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RESUMEN

Las lipoxigenasas (LOXs) son enzimas con hierro no-hemo ampliamente
distribuidas en las plantas. Estas enzimas catalizan la dioxigenacion de los acidos
grasos poli-insaturados que presentan un sistema (1Z, 4Z)-pentadieno, tales como
los acidos linoleico y a-linolénico, para producir hidroperéxidos de acidos grasos.
Los hidroperoxidos producidos de ésta manera, sirven de sustrato para varias
enzimas, entre las que se encuentran la aleno 6xido sintasa (AOS) y la
hidroperdxido liasa (HPL), a partir de las cuales se derivan compuestos
importantes para los procesos de sefalizacion y de defensa de las plantas en
respuesta a la herida y a fitopatégenos, tales como el acido jasmoénico (JA) y el
metil jasmonato (MeJA), y el trans-2-hexenal, respectivamente.

De los cuatro genes de Arabidopsis thaliana (AfLOX2, AtLOX3, AtLOX4 y AtLOX6)
que codifican para LOXs con péptido de transito hacia el cloroplasto, sélo se ha
caracterizado al gen AtLOX2, el cual se induce en respuesta a la herida y al MeJA.
Ademas se ha demostrado que la enzima AtLOX2 es necesaria para la sintesis del
JA en respuesta a la herida. Por otra parte, se ha observado que la infeccién de
plantas silvestres de A. thaliana con el hongo fitopatégeno Alternaria brassicicola
incrementa los niveles endégenos de JA. Por lo tanto, para estudiar la regulacion
de la expresion de los genes AfLOX2, AILOX3, AtLOX4, AtLOX6, AOS y HPL,
analizamos la acumulacién de sus transcritos en respuesta a la herida, a los
compuestos volatiles MeJA y trans-2-hexenal, y al hongo A. brassicicola en
plantas silvestres de A. thaliana mediante RT-PCR y Northern blot. También
analizamos la expresién de estos genes en plantas cosupresoras de AtLOX2
(incapaces de producir JA en respuesta a la herida) y en plantas mutantes coi -1
(insensibles al JA) inducidas por la herida.

Nuestros resultados mostraron que AtLOX3 respondié a la herida y que la
acumulacién de su transcrito junto con el de A{LOX2, dependen parcialmente de la
percepcion del JA por la planta. Ademas, observamos que la expresion de HPL
inducida por la herida depende totalmente del JA producido en respuesta a dicho
estrés, mientras que la expresion de AOS en respuesta a la herida es
independiente del JA. Por su parte, el MeJA y el trans-2-hexenal indujeron la
expresion de los genes AtLOX3, AtLOX6, y HPL. En respuesta al hongo A.
brassicicola observamos sélo la expresion de los genes AtLOX2 y AOS, los cuales
participan en la sintesis del JA. También se analizé la acumulacion de las
proteinas AtLOX y AOS en respuesta a la herida mediante Western blot.
Encontramos una acumulacion constitutiva de ambas proteinas tanto en plantas
sin herir como heridas, ademas de un enriquecimiento de éstas en extractos de
cloroplastos. Sin embargo, los resultados obtenidos de las mutantes coi7-1
mostraron que la acumulacién de AOS inducida por la herida depende de la
proteina COI1. Por lo tanto, se tiene que los genes de la via de las LOXs se
expresan y se regulan diferencialmente en respuesta a la herida y al hongo A.
brassicicola.



INTRODUCCION

Las plantas son organismos sésiles anclados al suelo mediante un sistema de
raices que les permite adquirir nutrientes y agua, por lo cual se encuentran
desprovistas de movimiento alguno que les permita eludir los dafios ocasionados
por microbios, insectos o herbivoros vertebrados. Para defenderse, las plantas
han desarrollado estrategias de supervivencia que les permiten adaptarse a los
estrés ambientales tanto biodticos (virus, bacterias, hongos, plantas, animales)
como abiodticos (herida mecanica, sequia, salinidad, temperatura) a los cuales se
encuentran expuestas ordinariamente. Dichas estrategias de supervivencia
incluyen la alteracion de procesos morfolégicos, fisiolégicos y del desarrollo en
respuesta tanto a sefiales internas derivadas de la planta como a sefiales externas
provenientes del ambiente, las cuales determinan finalmente las respuestas de
defensa intra- e intercelulares de las plantas.

