transportado, metabolizado o

compartamentalizado (Raskin et al., 1990).

= OH
UDP-glucosa UDP-glucos!
GLUCOSILACION
< Acldo saliclico-0-

- Salidlico ester
Glucosa hidrolasa glucosa B-glucosido
O-B-glucosidasa

Carboxil
metiltransferasa SAH
dependiente de

METILACION SAM

@) OH
Metiltransferasa
OH |
AT, AA -
cowggr:\ CION \ / saliglil-1- sddo
AMINOACIDOS WESLGH3.5? mple
ACIDO SALICILICO
PAPS PAP o
SULFONACION W"SW - salicik2-sulfanato
S
AMST12 -
oM
? acido
~ >
HIDROXILACION > 25-dihidrobenzico
(4ddo cumarico)
o] O

Figura 1.9 Modificaciones quimicas que sufre el AS en la célula. EI AS es convertido a sus
moléculas conjugadas inactivas 0 activas, las cuales tienen la capacidad de participar en

diferentes rutas metabdlicas, segun sea requerida (Dempsey et al., 2011).

La mayoria del AS producido en las plantas es convertido a AS-O-B-glucosilado (SAG) por
una AS-glucosiltransferasa (ASGT). En Arabidopsis, se encuentran dos enzimas ASGT;
una preferentemente convierte el AS a SAG, en tanto que la otra da lugar a un derivado

de AS de menor abundancia, el éster de glucosa saliciloilo (SEG).

El AS metilado (MeAS) y su forma glucosilada (MeSAG) se acumulan en niveles
elevados, en tanto que el SAG y el MeSA son biolégicamente inactivos. En contraste, una

forma hidrolizada del AS, el acido 2,5-dihidrobenzdico é acido gentisico, se acumula en
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las plantas induciendo un conjunto de genes R. A su vez, la conjugacién de AS con
aminoacidos afecta su accion, pues altera la expresion del gen que codifica a la enzima

acil- adenilato/tioéster (GH3.5), la cual esta involucrada en este proceso (Vlot et al., 2009).

El AS también puede ser hidroxilado por medio de la salicilato-3-hidroxilasa (SH3) a 2,3-
acido dihidroxibenzoico (2,3-DHBA, &cido gentisico). La transcripcion de la SH3 es
inducida en respuesta a la acumulacion de AS y regula negativamente su concentracion.
Finalmente, la sulfonacion del AS es otro mecanismo de conjugacion que se ha

demostrado solamente en ensayos in vitro (Janda y Ruelland, 2015).
1.6.2 TRANSPORTE DEL AS EN LA CELULA

El AS libre es movil y puede ser transportado dentro de la planta, principalmente via
floema. La capacidad del AS para difundir a través de la membrana depende de
propiedades como el tamafio de la molécula, area superficial, nimero de donadores de

hidrégeno, etc. (Bonnemain et al., 2013).

El SAG es la forma inactiva del AS que es transportada a la vacuola donde se almacena,
siendo convertida a AS en caso de ser necesario (Dean et al., 2005; Chen et al., 1993). El
SAG es secuestrado en la vacuola por un mecanismo de transporte “cassett unido a ATP”
0 por un mecanismo antiport H* (Figura 1.10). En las células de soya, la acumulacion de
los conjugados del AS en la vacuola ocurre a través del mecanismo antes mencionado, en
tanto que en células de tabaco ocurre a través del mecanismo antiporte-H*, el cual
obtiene la energia necesaria del gradiente de protones proveniente de la bomba de H* del
tonoplasto (Bonnemain et al., 2013).

El AS enddégeno también puede entrar en las células vecinas, a través de los
plasmodesmo (via simplastica) o la pared celular (via apoplastica) yendo de la célula
donadora a la célula receptora. En el compartimento apoplastico (pH 4.5-5.5), el AS
puede acumularse en el citosol (pH ~7.0) bajo esta forma i6nica via el mecanismo trampa

iones.

El MeAS es inactivo, pero es volatil y puede difundir rapidamente a través de la
membrana. Este mecanismo permite la reduccion del AS acumulado, que resultaria téxico

y potencialmente mortal (Bonnemain et al., 2013).
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Figura 1.10 Transporte del AS a través de los compartimentos celulares. ISC: via isocorismato;
PHE: via fenilalanina; LAEC: transportador de baja afinidad (Modificado de Bonnemain et al.,
2013).

Un componente importante en la biosintesis y la sefalizacion por el AS es el EDS5
(Enhanced Disease Susceptibility 5), un miembro de la familia de transportadores MATE
(Multidrug and Toxic Compound Extrusion), localizado en la membrana de los cloroplastos

y podria transportar al AS hacia el citosol (Janda y Ruelland, 2015).
1.6.3 PERCEPCION Y SENALIZACION DEL AS

El AS participa como una molécula clave en la respuesta de inmunidad innata en las
plantas, es por esto que debe ser capaz de unirse a un blanco celular o receptor que
active una compleja red de regulacion génica involucrada en la sefializaciéon del AS (Yan y
Dong, 2014; Vlot et al., 2009). Algunos de esos receptores son proteinas de union al AS
que tienen un papel directo o indirecto en los procesos de sefalizacién de defensa
(Kumar, 2014).

En lo que respecta al encendido, una proteina tipo lipasa ENHANCED DISEASE
SUSCEPTIBILITY 1 (EDS1) actua como sefial para la activacién del AS en la resistencia
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a patogenos biotrépicos, reconocimiento de adaptadores en el hospedador, asi como en
iniciar una inmunidad mediada por el efector (ETI) y un subconjunto de genes TIR-NBS-
LRR.

El mecanismo de sefializacion del AS que conduce a la induccién de genes de defensa
para la represion de alguna sefial extracelular, incluye la interaccion proteina-proteina y
proteina-AS. Se han identificado cuatro proteinas de unién al AS en tabaco. La primera
SABP (SA-Binding Protein) fue identificada como una catalasa, la cual degrada al H,O, y
es especificamente inhibida por el AS y sus andlogos biolégicamente activos.
Adicionalmente, el AS inhibe la actividad de la ascorbato peroxidasa (APX) citosolica,
dando lugar al aumento en los niveles de H,O, De esta forma, el AS contribuye a la
acumulacién de H,O, durante el estallido oxidativo, el cual es inducido por la infeccién por

patdgenos avirulentos.

La proteina SABP2 tiene una alta afinidad por el AS y dicha unién inhibe su actividad de
esterasa, facilitando la acumulacion de MeAS en el tejido infectado para su posterior
transporte al tejido no infectado (Vlot et al., 2009). Por lo anterior, se sabe que esta
proteina no funciona como un receptor de AS, sino que convierte al AS en MeAS, un
compuesto biolégicamente inactivo, que puede ser activado durante la respuesta
sistémica adquirida (SAR) (Yang y Dong, 2014). Otra proteina que se une al AS es la
SABP3, una anhidrasa carbdnica (CA) cloroplastica en tabaco, la cual cuando es S-

nitrosilada impide la unién al AS (Viot, et al., 2009).

El AS puede unirse a proteinas que contienen hierro, como la aconitasa, la lipoxidasa y la
peroxidasa. Por lo tanto, estas enzimas consituyen blancos celulares del AS; sin embargo,
eso no las hace ser consideradas como receptores especificos (Yan y Dong,
2014).Ademas, algunos reguladores transcripcionales (NPR1, TGASs) son sensores redox
que pueden ser directa o indirectamente afectados por enzimas oxidoreductasas
TRX/GRX en respuesta al JA 6 AS y la sefalizacion redox (Lu et al., 2016; Caarls et al.,
2015; Herréra-Vazquez et al., 2015).

Posteriormente, se identific6 al gen NPR1 (Non Expressor Protein Related) como un
regulador clave en la via de sefializacion. En ausencia de AS, NPR1 forma un oligémero

en el citosol para prevenir la activacion temprana de defensa. Durante la infeccion por un
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patdgeno o por el tratamiento con AS exdgeno, NPR1 es reducido a mondémeros como
resultado de cambios redox en la célula, y es traslocado al nucleo para regular la
expresion de genes de defensa. Por lo tanto, NPR1 tiene un papel como un coactivador
transcripcional de la expresion de genes SAR (Yan y Dong, 2014).

Los homdlogos de NPR1, NPR3 y NPR4 son candidatos a receptores del AS, dado que
ambos contienen dominios BTB y aumentan la resistencia a enfermedades. Al parecer,
existe una relacion entre NPR3/4 y NPR1 que esta regulado segun los niveles de AS, en
tanto, NPR3 y NPR4 deben unirse al AS para regular su interaccion con NPR1 (Figura
1.11).

Nivel de AS

Nivel de NPR1

Figura 1.11 Proteinas de union al AS, NPR3 y NPR4; controlan los niveles de NPR1.

En Arabidopsis se describid que el factor de transcripcion WRKY70 presenta, a nivel
molecular, un antagonismo entre las rutas de sefalizacion de defensa mediadas por el AS
independiente de NPR1 y reprimida por el AJ. Por otro lado, la MAP cinasa MPK4
representaria el ejemplo contrario a WRKY70 como activador de los genes de respuesta,
ya que es una proteina necesaria para la expresion génica en respuesta al AJ (Rangel et
al., 2010).