MECANISMOS DE DEFENSA DE LAS PLANTAS

En comun con otros organismos sésiles o de movimiento lento (anfibios, esponjas
marinas, corales), las plantas han desarrollado mecanismos de defensa
constitutivos e inducidos que les permiten rechazar, inhibir o matar a sus
enemigos (Wink, 2003), tales como los que se describen a continuacion.

Defensas constitutivas

Las defensas constitutivas son aquellos rasgos inherentes de las plantas que les
sirven como una primera barrera de defensa contra los estrés abiéticos y contra
los ataques por microorganismos patogénicos, insectos y herbivoros vertebrados.
Las espinas, los tricomas y la cuticula forman parte de las barreras fisicas de las
plantas que restringen el acceso de las plagas a las partes mas nutritivas de éstas
y les permiten soportar exitosamente la agresion por herbivoros pequefios
(Kessler y Baldwin, 2002). Ademas, las plantas también cuentan con metabolitos
secundarios constitutivos, tales como la nicotina (alcaloide), los cardendlidos
(terpenos) y el acido clorogénico (compuesto fenélico), los cuales actdan como
insecticida, como compuestos toxicos para los herbivoros vertebrados y como
agente antimicrobiano, respectivamente (Croteau ef al., 2000; Dixon, 2001).

Defensas inducidas

Las defensas inducidas son aquellas respuestas de las plantas que aparecen sélo
cuando éstas reconocen a algin factor bidtico o abidtico en particular. Entre los



productos que forman parte de la respuesta de defensa inducida de las plantas se
encuentran proteinas tales como las inhibidoras de proteasas (PINI y PINII; Pefa-
Cortes et al., 1995) y la enzima polifenol oxidasa, las cuales protegen a las plantas
de las proteasas digestivas de los insectos herbivoros (Noordermeer et al., 2001).
Ademas, diversos metabolitos secundarios también forman parte de la respuesta
de defensa inducida de las plantas, entre los que se encuentran los estilbenos
(compuestos fendlicos), el capsidiol (terpeno) y la berberina (alcaloide), los cuales
actian como insecticidas, como fitoalexina y como agente antimicrobiano,
respectivamente (Croteau et al. 2000; Dixon, 2001).

La respuesta de defensa inducida se basa principalmente en la activacion
transcripcional de genes, la cual ocurre como resultado de una compleja y diversa
red de transduccién de senales (Noordermeer ef al., 2001). Entre éstas senales se
encuentran aquellas derivadas de la peroxidacion de lipidos catalizada por las
lipoxigenasas (Weber, 2002), cuya reaccion deviene en la produccién de oxilipinas
(compuestos ciclicos o aciclicos oxidados derivados del catabolismo de los acidos
grasos que regulan procesos tanto de defensa como del desarrollo de las plantas
(Creelman y Rao, 2002)) tales como la hormona acido jasménico (JA), los
compuestos volatiles metil jasmonato (MeJA) y trans-2-hexenal, entre otros
(Creelman y Mullet, 1997; Farmer, 2001).

LA ACTIVIDAD DE LAS LIPOXIGENASAS

Las lipoxigenasas (LOXs) constituyen una familia génica de dioxigenasas con
hierro no-hemo ampliamente distribuidas en plantas y animales. Estas enzimas
catalizan la dioxigenacioén regio- y estéreo-especifica de los acidos grasos poli-
insaturados (PUFAs) que presentan un sistema (1Z,4Z)-pentadieno, tales como
los acidos linoleico (LA, 18:2) y o-linolénico (a-LeA, 18:3) en las plantas (Figura
1), y el acido araquidénico (20:4) en los animales (Siedow, 1991; Porta y Rocha-
Sosa, 2002).

Las LOXs de las plantas se clasifican como 9- 0 13-LOXs de acuerdo con la
posicion en el acido graso donde introducen al oxigeno molecular (Figura 1). De
ésta manera, se tienen a los acidos 9- y 13-hidroperoxioctadecadienoicos (9-, 13-
HPOD) y 9- y 13-hidroperoxioctadecatrienoicos (9-, 13-HPOT) como productos de
la reaccion de las LOXs sobre los acidos linoleico y a-linolénico, respectivamente
(Feussner y Wasternack, 2002). Estos hidroperoxidos derivados de las reacciones
de las LOXs sirven de sustrato para varias enzimas, las cuales convierten a dichos
compuestos en oxilipinas Utiles para la planta (Figura 2 y Tabla I).
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Especificidad de los sustratos

La mayoria de las LOXs de las plantas prefieren a los acidos grasos libres como
sustratos (Siedow, 1991). Sin embargo, se ha demostrado que dos 13-LOXs, la
LOX1 de las semillas de soya y una LOX de las raices de pepino, muestran
actividad con PUFAs esterificados a los fosfolipidos (Matsui et al., 1998; Feussner
y Wasternack, 2002), involucrando la actividad de las LOXs sobre las membranas.
Ademas, se ha descrito la actividad de otras LOXs, tales como la LOX de los
cuerpos lipidicos de pepino, la 13-LOX de las plantulas de cebada y la LOX
vegetativa de las hojas de soya, con PUFAs esterificados en lipidos neutrales,
tales como los triglicéridos (Feussner et al., 1998; Feussner y Wasternack, 2002),
implicando a estas LOXs en el catabolismo de dichos lipidos.

Localizacién intracelular

Se han observado paralelamente LOXs citosoélicas y vacuolares en las hojas de la
cebada y de la soya, y en el fruto del pepino (Fischer et al., 1999; Tranbarger et
al., 1991). En los cotiledones del pepino y de la soya, ademas de las LOXs
solubles, se encontraron LOXs asociadas a las membranas microsomales y a los
cuerpos lipidicos (Matsui et al., 1992). En plantas como la espinaca, la cebada y el
chicharo, se ha detectado a las LOXs preferentemente dentro de las membranas
de los cloroplastos de las hojas (Feussner et al., 1995). Aunque la mayoria de las
LOXs se encontraron en el estroma, al menos en la espinaca se detectd la
actividad de LOX dentro de la fraccion membranosa (Blée y Joyard, 1996).
Ademas, el anélisis de la expresion temporal y espacial de las LOXs asociadas
con los cuerpos lipidicos y con los cloroplastos, mostré la participacion de éstas
LOXs en el metabolismo de los lipidos de almacenamiento (Feussner ef al., 2001)
y en la formacién del acido jasménico (Bell ef al., 1995), respectivamente. De ésta
manera, es posible que las distintas LOXs tengan una localizacion intracelular
especifica, lo cual contribuiria con una diferenciacion temporal y espacial de la
actividad de éstas enzimas para la formacion de los hidroperdxidos derivados de
los PUFAs, los cuales son subsecuentemente canalizados dentro de ramas
diferentes de la via de las LOXs.

Dominios conservados

La cristalizacién de la LOX1 de soya mostré que esta enzima contiene dos
dominios estructurales: un barril § de 146 residuos y un conjunto helicoidal de 693
residuos. Ademas, se encontré al atomo de hierro en el centro del dominio mas
grande y se observé que esta coordinado por tres histidinas y por el COO- del
extremo carboxilo terminal (Boyington et al., 1993). Los analisis de las secuencias
de aminoacidos de LOXs de papa (Royo et al.,, 1996), de pepino (Matsui et al.,
1999) y de frijol (Porta y Rocha-Sosa, 2000), han mostrado que las caracteristicas
estructurales encontradas en la LOX de soya se encuentran conservadas también
en estas plantas.