1.6.4 EL AS EN EL SISTEMA INMUNE DE LAS PLANTAS

La primera reaccion de defensa que comunmente se presenta en las plantas es la
respuesta hipersensible (HR), caracterizada por la induccién de una rapida muerte celular
en el sitio del ataque, y asi como cambios a nivel fisioldgicos, como son flujo de iones de
Ca?, K"y CI através de la membrana, cambios de pH, despolarizacién de la membrana

y un estallido oxidativo que incrementa rapidamente los niveles de especies reactivas de
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oxigeno (ROS) que inducen la PCD (Kawanoy Bouteau, 2013). Ademas estd asociada
con una induccioén co-ordinada de un conjunto integrado de respuestas de defensa, como
son lignificacion de la pared celular, sintesis de fitoalexinas y acumulacion de proteinas
relacionadas a la patogénesis (PRs) (Pieters y Van Loon, 1999). A las pocas horas de la
infeccién, el incremento en las PRs da paso a la respuesta sistémica adquirida (SAR), la
cual proporciona un amplio espectro de resistencia a patdégenos (Vlot et al., 2009).

La SAR involucra distintas vias de transduccion de sefiales, dentro de las cuales el AS es
un componente clave en la sefalizacion de defensa. Durante la SAR ocurre un
incremento de la sintesis del AS enddgeno, no Unicamente en el sitio de infeccién sino de
forma sistémica, es decir en los tejidos préximos no infectados (Kawano y Bouteau, 2013).
De esta forma en las plantas la sefial generada en el tejido infectado es transmitida via
floema/xilema a sitios distantes en la planta para que los otros tejidos puedan defenderse
(Figura 1.12). La SAR puede ser suprimida por la acumulacién de MeAS en los tejidos o

células generadoras de la sefial (Vlot et al., 2009).
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Figura 1.12 Participacion del AS en el sistema inmune de las plantas (Kawano vy

Boteau. 2013).

1.6.5 PAPEL DEL AS EN LAS PLANTAS

En plantas, el AS regula diversos procesos fisiolégicos como, por ejemplo: el crecimiento
celular, la respiracion, la apertura de estomas, la senescencia, el desarrollo de plantulas y
la termotolerancia. Tiene un papel relevante en la respuesta a diferentes estrés de tipo
abidticos, como son: bajas temperaturas, calor, toxicidad por metales pesados, sequia,
estrés osmoético y salinidad (Janda y Ruelland, 2015). Ademas, como se ha mencionado,
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esta involucrado en la inmunidad en respuesta al ataque por patégenos (Vlot et al., 2009;
Yan y Dong, 2014).

En el caso de la funcion del AS, tanto endégeno como exdgeno, en la termogénesis, se
ha observado la induccién de la expresion de una oxidasa alternativa, que aumenta la
capacidad de la via respiratoria mitocondrial, donde el flujo de electrones y el citocromo
generan ATP en un sélo paso y la energia potencial restante es liberada como calor (Viot
et al., 2009; Dempsey et al., 2011).

Por otra parte, el tratamiento con AS, asi como con sus analogos sintéticos: el acido 2,6-
dicloroisonicotinico (INA) y el S-metil éster del acido benzo-1,2,3,-tidiazol-7- carbotioico
(BHT) inducen la expresion de genes PR y/o la resistencia a diferentes patégenos como
virus, bacterias y hongos. Adicional a la regulacién de la expresién génica en la defensa
en las plantas, se ha demostrado que los tratamientos con AS pueden inducir la
generacién del anién superéxido, seguido de un incremento transitorio de la concentracion

citosdlica de calcio libre en suspensiones celulares de tabaco (Yan y Dong, 2014).

El AS ha sido aplicado a diferentes plantas para estudiar las vias de sintesis de algunos
metabolitos secundarios. Por ejemplo, en cultivos de células en suspension de Capsicum
chinense Jacq., se han encontrado que el AS incrementa el contenido de capsaicinoides
(Gutiérrez-Carbajal et al., 2010). Por su parte, Rodas-Junco y colaboradores (2015)
observaron que el tratamiento con AS de las suspensiones celulares de C. chinense da
lugar a un incremento del AS total intracelular, asi como de la actividad de la fenilalanina
amonio liasa (PAL), involucrada en la ruta de biosintesis de los fenilpropanoides que
conduce a la produccion de vainillina y capsaicinoides, sugiriendo que la sefalizacion
mediada por el AS podria estar involucrada en el incremento en los niveles de

capsaicinoides.

Se sugiere que un efecto de la aplicacion exdgena de AS (0.001-10 uM AS) para mitigar
un dafio celular estd acompafiado de una alta capacidad fotosintética y una variabilidad
en el contenido de clorofila. Ademas, en plantas de cebada la actividad de la ribulosa-1,5-
bifosfato carboxilasa (RUBISCO) disminuye, mientras que la de la fosfoenolpiruvato
carboxilasa (PEPC) incrementa al aumentar el contenido de AS. En plantas de trigo bajo

tratamiento con diferentes concentraciones de AS (0.05-1 mM) se estimula el flujo de
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electrones asociado con los fotosistemas-l y Il, con el consecuente incremento de la
produccion de ROS (Janda et al., 2014).

En algunos casos, el efecto del AS sobre el metabolismo de las plantas puede ser
indirecto al alterar la sintesis y/o la sefializacion de otras fitohormonas incluyendo al 4cido
jasmonico (JA), el etileno (ET) y las auxinas (Rangel et al., 2010).

1.7 RELACION DE LA ACUMULACION DE LAS ROS CON EL AS

El estudio sobre la relacion entre el AS y las ROS comenzo cerca de los afios 1980°s, con
una serie de experimentos que identificaron al AS como una molécula que tiene un papel
importante en la relaciéon planta-patégeno. Entonces, se demostré que la aplicacion de
acido acetilsalicilico (ASA) protege a las plantas de tabaco de la infeccién por el virus del
mosaico del tabaco (TMV), asi como induce la expresion de los genes PR en los modelos

de tabaco y Arabidopsis.

En contraste, en 1983 Doke reportd que la infeccion por Phytophthora infestans a los
tubérculos de papa provoca la generacion del radical anion superéxido (O;) en la
membrana plasmatica de las células hospederas. Por lo anterior, se comenz6 a sugerir
que las ROS funcionan como sefiales quimicas requeridas durante la induccion de la
respuesta hipersensible (HR), liberadas en el espacio intercelular durante la muerte

celular .En general, el reconocimiento de los patdgenos conduce al estrés oxidativo

Algunos de los primeros estudios en relacién al estrés oxidativo indicaron que el AS es un
inductor de la sefial oxidativa, el cual esta esencialmente involucrado en el desarrollo de
la SAR frente a varios patdgenos (Kawano y Bouteau, 2013) y en el estrés abiético. En
linea con lo anterior, se propuso a principios de los 90°s que la transduccion de sefales

mediada por el AS que conduce a la SAR es llevada a cabo por la generacion de H,O,.

Desde que el AS fue reconocido como una molécula clave en respuesta de defensa para
la patogénesis, diferentes grupos de investigacion se interesaron en el mecanismo de
accion de esta molécula. Al respecto, se sugirid que el AS inhibe a la actividad de la
catalasa y de la ascorbato peroxidasa (Kawano y Bouteau, 2013) dando lugar al

incremento de H,O, intracelular o de otras ROS (Rangel et al., 2010; Dat et al., 2006).
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El modelo propuesto para la inhibicibn enzimatica mediada por el AS sugiere un
mecanismo pasivo para incrementar las ROS y uno activo en donde esté involucrada la
peroxidasa extracelular y la NADPH oxidasa, que generan directamente ROS en
presencia de AS (Kawano y Bouteau, 2013).

Por ejemplo, Wendehenne y colaboradores (1998) realizaron un estudio sobre la
respuesta del AS y un analogo, el 4cido-1, 2,3 tiadizol-7-carbotidico-S-metilester sobre la
actividad de las enzimas catalasa y ascorbato peroxidasa. El AS en altos niveles inactiva
la catalasa, produciendo a su vez altos niveles de H,O,. Por el contrario, cuando el AS
est4 presente en los niveles basales, los niveles de H,O, son los adecuados para el
funcionamiento de la célula vegetal (Figural.13).

El AS participa como una hormona en el control del estado redox de las plantas,
probablemente sea mediante la regulacion de la sintesis del glutation, el cual protege a la

planta contra el estrés oxidativo (Rubio et al., 2009).

f\ ' [ros]—

NADPH oxidasa JA ——> Sobrevivencia

SA —_— C.H, \

T~ NO __, PCD

Figura 1.13 Diagrama propuesto para la sefalizacion regulatoria de la muerte celular en plantas,

gue involucra a: acido jasmonico (JA), 6xido nitrico (NO), ROS y AS (Dat, et al, 2006).

Dado que el H,O, se produce en respuesta a una gran variedad de estimulos, es posible
gue sea un mediador entre diferentes vias metabdlicas y una molécula sefial que
contribuye al fendmeno de tolerancia cruzada. La participacion mejor conocida del H,0,
es como una molécula sefial durante la respuesta hipersensible. Después del

reconocimiento del patdégeno ocurre la generacion del H,O,, el cudl produce los enlaces
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cruzados de las proteinas y la unién de compuestos fendlicos en la pared celular y quiza
tiene efecto microbicida. En soya, por ejemplo, el H,O, induce a la expresién de genes
gue codifican para enzimas relacionadas con la defensa como la glutation-S-transferasa
(GST) y glutation peroxidasa (GP). También se ha demostrado en Arabidopsis que se
induce la expresion de GST y PAL (Camarena-Gutiérrez y de la Torre-Almaraz, 2007).

Una de las respuestas observadas después del ataque por patdégenos es el estallido
oxidativo, el cual involucra un incremento rapido de las ROS, como son el ‘O, y el H,0,
en el apoplasto. El incremento inicial ocurre en respuesta a patdgenos virulentos y
avirulentos, y puede ser detectada en minutos. El incremento de las ROS, asociado a un
estallido oxidativo, debe contribuir a la resistencia via diferentes mecanismos incluyendo
la defensa contra el patégeno invasor, causandole la muerte, asi como la activacion de
proteinas de la pared celular y la lignificacion que fortifican la pared celular y ayudan a

confinar en el sitio de la infeccion.

El H,O, dentro del estallido oxidativo pone en funcionamiento las respuestas de defensa
relacionadas con la HR, la muerte celular y una baja expresién de genes para la
sefializacion en la defensa. El aumento constitutivo de los niveles de las ROS también
confiere un mejoramiento en la resistencia a enfermedades basado en el andlisis en
plantas de tabaco transgénico y papa. Asi mismo, la relacion entre el AS y las ROS es
complicada, y se sugiere que el AS y el H,O, forman un bucle de retroalimentacién

automatica.

El incremento inicial de AS estd acompafiado con la generacion de las ROS y también
potencializa la produccion de H,O, que a su vez aumenta la sintesis de mas AS y la PCD.
Se sugiere que los niveles de las ROS y la muerte celular que estan controlados via

mitocondria y cloroplasto (Vlot et al., 2009).
1.8 EL CHILE HABANERO Capsicum chinense Jacq.

El género Capsicum chinense pertenece a la familia de las Solanaceas (Figura 1.14), es
un cultivo de gran importancia para el estado de Yucatan. Es el chile con mayor
pungencia en el mercado, por encima de las 100,000 unidades Scoville (escala que mide

el picor de los chiles). Los responsables de esta caracteristica organoléptica son dos
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compuestos: la capsaicina y la hidrocapsaicina, que ademas tienen interés farmacoldgico
(Garcia-Galindo et al., 1995).

Figura 1.14. Cultivo de C. chinense Jacqg. mejor conocido como chile habanero.

En el estado de Yucatan, es utilizado como suplemento culinario en diversos platillos, por
lo que ha sido reconocido y cultivado principalmente en los estados de Campeche,
Quintana Roo, Yucatan y Tabasco, donde los primeros tres estados han recibido la
denominacién de origen del Chile Habanero de la peninsula en el 2010 (SAGARPA,
2012).

1.9 MODELO DE ESTUDIO

El modelo empleado en el presente trabajo consistié en una suspension de células de C.
chinense (Figura 1.15a), generada a partir de la disgregacion de callos friables (Figura
1.15b). Estos ultimos se obtuvieron utilizando como explante el hipocotileo de plantas de
20-25 dias de edad del cultivar rojo de C. chinense Uxmal-02 (Rex), proveniente del
germoplasma del INIFAP de Uxmal, Yucatan (Figura 1.15c). Para la generacién de esta
linea celular, se seleccionaron callos friables de 12 dias de edad sin manchas oscuras

posibles (Gutiérrez-Carbajal et al., 2010).

Figura 1.15 Modelo de estudio de C. chinense. a) se encuentran las células en suspension en un
medio liquido (Murashige y Skoog, 1962); b) callos friables que se disgregaron para formar la

suspension celular; c) el cultivo proviene de la variedad Uxmal-02 (Rex) cultivar roja.
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1.10 ESTUDIOS REALIZADOS EN EL MODELO DE ESTUDIO

Se ha estudiado el efecto de la adicion exdgena de AS, en suspensiones celulares,
demostrandose que existe un incremento en la sintesis del metabolito secundario
vainillina, el cual fue analizado através de la sefalizacion fosfolipidica. Esta Gltima
también presento cambios en las actividades enziméticas de sus enzimas participantes, la
PLC y la PLD. También se midieron los niveles del &cido fosfatidico (PA), un mensaje
importante dentro de la sefializacion fosfolipidica, los cuales aumentaron en respuesta a
la adicién del AS (Rodas-Junco et al., 2015; Altdzar-Molina, 2008).

Mufioz-Sanchez y colaboradores (2013) demostraron que el tratamiento con AS modifica
las actividades de la PLC y de la PLD de una manera dosis dependiente, asi como que
estas respuestas dependen de la edad del cultivo. Ademas Rodas-Junco y colaboradores
(2015) evaluaron la participacion del AS como inductor del metabolismo secundario y
observaron gue existe un incremento en la actividad de la PAL, asi como de los niveles de

vainillina.

Por otra parte, se ha demostrado que el tratamiento con AS en las suspensiones celulares
de C. chinense incremento los niveles de PA, el cual era sintetizado preferentemente por
la actividad de la PLC (Rodas-Junco et al., 2014; Altazar-Molina et al., 2011).

En general, se conoce que el PA es un mensajero importante en la sefalizacion
fosfolipidica, capaz de activar diferentes enzimas como las MAP cinasa, peroxidasas y
NADPH oxidasa. Por su parte, la NADPH oxidasa es una enzima que cataliza la
generacion de las ROS a partir del oxigeno molecular (O,) a anion superoxido (O,7) y este
es inmediatamente convertido a H,O, mediante la actividad de la superdxido dismutasa
(SOD). El H,0, participa en la periferia celular en la defensa, asi como puede facilmente
difundir al citosol y de esta forma participar como segundo mensajero en respuesta a la
defensa en estrés hiético y/o abidtico.

Por lo tanto, en este trabajo se plante6 evaluar el efecto del AS en los niveles intra y
extracelulares de H,O, de las suspensiones celulares de C. chinense. Para lo cual, se
propuso el siguiente planeamiento de estudio (Figura 1.16) a través de un mecanismo de

respuesta a la aplicacion exdégena del AS, en relacién a la sefalizacion fosfolipidica.
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Dado que el PA activa directamente a la enzima NADPH oxidasa, la cual participa en la
generacion de H,0,., un segundo mensajero de gran importancia.

0000 000N
....’ AR ‘.... () Q
...000 ° G ..
Q PC .'

\

“YpA

NADPH OXIDASA
(RbohD)

Figura 1.16 Modelo de estudio propuesto para el presente trabajo.
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JUSTIFICACION

El 4cido salicilico es una hormona vegetal que participa en diversos procesos fisioldgicos,
el desarrollo en las plantas y también, esta involucrado en la sefalizacién de defensa a
patdgenos. En el grupo de investigacion, se ha empleado al AS como un inductor del
metabolismo secundario a través de la sefializacion fosfolipidica en suspensiones
celulares de C. chinense; sin embargo, aun se desconoce el mecanismo por el cual
pudiera estar participando en estas. De manera general, se sabe que independientemente
de la sefial percibida ocurre un cambio en la acumulacion de ROS, en particular la del
H.O,, en repuesta al AS durante la respuesta a patdégenos.

La aplicacion exégena de AS incrementa los niveles de PA, un importante mensajero
dentro de la sefializacién fosfolipidica que puede desencadenar la activacion de diferentes
enzimas, entre ellas la activacion directa de la NADPH oxidasa, la cual genera H,O, intra
y extracelular. Adicionalmente, se ha determinado el papel de H,O, como un segundo

mensajero con una amplia respuesta de defensa.

Por lo tanto, se esta interesado en conocer si la adicion de AS tiene un efecto en los

niveles intra y extracelulares del H,O, en las suspensiones celulares de C. chinense.
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HIPOTESIS

Si la respuesta de AS estd mediada por un estallido oxidativo, en particular mediada por el
H,O, como segundo mensajero, entonces la adicion de AS a las suspensiones celulares
de C. chinense modificara los niveles intra y extracelulares de H,O,.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del AS en las suspensiones celulares de C. chinense en los niveles intra
y extracelulares de H,0,.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Conocer el efecto de la aplicacién de diferentes concentraciones de AS sobre la
viabilidad de las células de C. chinense
Localizar los niveles intracelulares de H,O, en respuesta a la adicion del AS
Determinar los niveles extracelulares de H,O, generados por las suspensiones

celulares de C. chinense en respuesta al AS
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Suspensiones celulares
de C. chinense 14 dias
de cultivo

Dosis respuesta del AS

0, 1,50, 100y 200 uM

Células Medio de cultivo
Cuantificacion de Determinacion de
la viabilidad H,O, extracelular

Localizacion de
las ROS

Figura 1.17 Diagrama de la estrategia experimental.
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CAPITULO II

2. MATERIALES Y METODOS
INTRODUCCION

El modelo biolégico que se utilizé en este trabajo fue una suspension de células de C.
chinense en un cultivo in vitro de células en suspensién de C. chinense Jacq. mantenida

in vitro.

Las suspensiones celulares consisten en agregados de células distribuidas en un medio
en movimiento obtenidas a partir de la incubacion de callos friables en medio liquido.
Algunos de los pardmetros para caracterizar este tipo de cultivo son la actividad mit6tica,
el nimero de células, el peso seco, el peso fresco, la turbidez y el volumen. Otras
caracteristicas son su bajo grado de diferenciacion celular y un crecimiento no
sincronizado. Las suspensiones celulares cultivadas en medios sintéticos bien definidos y
bajo condiciones ambientales controladas, representan un sistema de cultivo celular
adecuado para la realizacién de investigacion fisiol6gica y bioquimica (Szabados et al.,
2004; Mroginski y Roca, 2004).

2.1 MATERIAL VEGETAL Y MANTENIMIENTO DEL CULTIVO

El material vegetal empleado consistio en una linea de células en suspension de C.
chinense, la cual fue mantenida en medio MS (Murashige y Skoog, 1962), suplementado
0.5 mM mio-inositol, 0.02 mM tiamina, 0.2 mM cisteina, 4 uM &cido 2, 4-
diclorofenoxiacético y 3% (p/v) sacarosa. El pH del medio se ajust6 a 5.6, antes de su

esterilizacion.