Ademas, mediante una busqueda de dominios conservados en las LOXs de
A. thaliana realizada en el sitio del NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/), se
identificaron a dos dominios estructurales: el PLAT o LH2 y el de lipoxigenasa
(Figura 3), lo cuales se corresponden con el barril p y el conjunto helicoidal,
respectivamente, encontrado en la LOX1 de soya.

El dominio PLAT (Policistina-1, Lipoxigenasa, Alfa-Toxina) o LH2
(Homologia con Lipoxigenasa) consiste de un barril § compuesto por ocho hebras.
Este dominio se identifica en dos subgrupos muy similares estructuralmente, las
lipoxigenasas y las lipasas. Sin embargo, mientras que en las lipoxigenasas el
dominio PLAT se encuentra en el extremo amino terminal, en las lipasas se
encuentra en el extremo carboxilo terminal. Se ha mostrado que el dominio PLAT
de la lipasa pancreatica media la asociacion de ésta enzima con la membrana.
Ademas, también se ha demostrado que el barril § de la lipoxigenasa de los
cuerpos lipidicos de pepino media la union de ésta enzima a los liposomas y a los
cuerpos lipidicos (May et al., 2000). Asi, tal parece que se necesita de este
dominio para que ambos tipos de enzimas puedan acceder a sus sustratos de
membrana.

Por su parte, el dominio de lipoxigenasa esta compuesto por un conjunto
helicoidal y consta de una region de 664 residuos en la cual se presentan las
mayores identidades y similitudes entres las secuencias de aminoacidos de las
LOXs.
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Figura 3. Dominios estructurales conservados en las lipoxigenasas de Arabidopsis
thaliana. Dominios PLAT (Policistina-1, Lipoxigenasa, Alfa-Toxina) o LH2 (Homologia
con Lipoxigenasa), y de Lipoxigenasa conservados en las proteinas AtLOXI citosdlica y
AtLOX2 cloroplastica. PT: péptido de transito hacia el cloroplasto.



FUNCIONES FISIOLOGICAS DE LAS LIPOXIGENASAS

Las LOXs se han asociado con varios procesos en las diversas etapas del
desarrollo de las plantas, desde los estadios de semilla hasta la germinacién vy el
crecimiento vegetativo (Siedow, 1991; Kolomiets ef al., 2001). Ademas, también se
ha asociado la participacion de las LOXs en los mecanismos de defensa de las
plantas (Figura 4; Porta y Rocha-Sosa, 2002).

Las LOXs se encuentran presentes normalmente en las semillas de las
plantas (Siedow, 1991), por lo cual se cree que pueden funcionar como proteinas
de almacenamiento. En las semillas en germinaciéon del pepino se ha visto que
una LOX asociada con los cuerpos lipidicos oxigena a los acidos grasos
esterificados, los cuales una vez oxigenados, son cortados preferentemente para
ser liberados en el citosol, donde son metabolizados posteriormente via la
B—oxidacion (Feussner et al., 2001). Contrariamente a lo que ocurre en el pepino,
las LOXs de las semillas y de las plantulas de soya no se encuentran asociadas
con los cuerpos lipidicos. Ademas, tampoco ocurre una oxigenacién importante de
los 4cidos grasos poli-insaturados en las plantulas en germinacién de la soya, lo
cual sugiere que ésta planta no utiliza a las LOXs para la movilizacién de lipidos
durante la germinacién (Wang et al., 1999).

El tejido vegetativo de las plantas sintetiza proteinas de almacenamiento
vegetativo (VSP) diferentes de las proteinas de almacenamiento encontradas en
las semillas. La sintesis de VSPs se regula durante el desarrollo en funcién de la
necesidad de almacenar nitrégeno en exceso, y la acumulacién de sus productos
responde a la relacién suministro/captacion. Se han identificado a varias VSPs
como LOXs que se acumulan en las hojas de la soya en respuesta a la limitacion
en la captacion de nutrientes (Fischer et al.,, 1999). Ademas, las paredes de las
vainas de la soya funcionan como un reservorio importante de nutrientes para las
semillas en desarrollo. Se ha visto que dichas paredes acumulan cantidades altas
de LOXs y VSPs durante el desarrollo, y se ha demostrado que estas proteinas
son las primeras en disminuir su concentracion durante el desarrollo de las
semillas (Dubbs y Grimes, 2000), confirmando la importancia de su
almacenamiento.