Las suspensiones se mantuvieron en matraces Erlenmeyer de 250 mL, con 50 mL del
medio de cultivo, en un cuarto con luz continua a una temperatura de 25°C y en agitacion

constante (100 rpm). Las células se subcultivaron cada 14 dias para su mantenimiento.
2.2 CURVA DE CRECIMIENTO DE LA LINEA CELULAR

Se determind la curva de crecimiento de la linea celular de C. chinense. Con este fin, se

filtr6 y se pes6 un gramo de células de 14 dias de edad, que fue inoculado en matraces
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con 50 mL de medio liquido (MS, pH 5.6). Los matraces fueron incubados a 25°C y en

agitacion continua a 100 rpm.

Se evalué el crecimiento durante un periodo de 24 dias, determinandose el peso fresco y
el peso en doce puntos por duplicado. El peso fresco fue determinado filtrando la
suspension y pesando el material fresco. Para conocer el peso seco, las muestras se
congelaron y posteriormente, liofilizaron (liofilizadora Labconco, Freezone 4.5) durante 48

horas.
2.3 ETAPA DE PREACONDICIONAMIENTO

El efecto del AS en la linea de C. chinense se evalu6 en suspensiones de 14 dias de
crecimiento preacondicionadas, como se describe a continuacién: las células fueron
filtradas y se pes6 un gramo del peso fresco, el cual fue colocado en 50 mL de medio MS
a pH 5.6 fresco. Se incub6 en agitacion a 100 rpm durante 30 minutos. Enseguida se
aplicé el tratamiento con las diferentes concentraciones finales 0, 1, 50, 100 y 200 uM AS;

la aplicacion de los tratamientos con AS dependiendo de cada analisis.
2.4 CUANTIFICACION DE LA VIABILIDAD

La viabilidad de las células fue determinada mediante la tincion con azul de Evans (Figura
2.1). Las células vivas no internalizan el colorante, excluyéndolo de su superficie, en tanto

gue las células muertas o con dafio atrapan el colorante (Martin et al., 2010).

+ : +
NeF 0, \H, AZUL DE EVANS S0, Na

S 0 W ol

Figura 2.1 Estructura quimica del colorante azul de Evans. Su nomenclatura, segun la IUPAC, es
tetrasodio (6E,6 E)-6,6-[dimetilbifenol-4,4"-duil) di (IE) hidrazon-2-il-1-iliden] bis (4-amino-5-oxo-5,6-

dihidronaftalen-1,3-disulfonato).
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La cuantificacion de la viabilidad con el azul de Evans se llevo a cabo en suspensiones
celulares de 14 dias de cultivo de acuerdo a modificaciones del método de Castro-Concha
y colaboradores (2012), con algunas modificaciones. Las células fueron acondicionadas
como se mencion6 anteriormente y se tomaron alicuotas de 1 mL, las cuales fueron
tratadas con las concentraciones finales de 0, 1, 50, 100 y 200 uM de AS. Enseguida, se
les adicionaron 10 ul de una solucion de azul de Evans al 0.25%, y se dejaron incubando
durante 15 min. Posteriormente, las células fueron centrifugadas a 20,187 x g durante 15
min. Se elimind el sobrenadante y las células fueron lavadas con agua destilada hasta
observar que el sobrenadante estuviera transparente. Después, el colorante se extrajo de
las células con 2 mL de 50% (v/v) metanol y dodecil sulfato sodico (SDS) al 1% durante
30 min y con agitaciébn constante con el voértex (Thermolyne TyPer 37600 Mixer).
Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 20,187 x g durante 15 min. El

sobrenadante fue colectado en tubos de 5 mL.

El testigo se prepar6 con una alicuota de 1 ml de la suspension celular, que se expusoé a a
70°C durante una hora; de esta forma, se aseguré tener el 100% de las células muertas.
Inmediatamente, se le adicion6 el azul de Evans y se realizaron los lavados
correspondientes, dando lugar a un sobrenadante de un color azul intenso, aun después
de los lavados. Las absorbancias de las muestras se cuantifican en el espectrofotometro a

una longitud de onda de 600 nm.
2.5 LOCALIZACION INTRACELULAR DE LAS ROS

La localizaciéon de las ROS en el interior de las células de C. chinense se llevo a cabo
mediante el empleo de diferentes fluoréforos, los cuales permitieron la tincién de
diferentes estructuras celulares: dihidroclorhidrato-4,6"-diamidino-2"-fenilindol (DAPI) para
la tincién del nucleo, acetoximetil éster del diacetato de 2°,7 -diclorodihidrofluoresceina
(H,.DCFDA-AM) para la identificacion de las ROS, el N-(3-Trietilamoniopropil)-4-(6-(4-
dibutilamonio) fenil) hexatrionil) piridino (FM4-64) para endomembranas, blanco de

calcofluor para la pared celular y Cell Mask para la membrana plasmatica.
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25.1 TINCION DE LAS CELULAS DE C. chinense CON DIFERENTES
FLUOROFOROS

La tincion del ndcleo se realiz6 con el fluoréforo dihidroclorhidrato 4°, 6 -diamidino-2"-
fenilindol (DAPI) (Figura 2.2). EI DAPI es un colorante que se une selectivamente al surco
menor de las regiones de adenina-timina en el ADN (Carballo, 2013). El colorante por si
solo tiene una longitud de onda de excitaciébn/emisiébn de 349/488 nm, y en complejo
DAPI-AT la una longitud de excitacion/emision cambio a 364/454 nm. La fluorescencia es
directamente proporcional a la cantidad de ADN presente. En contraste, también puede
unirse al ARN en el complejo DAPI-AU, teniendo una longitud de emision de ~500nm.

NH,"

N 2Cr

N
Fe N NH,

+

Figura 2.2 Estructura quimica del dihidroclorhidrato 4°.6"-didiamidino-2’-
fenilindol. dihidrocloruro. DAPI.

La pared celular se tiidé mediante el colorante blanco de calcoflior (BCF). Su férmula
guimica se presenta en la Figura 2.3. Este colorante es un miembro de la clase de
agentes blangueadores fluorescentes. Tiene afinidad de uniéon a los compuestos de

celulosa y quitina presentes en la pared celular de los organismos vegetales.

7%
Na- ==
HN -
] v
Na- ozg:_o N//\NI\>‘~~/‘
o} \
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= 0==8=0 NK

OH

Figura 2.3 Estructura quimica del colorante blanco de clacofltor
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La tincion de las endomembranas se realizé con el fluorocromo N-(3-Trietilamoniopropil)-
4-(6-(4- dibutilamonio) fenil) hexatrionil) piridino (FM4-64). Este reactivo se utiliza en
estudios de endocitosis, trafico vesicular y la organizacion de organelos en células
eucariotes (Figura 2.4). Este fluoréforo pertenece a una clase de colorantes estirilo
anfifilico desarrollado por Betz y colaboradores (1992) y es fluorescente cuando se
encuentra en un ambiente hidrofébico, como las membranas celulares ricas en lipidos. En
contraste, se realizd la tincién de la membrana plasmatica con el fluoréforo CellMask™ el
cual estd formado por moléculas anfipaticas, que contienen un motivo lipofilico y uno

hidrofilico cargado negativamente, que permite su unién a ésta.

a) FM4-64
(CH,CH,);N*(CH,);N* CH=CH— N[(CH,),CH,],,
2Br-
b)

EANANAAD

Figura 2.4 Esquema de internalizacion del FM4-64. a) Estructura quimica del N-(3-
trietilamoniopropil-4-(-6-(4-(dibutilamino) estiril piridino dibromuro FM4-64 e b) internalizacion del
colorante dentro de la célula, que muestra la tincién de las diferentes membranas: v: vacuola, m:
mitocondria, E: endosoma, ER: reticulo endoplasmatico, G: aparato de Golgi, SSPK y SPK: sistema

de endosomas Spitzenkorper (Fisher-Partén, 2000).
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La identificacion intracelular de las ROS se realiz6 a través de la fluorescencia emitida por
el fluoréforo acetoximetil éster del diacetato de 2°,7 -diclorodihidrofluoresceina (H,DCFDA
AM, Invitrogen). Este reactivo ha sido ampliamente utilizado para la deteccion de las ROS
en las células. Los grupos carboxilicos y el acetometil éster (AM) dan lugar a una
molécula sin carga, la cual es permeable a la membrana celular. Una vez dentro de la
célula, los grupos lipofilicos son hidrolizados por esterasas no especificas; el producto
hidrolizado es capaz de reaccionar inmediatamente con cualquiera de las ROS y de esta
forma dar como resultado a la molécula fluorescente (Figura 2.5). La oxidacion del
producto del H,DCFDA AM tiene una longitud de excitacion/emision de 495/529 nm.

f

O S NG
H-DCFDA-AM

MEMBRANA PLASMATICA |

ACTIVIDAD DE
ESTERASAS

cn;—@—o 0. o—ﬁ—o«;
H,DCFDA ®

o 'l

(no fluorescente) o

o

(&
DCF LKL
(fluorescente) O g

Figura 2.5 Hidrélisis del fluoréforos H,DCFDA-AM. El grupo acetoximetil éster (AM), de este

@)

S

reactivo, le permite al H,DCFDA-AM su facil difusién en la célula. Una vez en el citoplasma es
hidrolizado a H,DCFDA, el cual es oxidado por cualquiera de las ROS, dando lugar al compuesto

fluorescente DCF (Molecular Probes, Detection Technologies Invitrogen 2004).
2.5.2 LOCALIZACION DE LAS ROS in situ

Para la localizacion de las ROS en las células de C. chinense, se utilizaron suspensiones
de 14 dias de cultivo, las cuales fueron acondicionadas con 1 g de células en 25 mL de

Triton X-100 al 0.1% en amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH 5.6. Se incubaron durante 30
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min y luego se tomaron alicuotas de 200 ul que fueron colocadas en tubos Eppendorf de 2

ml que contenian 800 ul de amortiguador de fosfatos 0.1M, pH 5.6. Se agregaron los

colorantes en las condiciones que se muestran en el cuadro 2.1, y posteriormente, se

aplico el tratamiento con AS. Se evalu6 cada muestra a los 0, 10, 20 y 30 min de

tratamiento, mediante su observacion en un microscopio confocal FluoView ™ FV1000

(Olympus, Japan, con lampara de mercurio).

Las muestras se prepararon en portaobjetos tratados con poli-L-lisina al 10% y se

cubrieron con cubreobjetos justo antes de su observacién al microscopio confocal.

Cuadro 2.1 Condiciones para la tincion de las diferentes estructuras celulares en las células de C.

chinense.
Longitud
de
excitacion/
Tiempo de emision
Tincidn Nombre Concentracion | internalizacion (nm)
DAPI
Nucleo diclorhidrato de 4,6- 1uM 30 minutos 358/461
diamidino-2-fenilindol
DCFDA AM-
acetoximetil éster de
ROS diacetato de 100 uM 30 minutos 495/527
2", 7 diclorodihidro
fluoresceina
FM4-64
dibromuro de N-(3-
. eﬁq”b‘igh as T”et"am(%'_’af’mp”)"" 1.74 uM 15 minutos 558/734
dibutilamino)fenil)
hexatrienil) puridinio
Pared .
Blanco de calcofluor 2 uM 30 minutos 355/433
celular
Membrana | o) \ask ™ Orange 0.1 30 minutos 560/660
plasmética
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2.6 DETERMINACION DE LOS NIVELES EXTRACELULARES DE H,0,

La determinacion de los niveles de H,O, en el medio donde crecieron las células en
suspension de C. chinense se realizdé mediante Amplex ® (10-acetil-3,7-
dihidroxifenoxazina). EI Amplex Red (Invitrogen; Thermo Fisher Scientific) es un
compuesto no fluorescente que es empleado como una sonda para la determinacion de
H,O, extracelular. EI Amplex Red reacciona con el H,O, en una relacion estequiométrica
1:1 catalizada por la peroxidasa de rabano (HRP), para dar lugar a la forma fluorescente:

la resorufina (Figura 2.6).

Amplex ® : (10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazina)

H,0, H,0
Amplex red

HO o H
Amplex red radical @ED/Q
3

 Fe Il e |V ——

-CH’
I
Estado Componente | °
basal ?
Amplex red Amplex red radical
HO ° o
—Fe IV @: D/
g—caa

Componente | g

-
-
———--..____________-----__ ______

Dismutacion
Resorufina

@NIZ °

Figura 2.6 Reaccion quimica del Amplex ®. Este reactivo no fluorescente cambia a su forma

fluorescente en presencia de H,0,, con la actividad de la peroxidasa de rabano (HRP).

Se elaboré una curva estandar de H,O, (Figura 2.7), con una solucién a 200 uM de H,O,
al 3% (p/p) y una solucién de trabajo que contenia: 10 mM de Amplex ® Red reagent, 0.1
U/ mL HRP y 50 mM amortiguador de fosfato de sodio a pH 7.4. La cuantificacion de H,O,
se llevo a cabo por espectrofotometria UV-visible a una longitud de onda de 570 nm.
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Figura 2.7 Curva estandar de H,O, utilizando Amplex Red. El rango de H,O, fue de 0-8 uM,

concentracion final.

Para la medicién del H,O, extracelular, las suspensiones celulares de 14 dias de cultivo
fueron acondicionadas en medio fresco durante 30 min. Después se tomaron alicuotas de
1 mL, que fueron colocadas en tubos Eppendorff de 1.5 mL y se les aplicé los
tratamientos con AS (0, 1, 50, 100 y 200 uM) durante 30 minutos. Las muestras con
tratamiento se incubaron en agitaciéon a 60 x g a 25 °C. Luego, las muestras fueron

centrifugadas a 20, 187 x g durante 15 min.

El sobrenadante, que corresponde al medio de cultivo a evaluar, se colocé en tubos
nuevos para su posterior medicién con el Amplex ® Red reagent. Las absorbancias se
determinaron a 570 nm, en un espectrofotometro de luz visible y las concentraciones de
H,O, en las muestras se obtuvieron interpolando los valores de absorbancias obtenidos
en la curva estandar de H,O,. Se llevaron a cabo tres experimentos independientes con

sus respectivos duplicados cada uno.
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CAPITULO 1Il
3. RESULTADOS
3.1 CURVA DE CRECIMIENTO DE LA LINEA DE C. chinense Jacq.

Se determind la curva de crecimiento de la linea celular de C. chinense, con el objetivo de
confirmar si el comportamiento de ésta durante su ciclo de cultivo continua siendo similar
a lo reportado anteriormente. Para esto, se utilizaron suspensiones celulares de 14 dias
de cultivo, cuantificando el peso fresco y el peso seco durante un periodo de 24 dias.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 3.1. El peso fresco mostré una fase de
latencia del dia 1-5, continuando con la etapa exponencial del dia 6 hasta el dia 17 de
cultivo y finalmente, se presento la fase estacionaria del dia 18 en adelante. El peso seco
sigue la misma tendencia de crecimiento observada en el peso fresco. Estos resultados
permitieron corroborar que el comportamiento del crecimiento fue similar a los datos

obtenidos con anterioridad (Cab-Guillén, 2012).

0.6
0.5
0.4
0.3
0.2

PESO SECO (g)

0.1

PESO FRESCO (g)

_0. 1 'l 'l 'l 'l 0
0 5 10 15 20 25

DIAS DE CULTIVO
Figura 3.1. Curva de crecimiento de la linea de células en suspensiéon de C. chinense,

representada en peso fresco (@ y peso seco (@). Los datos representan el promedio de tres

experimentos independientes con dos réplicas cada uno + el error estandar.
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Adicionalmente, se calcul6 el tiempo de duplicacion con los datos obtenidos en el peso

fresco inicial y final, y peso seco inicial y final, con las siguientes formulas:
Tasa de crecimiento especifica (u):

Inxf —Inxo
t

u =

X0 = peso inicial
xf = peso final

t= tiempo de cultivo transcurrido

Tiempo de duplicacion (dt):

Los resultados obtenidos indicaron que la linea celular de C. chinense presenté una tasa
de crecimiento especifica (u) de 0.09 gramos/ dia de cultivo y un tiempo de duplicacion
(dt) de 7.70 dias obtenidos a partir del peso fresco. Utilizando los datos de peso seco, se
obtuvo una tasa de crecimiento de 0.10 gramos/dia y un tiempo de duplicacion (dt) de 6.9
dias. Los resultados obtenidos corroboraron que el incremento de la masa fue similar,
tanto en el peso fresco como en el peso seco. También con este pardmetro se concluyé
que las células a los 14 dias de cultivo contintan estando en la fase exponencial (con una
u= 0.13 y un dt=5.5).

De esta forma, se planteé que la linea celular de C. chinense a los 14 dias de cultivo se
encontraba a la mitad de la fase exponencial donde el metabolismo primario es mas
activo. Lo anterior, es de importancia para el estudio del sistema de transduccion de

sefales.
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3.2 EFECTO DEL TRATAMIENTO DEL AS EN LA VIABILIDAD DE LAS CELULAS DE

C. chinense

Como parte de este estudio fue necesario evaluar si los diferentes tratamientos con AS
modifican la viabilidad celular; por lo que se establecieron las condiciones para la
cuantificacion de este pardmetro de las suspensiones celulares de C. chinense por

espectrofotometria.

Como se observa en la figura 3.2, la viabilidad de las células testigo (sin tratamiento) fue
81%; mientras que las células tratadas con 1, 100 y 200 uM AS presentaron una
reduccién de alrededor del 14% de viabilidad, en comparacion con el testigo. Las células
gue fueron tratadas con 50 uM AS disminuyeron su viabilidad en un 17%, comparado con

el testigo.
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Figura 3.2 Efecto del AS en la viabilidad de las células de C. chinense. Las células de 14 dias
de cultivo fueron tratadas con diferentes concentraciones de AS durante 30 minutos. Los datos
son expresados en porcentaje de viabilidad y representan el promedio de tres experimentos

independientes con dos réplicas cada uno. + ES. *p< 0.01.

Por lo tanto, estos resultados indican que el AS no gener6 una modificacion importante en
la viabilidad en las células tratadas con 1, 100 y 200 uM. Sin embargo, las células que

fueron tratadas con 50 uM AS mostraron un cambio significativo en la misma.
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3.3 LOCALIZACION INTRACELULAR DE ROS

Un objetivo de este estudio fue analizar el efecto del AS en la localizacion intracelularer de
H.O,. En este trabajo, se estandarizaron las condiciones para la localizacion de los
niveles intracelulares de H,O,. Las observaciones se llevaron a cabo en células de 14
dias de cultivo y se utilizaron diferentes fluorocromos para la localizacion de los diferentes
compartimentos celulares, como DAPI (nucleo), BCF (pared celular) y el carboxi-DCFDA-
AM (H,O,). Una vez aplicados los fluorocromos, las células fueron tratadas con AS

durante un curso temporal de 30 min.

En la figura 3.3 se observan las micrografias de las células de C chinense testigo durante
un curso temporal de 30 minutos. La figura 3.3A se observa a las células testigo en el
campo claro. Estas células son alargadas, cilindricas y estdn organizadas en forma de
cadena. Esta misma agrupacion y forma fue constante durante el tiempo de observacion.
La figura 3.3B muestran la fluorescencia verde indicativo de la localizacion intracelular de
H,O, en las células testigo de C. chinense, analizados durante el curso temporal. Se
observé sefial correspondiente a ROS en el citosol, asi como en el nlcleo. Todas las

células analizadas en el campo de observacion mostraron el mismo comportamiento.