La implicacion de una LOX, la AtLOX2 de Arabidopsis thaliana, en la
biosintesis del JA inducida por la herida se demostré en plantas cosupresoras del
gen AtLOX2. Estas plantas cosupresoras no muestran un fenotipo visible diferente
al observado en las plantas silvestres, sin embargo, son incapaces de acumular
JA en respuesta a la herida. No obstante, el nivel basal del JA no se encuentra
alterado. Ademas, estas plantas muestran una expresion muy reducida de genes
inducidos por el JA y por la herida, tal como el VSP1 que codifica para una
proteina de almacenamiento vegetativo (Bell ef al., 1995).
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FUNCIONES DE LOS PRODUCTOS DERIVADOS DEL METABOLISMO DE LAS
LIPOXIGENASAS

En las plantas, los productos de la via de las LOXs tienen funciones muy diversas,
encontrandose su participacion en varios procesos del crecimiento y del
desarrollo, e importantemente en las respuestas de defensa de las plantas (Tabla |
y Figura 4).

Desarrollo y crecimiento

En las plantas transgénicas de papa que expresan al gen POTLX-1 en antisentido
se observa, ademas de una actividad de LOX reducida, un efecto muy drastico en
la produccion de los tubérculos, pues estos son deformes y pequefios. Estos
resultados sugieren que las LOXs estan involucradas en el control del crecimiento
y del desarrollo del tubérculo, probablemente mediante la sintesis de oxilipinas
que regulan el crecimiento celular durante la formacién del tubérculo (Kolomiets et
al., 2001).

El JA y el MeJA (colectivamente llamados jasmonatos), modulan la
expresion de numerosos genes e influencian aspectos especificos del crecimiento
y del desarrollo de las plantas. Los jasmonatos inhiben la germinacion del polen
(A. thaliana) y de las semillas (Quercus robur), asi como el crecimiento de las
raices (A. thaliana) y la expresion de genes del aparato fotosintético (cebada), sin
embargo, se requieren para la tuberizacién (papa), la maduracién de frutos
(tomate), la produccién de polen viable (A. thaliana) y la dehiscencia de la antera
(A. thaliana) (Creelman y Mullet, 1997; Devoto y Turner, 2003).

Defensa contra la herida y el ataque por herbivoros

Los jasmonatos y los aldehidos- y alcoholes-C6 modulan la expresion de varios
genes de defensa e influencian aspectos especificos de las respuestas de las
plantas a la herida y a los insectos (Tabla I; Creelman y Mullet, 1997; Turner et al.,
2002).

El JA y el acido oxo-fitodienoico (OPDA), derivados de la rama de la aleno
oxido sintasa (AOS), actian como moléculas sefial y se ha visto que sus niveles
se incrementan en respuesta a la herida (Bell ef al., 1995; Stintzi ef al, 2001). El JA
activa genes que codifican para enzimas inhibidoras de proteasas (PIN) y para la
enzima polifenol oxidasa, las cuales ayudan a proteger a las plantas del dafo
ocasionado por las proteasas digestivas de los insectos (Doares et al., 1995).

La mutante coi1-1 se aislé en una busqueda (“screening”) de mutantes de
A. thaliana insensibles a la inhibicién del crecimiento por la toxina bacteriana
coronatina, la cual esta relacionada estructuralmente con el acido jasmoénico y el
OPDA (Feys et al., 1994). Las mutantes coi7-1 no responden a la inhibicion del
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crecimiento de las raices por el MeJA, son machos estériles y son insensibles al
JA, ya que no expresan a genes regulados por dicha hormona, tales como los
VSPs, el Thi2.1y el PDF1.2 (Penninckx et al., 1998, Devoto et al., 2002). Ademas,
éstas mutantes coi71-1 son susceptibles a la herida y a los ataques por insectos
herbivoros y por distintos patogenos (McConn ef al., 1997; Thomma et al., 1998;
Xie et al., 1998). Por lo tanto, éstos resultados muestran la importancia del JA en
la respuesta de defensa de la planta a la herida. Ademas, se ha visto que las
LOXs inducidas por la herida también se inducen por la aplicacion exégena del JA
(Porta et al., 1999), lo cual sugiere un mecanismo de retroalimentacion en la
biosintesis del JA y la participacion de éste compuesto en la regulacion de la
sintesis de otras oxilipinas.