En la figura 3.3C se sefialan el nlcleo y la pared celular de las células sin tratamiento. El
nucleo se encuentraba en el centro de cada célula, inmerso en el citosol delimitado por la
pared celular, la cual no presentd algun dafio. Tanto el ndcleo como la pared celular se
modificaron durante el tiempo de observacion.

Finalmente, la figura 3.3D muestra la superposicion de las imagenes descritas
anteriormente. En esta, se indica donde se encontraron las sefiales correspondientes a
las ROS en las células en el nucleo (especialmente en los nucledlos), asi como una
distribucion abundante en el citosol. En ambos compartimentos celulares, los niveles de

las sefiales de las ROS fueron constantes durante el curso temporal evaluado.
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Tiempo (minutos)

0 10 20 30

Figura 3.3 Localizacion de las ROS en las células testigo de C. chinense. Las
imagenes fueron obtenidas con un del microscopio confocal. A) células observadas
en el campo claro, B) sefial verde fluorescente que indica la localizacién de las ROS,
C) ndcleo y pared celular localizados por la sefal azul fluorescente y D)
superposicion de las imagenes By C que permiten la localizacion de las ROS en las
células. El cuadro rojo representa la célula que se mostrara en una amplificacién en

la figura 3.8.
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Las micrografias presentadas en la figura 3.4 representan células que fueron tratadas con
1 uM AS y observadas durante un curso temporal de 30 min. La figura 3.4A muestra la
morfologia de las células observadas en el campo claro: 1) las células cilindricas y
alargadas, agrupadas en forma de cadena como se mostré en las células testigo y 2)
aglomerados celulares. Cabe mencionar que las células se encontraban turgentes e
integras a pesar del tratamiento con AS; sin embargo, se observo la presencia de cuerpos
membranosos abundantes en el citosol, la pared celular mas gruesa y las células estaban

hiperhidratadas en comparacion con las células testigo.

En la Figura 3.4B se muestra la localizacion de las ROS presentes en las células tratadas
con 1 uM AS, durante un curso temporal de 30 min. Las ROS se encontraron solamente
en las células aglomeradas; donde la sefial de estas increment6 a los 20 y 30 min de
tratamiento. En contraste, las células agrupadas en forma de cadena no presentaron

sefales de ROS bajo este tratamiento.

Los nucleos observados eran redondos y estaban bien formados, algunos en la parte
central de la célula y otros en el extremo inferior de la misma célula (Figura 3.4C). En este
caso, es interesante mencionar que se observaron diferentes nucléolos en todos los
ndcleos de las células tanto en las células aglomeradas como en las células agrupadas en

forma de cadena.

La figura 3.4D permitié conocer el efecto del tratamiento (1uM AS) en la localizacion de
las ROS durante el curso temporal analizado. Como se mencioné anteriormente, las ROS
se encontraron sélo en las células aglomeradas, distribuidas en el citosol. Ademas, un
aumento en la intensidad de la sefial de ROS se observé en el conjunto de células mas

aglomeradas, el cual se incrementé durante el tiempo de observacion.
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Tiempo (minutos)

Figura 3.4 Localizacion de las ROS en las células de C. chinense tratadas con 1 uM
de AS. Las imagenes fueron obtenidas con un del microscopio confocal. A) células
en el campo claro, B) sefial verde fluorescente que indica la localizacién de las ROS,
C) nlcleo y pared celular localizados por la sefial azul fluorescente y D)
superposicion de las imagenes By C que permiten la localizacion de las ROS en las
células. El cuadro rojo representa la célula que se mostrara en una amplificacién en

la figura 3.8.
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La morfologia de las células tratadas con 50 uM AS se muestran en la figura 3.5A
observadas en el campo claro durante un curso temporal de 30 min. En estas
micrografias se observaron tanto células aglomeradas como células agrupadas en
cadena. En ambos casos, las células mostraron una menor turgencia, hiperhidratadas e
incluso algunas estaban plasmolizadas. Adicionalmente, se observo la formacién de
estructuras membranosas mas abundantes en comparacion con las células tratadas con 1
uM AS y las células testigo. Tanto el nicleo como la pared celular se encontraron

integros.

En la figura 3.5B se observa la localizacion de las ROS bajo estas condiciones, ellas
estuvieron presentes en las células aglomeradas y ausentes en las células agrupadas en
cadena. Adicionalmente, es interesante mencionar que las sefiales correspondientes a las

ROS se incrementaron a partir de los 10 min de observacion.

La figura 3.5C muestran las micrografias que sefialan el ndcleo y la pared celular. La
pared celular se observd mas delgada en comparacion con la pared de las células testigo
y los nicleos de las células se mostraron redondos e integros, excepto los de las células
plasmolizadas. Ademas, los nucleos presentaron de uno a dos nucléolos en todas las

células observadas.

Finalmente, la figura 3.5D representa la superposicion de las micrografias 3.5B y 3.5C
para localizar las ROS en las células tratadas con 50 uM AS. Las sefiales se encuentran
dispersas en las células aglomeradas, mientras que en algunos nucleos en particular
mostraron acumulaciones. La sefal de la presencia de ROS en los nlcleos marcados se

observé mas intensa en la membrana nuclear y en el nucleoplasma.
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Tiempo (minutos)
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Figura 3.5 Localizacién de las ROS en las células de C. chinense tratadas con
50 uM AS. Las imagenes fueron obtenidas con un microscopio confocal. A)
células en el campo claro, B) sefial verde fluorescente que indica la localizacién
de las ROS, C) nucleo y pared celular localizados por la sefial azul fluorescente
y D) superposicion de las imagenes By C que permiten la localizacion de las
ROS en las células. El cuadro rojo representa la célula que se mostrara en una

amplificacién en la figura 3.8.
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En la figura 3.6 se observan las células de C. chinense que fueron tratadas con 100 uM
AS y fueron analizadas en un curso temporal de 30 min. En la figura 3.6A se muestra la
morfologia que presentaron las células en estas condiciones de tratamiento, la cual fue
similarer a las células testigo. En este campo de observacion, Unicamente se muestran
células agrupadas en forma de cadena. El nacleo de estas células se observo circular y
se encontraba en el centro de la célula, la pared celular estaba integra y delgada. En
general las células se mostraron turgentes y bien formadas. Adicionalmente, es
interesante mencionar que se encontraron pocos cuerpos membranosos presentes en el

citosol, que fueron constantes durante todo el curso temporal.

En este tratamiento, no se detectaron sefiales correspondientes a las ROS en las células
(Figura 3.6B). En la figura 3.6C se muestran la pared celular integra y delgada, asi como

el nicleo redondo, sin dafio y algunas células presentan de uno o dos nucléolos

En la figura 3.6D se superponen las imagenes 3.6B y 3.6C de esta seccion, lo cual
permite conocer la localizacion de las ROS en las células tratadas con 100 uM AS. Como
se menciond anteriormente, bajo estas condiciones de tratamiento y en el campo de
observacién presentado, en las células agrupadas en forma de cadena, no se encontré
sefial de ROS.
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Tiempo (minutos)

0 10 20 30

3 ¥ 3

A

é

Figura 3.6 Localizaciéon de las ROS en las células de C. chinense tratadas con 100
uM AS. Las imégenes fueron obtenidas con un microscopio confocal. A) células en
el campo claro, B) sefial verde fluorescente que indica la localizacién de las ROS,
C) ndcleo y pared celular localizados por la sefial azul fluorescente y D)
superposicion de las imagenes By C que permiten la localizacién de las ROS en
las células. El cuadro rojo representa la célula que se mostrara en una amplificaciéon

en la figura 3.8.

S

53



CAPITULO Il

Las micrografias de la figura 3.7 muestran células que fueron tratadas con 200 uM AS y
observadas durante un curso temporal de 30 min. Se observaron células agrupadas en
cadena que se encontraban hinchadas, en comparacion con las células testigo (Figura
3.7A). Ademaés, los ndcleos se observan redondos y rodeados de cuerpos membranosos.
En contraste, su pared celular era delgada en los bordes exteriores de la célula; sin

embargo, en el espacio intercelular se observa translicida.

En la figura 3.7B se muestran las sefales correspondientes a las ROS bajo estas
condiciones, donde se observé una muy tenue sefial a los 10 min de observacion, la cual
fue aumentando en intensidad hasta los 30 min. Sin embargo, en comparacion con las
células testigo, esta sefial es menor. En la figura 3.7C se observa que la pared celular se
mostré delgada e integra en todas las células del campo de observacion y el nucleo
redondo. Pocas células presentaron dos nucléolos.

La localizacion de las ROS tratadas con 200 uM AS se presentan en la figura 3.7D, que
resulté de la superposicion de las figuras B y C. Las ROS se encontraban cerca de la

pared celular y se mostraron sefiales puntuales en el nacleo.
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Tiempo (minutos)

Figura 3.7 Localizacién de las ROS en las células de C. chinense tratadas con 200

uM AS. Las imagenes fueron obtenidas con un del microscopio confocal. A) células
en el campo claro, B) sefial verde fluorescente que indica la localizacién de las ROS,
C) ndcleo y pared celular localizados por la sefial azul fluorescente y D)
superposicion de las imagenes By C que permiten la localizacién de las ROS en las
células. EIl cuadro rojo representa la célula que se mostrara en una amplificacion en

la fiaura 3.8.
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La figura 3.8 es una composicion fotografica de las células amplificadas 3.0 x. Se
muestran Unicamente imagenes de las células tratadas con los diferentes tratamientos

con AS observadas a los 30 minutos.