El gen COI1 codifica para una proteina de 67 kDa con 16 repeticiones ricas
en leucina (LRRs) y un motivo de caja F en su extremo N-terminal (Xie ef al.,
1988). Las proteinas con caja F se encuentran presentes en los organismos
eucariontes desde la levadura hasta el hombre, y funcionan como receptoras de
proteinas reguladoras que después de ser ubiquitinadas son transferidas al
proteasoma para su degradacion. Las proteinas con caja F se asocian con las
proteinas SKP1, culina y Rbx para formar una ligasa de ubiquitina E3 conocida
como el complejo SCF (Devoto et al., 2002).

En A. thaliana hay al menos 10 proteinas culinas, 19 proteinas similares a
SKP1, o ASKs, y 337 proteinas con caja F (Arabidopsis Genome Initiative, 2000).
Las proteinas con caja F proporcionan especificidad al complejo E3. Entre las
proteinas con caja F de plantas con una funcidén conocida se encuentran TIR1,
involucrada en la respuesta a auxina (Ruegger et al., 1998), UFO/FIM, requerida
para el desarrollo floral (Ingram ef al., 1997), FKF y ZTL, ambas involucradas en el
control del ritmo circadiano (Nelson et al., 2000), y COI1, requerida para la
respuesta a jasmonatos (Xie et al., 1998).

Los aldehidos- y alcoholes-C6 producidos a partir de la rama de la
hidroperdxido liasa (HPL), forman parte del olor asociado con las hojas heridas,
por lo cual también se les llama compuestos volatiles de hoja verde (Noordermeer
et al., 2001). En A. thaliana, el trans-2-hexenal, cominmente emitido después de
una herida, induce la expresién de algunos genes que responden al JA, como el
gen AOS, sin embargo, falla en la induccién de otros genes que responden al JA,
como el Thi2.1 que codifica para una tionina con propiedades antimicrobianas
(Bate y Rothstein, 1998). Esto indica que sefales diferentes de las ramas
derivadas de LOX actdan también como mediadoras en la respuesta a la herida.

Por otra parte, se ha demostrado la localizacién diferencial de las enzimas
AOS y HPL dentro de los cloroplastos de tomate. Mientras que la AOS se encontré
asociada a la membrana interna, la HPL se encontré asociada a la membrana
externa (Froehlich et al., 2001), con lo cual se abre la posibilidad de que distintas
LOXs se encuentren también asociadas con diferentes membranas en el
cloroplasto, y por ende, con enzimas de diferentes vias, lo que conllevaria a la
compartamentalizacién de la sintesis de las oxilipinas dentro del cloroplasto.
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Figura 4. Funciones de las lipoxigenasas durante la vida de la planta
(modificada de Porta y Rocha-Sosa, 2002).

TABLA 1. Productos del metabolismo de las lipoxigenasas con una
actividad propuesta o conocida (modificada de Porta y Rocha-Sosa, 2002).