Testigo 1 uM AS 50 uMAS 100 uMAS 200 uM AS

Figura 3.8 Micrografias de las células de C. chinense tratadas con las diferentes
concentraciones de AS a los 30 minutos de observacion; las imagenes estan a un zoom
de 3.0 x. Las imagenes fueron obtenidas con un microscopio confocal. A) células en el
campo claro, B) sefial verde fluorescente que indica la localizacion de las ROS, C)
nacleo y pared celular localizados por la sefal azul fluorescente y D) superposicion de
las imagenes B y C que permiten la localizacion de los niveles de las ROS en las

células. Cada columna representa las células tratadas a una concentracién con AS.
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Esta composicion fotografica permite una mejor apreciacibn de las caracteristicas
mencionadas como son la presencia de cuerpos membranosos, localizacion de ROS en el
nucleo (células testigo) y el adelgazamiento de la pared celular (células tratadas con 50
uM AS). Cabe mencionar que en esta condicion se obtuvo el menor porcentaje de
viabilidad (64%). También se muestra la presencia de diferentes nucleolos en las células
tratadas con 1 uM AS, en contraste, con los otros tratamientos las células tienen de uno a

dos nucleolos.

Estos resultados permitieron determinar que las células de C. chinense generan ROS
intracelularmente y que estoas se encuentran localizadas en el citosol, en los bordes de la
célula 'y en el nacleo. Los tratamientos con 1, 50 y 100 uM AS no presentaron sefiales de
ROS en las células agrupadas en cadena; sin embargo, en las células aglomeradas si se
encontraron estas y fueron aumentando en intensidad a los 30 min de observacion.
También es importante resaltar la presencia de cuerpos membranosos en abundancia en
las células tratadas con 1 y 50 uM AS, en contraste en las células tratadas con 100 uM

AS fueron pocos, lo anterior comparado con las células testigo.
3.4 EFECTO DEL AS EN LOS NIVELES EXTRACELULARES DE H,0,

Algunas suspensiones celulares liberan H,O, al medio durante su crecimiento, por lo tanto
que trabajo se plante6 como un objetivo determinar si el cultivo C. chinense liberaba H,0,
al medio, en células sin y con tratamiento con AS. Las suspensiones celulares de 14 dias
de cultivo fueron acondicionadas y tratadas a las diferentes concentraciones finales de AS
(0, 1, 50, 100 y 200 uM) durante 30 min, y se aplico el ensayo enzimatico como se
describi6 en la secciobn 2.6. Los valores de absorbancias de las muestras fueron
interpolados en la curva estandar elaborada (Figura 2.7). Los resultados indicaron que
bajo las condiciones experimentales, las suspensiones celulares de C. chinense no

liberan H,O, al medio.

Lo anterior se determind llevando a cabo diferentes ensayos de cuantificacion, donde se
utilizaron diferentes volumenes de muestra con la finalidad de concentrar el H,0,
posiblemente presente en el medio de cultivo de las células tratadas con las diferentes

concentraciones de AS, a los 30 min de tratamiento. Sin embargo, para ninguno de los
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casos se detectaron niveles de H,O, extracelular (Cuadro 3.1). Cabe mencionar que los
volumenes de muestra utilizados se ajustaron de acuerdo al volumen méaximo de muestra
necesarios para el ensayo de Amplex Red ®, siendo el volumen méximo de reaccién de
480 ul, los cuales incluyen: 240 ul de muestra mas 240 ul de la mezcla de reaccion (la

HRP, Amplex Red ® y solucién amortiguadora).

Cuadro 3. Determinacion de H,O, extracelular en el medio de cultivo de las células de C. chinense

tratadas con diferentes concentraciones de AS.

Tratamientos con AS  ul de medio de cultivo de las suspension celular [uM

[uM] de 14 dias
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CAPITULO IV
4 DISCUSION

El AS funciona como una sefial en diferentes tipos de estrés (abidtico y abibtico). Es una
molécula que tiene un efecto ambivalente, por un lado, promueve la acumulacion de las
ROS (prooxidante) y por el otro, su eliminacion (antioxidante) (Herrera-Vasquez et al.,
2015) en diferentes compartimentos celulares (Wrzaczek et al., 2013), siendo esto
esencial para la respuesta de defensa. Adicionalmente, los inductores y otros estimulos
ambientales pueden también inducir un estallido oxidativo en los cultivos celulares
(Gracio-Medrano et al., 2005).

En estudios realizados en el modelo de suspensiones celulares, se ha estudiado la
participacion de la sefializacion fosfolipidica en la regulacién del metabolismo secundario,
en particular en la produccién de vainillina, estimulada con el MeJA y con el AS (Altazar-
Molina, 2008; Rodas-Junco et al., 2015). Los resultados generados en esos estudios
demostraron que el AS estimula la actividad de la PLC y la PLD asi como aumenta el
contenido de vainilina en las células de C. chinense tratadas con diferentes
concentraciones de AS. También se evalué la formacion de PA en respuesta al AS y el

MeJa, encontrandose un aumento en sus niveles por la activacién de la PLC.

La via fosfolipidica da lugar a la generacién de segundos mensajeros, como son el PA, el
DAG, los lisofosfolipidos y los acidos grasos libres (Rodas-Junco, 2014). ElI PA
considerado como una molécula de sefializacion lipidica universal, regula numerosos
procesos (Zhao, 2015) activando la sefializacion de proteinas cinasas activadas por
mitdgenos (MAPK), proteinas cinasas dependientes de Ca®*, a la NADPH oxidasa,
canales iénicos, el tréfico vesicular y el estrés oxidativo (Testerink y Munnik 2005, Wang,
2002). En Arabidopsis, se ha encontrado que el PA es requerido en la respuesta a ROS, y
en su defecto, la ausencia de la PLD5 provoca una mayor sensibilidad para provocar la

muerte celular generada por H,O, (Zhao, 2015).
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Con base en lo anterior, en el presente trabajo se evaluaron los niveles intracelular y
extracelulares de H,0;) en respuesta a a diferentes concentraciones de AS en el modelo
de suspensiones celulares de C. chinense. Primeramente se llevo a cabo la cuantificacion
de la viabilidad en células con y sin tratamiento con AS, ya que la sefializacion mediada
por el AS puede conducir a la muerte celular programada (Chen et al., 1993). De esta
manera, es importante mencionar que el ensayo de induccibn con AS, bajo las
condiciones experimentales evaluadas, no generé un cambio importante en la viabilidad
de las células de C. chinense, manteniéndose aproximadamente a un 80% (Figura 3.2).
Por lo tanto, se demostr6é que los tratamientos con AS fueron adecuados para evaluar el

estrés oxidativo.

Cab-Guillén (2012) realiz6 experimentos de dosis respuesta con AS (0, 1, 10, 50, 100 y
150 uM) en suspensiones celulares de C. chinense, de 14 dias de edad, para evaluar su
efecto en el crecimiento celular durante 24 dias. Se detect6 una estimulacién en el
crecimiento de las células tratadas con 1uM AS, mientras a 100 y 150 uM AS hubo una
disminucion en el crecimiento. Las células tratadas con 10 y 50 uM AS no presentaron
diferencias en comparacion con las células testigo. En este estudio, las células tratadas
con 50 uM AS presentaron la menor viabilidad (64%). Se sugiere entonces que las

concentraciones de AS empleadas no afectaron el crecimiento celular.

En suspensiones celulares de arroz tratadas con diferentes inductores quimicos, entre
ellos el AS (a una concentracion final de 100 uM) durante 48 horas, se reportd6 una
disminucién del 7% en su viabilidad en comparacién con la muestra testigo ( Masuta et al.,
1991). Ademas, notaron que las células tratadas con AS presentaron un engrosamiento
en la pared celular en comparacion con el testigo. De esta forma, concluyen que el AS
proporciona mayor resistencia y por ende, una mayor proteccion a las células a pesar que
su viabilidad haya disminuido. En contraste, es importante mencionar que en nuestro
estudio las células tratadas con 50 uM AS mostraron un adelgazamiento de la pared

celular.

Con respecto a lo anterior, Malinovsky et al., (2014) sefalan que al existir una distorsion
de la integridad de la pared celular se genera una deformacion en membrana plasmatica
adyacente a la pared; por lo cual, bajo esta condicion de tratamiento de 50 uM AS estaria

ocurriendo un cambio en la estructura de la pared celular, pero sin afectar notablemente la
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integridad de la membrana plasmatica, siendo esto reflejado en su viabilidad que es 1.2

veces menor que las células testigo.

En los experimentos realizados para determinar la localizacion de ROS intracelularmente
como se observa en las (Figuras 3.3-3.8) se emplearon técnicas de marcaje fluorescentes
con el fluor6foro DCFDA AM-acetoximetil éster de diacetato de 2°7 -diclorodihidro
fluoresceina. La reduccion del &acido acético del 2°7 -difluoresceina es estable a la
autoxidacién (Brandt y Keston, 1965) debido a que este método estd basado en la
oxidacion del diacetildihidrofluoresceina por el peréxido de hidrogeno, convirtiéndose asi
en la forma fluorescentemente detectable (Keston y Brandt, 1965)

En este trabajo, los resultados de la localizacion de las ROS permitieron conocer que las
células presentan niveles basales de las ROS y que en las células tratadas con AS, estos
disminuyen. Estos resultados forman parte de los primeros reportes generados de
estallido oxidativo determinado en suspensiones celulares de C. chinense. En contraste
con otros cultivos en suspension, no detectaron niveles basales, sino hasta ser sometidos
a algun tipo de estrés, por ejemplo en respuesta a la toxicidad por aluminio (Esquivel-
Hernandez, 2016), Las micrografias permitieron observar la formacion de estructuras
membranosas en las células que fueron tratadas con AS. Existen reportes relacionan la
sefalizacién por AS es mediada con el proceso de autofagia, asi como en la induccion de
la formacion de vesiculas (Masuta et al., 1991) a nivel de membrana plasmatica (Kulich y
Zarsky, 2015).

Respecto al H,O, extracelular en los cultivos celulares, Gracia-Medrano y colaboradores
(2005) investigaron el estrés oxidativo generado en suspensiones celulares de
Lycopersicon esculentum Mill. inducido por la adicion de oligogalaturénidos. Este
tratamiento dispar6 una rapida sintesis de H,O,, el cual fue detectable dentro de las dos
primeras horas en el medio extracelular, que alcanz6 un nivel de 4.5 veces el inicial
después de las seis horas. La cantidad de detectada fue de 10-** mol H,O, /célula min, los
cuales son comparables con los valores obtenidos en cultivos de soya y tabaco, en
respuesta a la infeccién con Phytophtora parasitica. Por lo tanto, el resultado obtenido en
este estudio estaria indicando que las condiciones de tratamiento con AS, tanto en tiempo
como en exposicion, no promueven la liberacion de H,O, al medio de cultivo. Por ejemplo,

Gemés y colaboradores (2011) determinaron la participacion del AS en respuesta a la
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salinidad dada por la adicion de 100 uM NaCl y con 0.1 uM a 0.1 mM AS en plantulas y
raices de tomate (Solanum lyrcopersicum), concluyendo que las concentraciones
micromolares de AS no generan un cambio importante en el metabolismo oxidativo
intracelular.
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CAPITULO V
5.1 CONCLUSIONES GENERALES
Con base a los resultados obtenidos en este trabajo se pudo concluir lo siguiente:

e Las concentraciones de AS utilizadas en este trabajo, no tuvieron un efecto
significativo en la viabilidad de las células de C. chinense.

e Los niveles intracelulares de las ROS se modificaron por los tratamientos con AS,
en comparacion con la muestra testigo.

e Se cuenta con el constructo pk2gw7.0-HyPer para la cuantificacion de H,O, in vivo
en protoplastos transformados

e Se consiguid reproducibilidad en el aislamiento de los protoplastos de C. chinense,
a partir de células de 14 dias de cultivo y se estandarizaron las condiciones para
determinar su viabilidad con y sin tratamiento con AS.

e Las suspensiones celulares de C. chinense en las condiciones evaluadas, tiempo y

concentraciones con AS, no liberaron H,O, al medio.
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5.2 PERSPECTIVAS

En el presente trabajo se determind que en las suspensiones celulares de C. chinense
tratadas con AS (0, 1, 50, 100 y 200 uM) se modificaron los niveles intracelulares de ROS
y que el H,0, no fue liberado al medio bajo estas condiciones. Con base en lo anterior, y
para continuar el estudio de la respuesta de esta linea celular, en el estallido oxidativo

generado principalmente por el H,O,, se propone:

e Realizar una dosis respuesta de AS a concentraciones mayores a las empleadas
en este trabajo.

e Determinar la actividad de diferentes enzimas que participan en la respuesta
redox, como la NADPH oxidasa.

e Cuantificar los niveles de Ca?" y PA con los tratamientos con AS sugeridos a
mayores concentraciones.

e Transformar protoplastos de C. chinense con el plasmido pk2gw7.0-HyPer3 vy
determinar la eficiencia de la transformacion.

o Realizar los experimentos de dosis respuesta de AS en los protoplastos
transformados.

e Cuantificar los niveles intracelulares de H,O, in vivo en los protoplastos
transformados y determinar su localizacion.

e Generar una linea celular transformada con el plasmido pk2gw7.0-HyPer.

e Realizar una construccién molecular para co-localizar los niveles de H,0, in vivo y

Ca**
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ANEXOS

ANEXOS

ANEXO I. AISLAMIENTO DE PROTOPLASTOS A PARTIR DE LAS SUSPENSIONES
CELULARES de C. chinense

1. Pesar 0.2 g de Driselasa ® de Basidiomycetes sp., 0.2 g de cellulisina y adicionar
600 ul de pectinasa de Aspergillus niger.

2. Adicionar 15 ml del medio de aislamiento para protoplastos [sorbitol 450 mM, KCI
123 mM, sacarosa 87 uM, CacCl, anhidrido 6 mM, NH4;NO; 10 mM, KH,PO, 625
uM, &cido 2-(N-morfolino etano sulfénico, (MES) 5 mM].

3. Filtrar el medio con un filtro millipore (0.45 uM) en una caja Petri y agregar 15 ul de
ampicilina (50 ug/ml) y 7 ul de leupeptina (100 pg/ml).

4. Pesar 1 g de peso fresco de las suspensiones celulares filtradas y adicionarlo a la
solucion de aislamiento. Homogenizar.

Incubar a 28°C en oscuridad con agitacién (30 rpm) durante 16 h.
Decantar las células en un tubo falcon de 50 ml estéril durante 1 hora a
temperatura ambiente.

7. Remover el sobrenadante y resuspender en 5 ml de medio de aislamiento fresco,
repetirlo dos veces.

8. Contary ajustar a una densidad de aproximadamente del x 10° protoplastos.
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ANEXOS

ANEXO Il. DETERMINACION DE LA VIABILIDAD DE PROTOPLASTOS

1. Colocar 250 ul de protoplastos en un tubo Eppendorf de 1.5 ml (aproximadamente
1 x 10°células).

2. Elaborar una solucion de trabajo de diacetato de fluoresceina (FDA) (5 mg/ml
acetona) diluida en 2 ml del medio de aislamiento para protoplastos.

3. Agregar 125 ul de la solucién de trabajo de FDA al tubo con protoplastos e incubar
durante 5 min.

4. Observar los protoplastos (10 pul) en un microscopio de epifluorescencia (Axioplan
Il Germany) a 490-514 nm, empleando una cdmara de Newbauer.

5. Determinar el niumero de protoplastos viables:(No. protoplastos en el campo

fluorescentes / No. protoplastos en el campo claro) x 100).
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Figura Al. Efecto del AS en la viabilidad de protoplastos. Los protoplastos fueron tratados
con diferentes concentraciones (finales) de AS durante 30 min. La viabilidad se determiné

con el diacetato de fluoresceina (FDA) y el conteo se realizé con una camara de Newbauer.
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ANEXOS

ANEXO IIl. OBTENCION DEL PLASMIDO pk2gw7-Hyper3

10.
11.

Recombinar 2 ul del plasmido pENTER-HyPer3, 1 ul de solucién salina (1:4 v/iv) y
2 pl del vector destino pk2gw7 (Figura A2a).

Incubar la reaccion a 25°C durante una hora.

Adicionar 5 ml de la reaccion de recombinacion a un tubo con 100 ul de células
quimiocompetentes de E. coli DH5q.

Aplicar choque térmico para transformar las células: 30 minutos en hielo y 45 seg
a 42°C y luego adicionar 800 pul de caldo super 6ptimo (SOC), [2% triptona, 0.5%
extracto de levadura, 10 mM NacCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSQO, y 20
mM glucosal.

Incubar a 37 °C con agitacion a 100 rpm durante una hora y centrifugar a 14,000
rpm durante 1 min.

Resuspender la pastilla en 100 ul del sobrenadante y colocar en cajas Petri que
contengan medio LB sdlido con espectinomicina (200 mg/ml).

Incubar a 37°C durante 16 h.

Seleccionar colonias positivas y realizar PCR en colonia (Figura A3).

Purificar el plasmido y verificar su amplificacion en un gel de agarosa al 1.2%.
Mandar a secuenciar el plasmido pk2gw7-HyPer3 (Figura A2b).

Conservar del plasmido pk2gw7-HyPer3 en glicerol al 80% y almacenar en el

ultracongelador a - 20°C.
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Figura A2. Vector de expresion en plantas pk2gw7.0. a) El vector contiene los sitios de
recombinacion attR1 y attR2 para su recombinacion con el plasmido pENTR:-HyPer3, un promotor
p35S y un gen de resistencia a kanamicina. b) El Vector pk2gw7.0 que contiene la secuencia de
interés HyPer 3 de 1437 pb, este constructo fue recombinado en células de E. coli DH5a (Imégenes
del software Snap Gene ® version 2.3.2.). La secuencia de este constructo se encuentra disponible

en la base de datos del Instituto de Biotecnhologia de la UNAM, con el nUmero de acceso 3879.

Perspectivas del uso del constructo pk2gw7.0:HyPer3

e Estandarizar las condiciones de transformacion de protoplastos con el plasmido
pk2gw7-Hyper3.

e Comparar los protoplastos trasformados con el vector pk2gw7.0:HyPer3 con los
protoplastos transformados con el vector vacio, por microscopia confocal y por
PCR.

e Analizar los niveles de H,O, in vivo en protoplastos transformados (con y sin

tratamiento con AS) con el plasmido pk2gw7-Hyper3.
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Figura A3. Amplificacion de la clona pk2gw7.0:HyPer3 en un gel de agarosa al 1.2%. El constructo de la
clona se llevé a cabo en el vector de expresion pk2gw7.0 con la secuencia de la sonda molecular HyPer3,
la amplificaciéon se realizé mediante una PCR empleando el oligonucléotido en sentido (pH735S) y el
oligonucledtido antisentido con el niumero de acceso 3879 (datos de secuenciacion del Instituto de
Biotecnologia, UNAM). El tamafio esperado del constructo es de 973 pb. Los numeros en los carriles
indican las clonas tomadas del cultivo y el carril con la letra M se refiere al marcador de peso molecular de
1 kb.
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