COMPUESTO

RAMA

ACTIVIDAD

(13S)-Hidroperoxi-(9Z-11E)-

octadecadienoico (13 -HPOD)

y HPOT
9-y 13-HPOD o HPOT

Acido jasménico (JA)

OPDA

(C6-) volatiles (aldehidos y
alcoholes)

Acido dinor-oxo-fitodienoico
9- y 13-cetodienos

Traumatina
(Z)-jasmona

Acidos colneleico y
colnelénico

Aleno dxido sintasa
(AOS)

AOS

Hidroperdxido liasa
(HPL)

A0S
LOX

HPL

AOS

Divinil eter sintasa

(DES)

Inhibidores de la sintesis de micotoxinas®

Desarrollo de la respuesta hipersensible*

Seiializacion en la resistencia a los insectos y a la
herida®; induccién de genes de defensa *; viabilidad del
polen*

Seiializacién en respuesta a la herida y al ataque por
patégeno*; curvamiento de zarcillos*

Seiializacion en respuesta a la herida *; atrayentes de
enemigos de los herbivoros®; antimicrobianos®; olores*

Seiializacion en respuesta a la herida*

Sefalizacion en respuesta a la herida y al ataque por
patdgeno®; induccién de la muerte celular®

Sealizacién en respuesta a la herida®

Repelente de herbivoros y atrayente de enemigos de
los herbivoros *; sefializacion en la defensa de la
planta*

Antimicdticos*

* Actividad conocida

b Actividad propuesta




Los compuestos volatiles de hoja verde actian en la defensa de las plantas
contra los insectos directa- o indirectamente. Su implicacién directa se demostro
en plantas transgénicas de papa sin HPL, las cuales exhibieron menor resistencia
a los afidos (Kessler y Baldwin, 2002). Los compuestos volatiles de hoja verde
también juegan un papel como moléculas sefal. En un estudio de campo realizado
por Kessler y Baldwin (2001) se demostrd que el cis-3-hexenol, cominmente
encontrado en el espacio superior de las plantas después de un ataque por
herbivoro, atrae a un depredador cuando es liberado por las plantas.

Cuando las plantas son dafadas por insectos herbivoros se incrementa
significativamente la cantidad de compuestos volatiles normalmente liberados por
una planta intacta. Estos compuestos volatiles son cualitativa- y/o
cuantitativamente diferentes de aquellos emitidos por las plantas heridas
mecdanicamente o sin dafar (Arimura et al., 2000), debido probablemente a los
productos que se encuentran en las secreciones orales de los insectos. Uno de
estos productos, la volicitina encontrada en las secreciones orales de la oruga
(Spodoptera exigua) de la remolacha, induce por si mismo la liberaciéon de
compuestos volatiles que atraen a avispas parasitas (Cotesia marginiventris) en
las plantas de maiz (Zea mays) (Alborn et al., 1997). Debido a que la estructura de
la volicitina se relaciona con los productos de la via de AOS, se sugiere que éste
compuesto podria estar involucrado en la activacion de las respuestas de defensa
de las plantas mediadas por las LOXs.

La aplicacién exégena del JA induce la produccién de una mezcla de
compuestos volatiles por las plantas que es similar, pero no idéntica, a aquella
producida en respuesta al ataque por herbivoros (Agrawal, 2000). Ademas, en un
experimento de campo se demostré que la aplicacién exdgena del JA en plantas
de tomate, provoca un aumento en el parasitismo de las larvas de S. exigua por su
enemigo natural, la avispa Hyposoter exiguae (Thaler, 1999). De ésta manera, los
productos de la via de la LOX funcionan en la proteccion de la planta contra los
herbivoros a través de la induccion de varias moléculas de defensa y mediante la
atraccion de depredadores.

Defensa contra el ataque por patégenos

La infeccién de plantas de cacahuate con Aspergillus spp induce la expresién de la
PnLOX1, cuyos productos de reaccion, los acidos 13-HPOD y 9-HPOD, inhiben e
inducen la sintesis de micotoxinas, respectivamente, otorgandole a ésta LOX una
funcion en la interaccién hongo-planta (Burow et al., 2000). En las plantas de papa
infectadas con Phytophtora infestans se sintetizan los acidos colneleico y
colnelénico, compuestos con actividad antimicrobiana derivados de la accién de 9-
LOXs (Weber et al.,, 1999); mientras que el compuesto con actividad
antimicrobiana producido por las plantas de Phaseolus vulgaris en respuesta a la
infeccion con Pseudomonas syringae pv phaseolicola es el trans-2-hexenal
derivado de la rama de HPL, el cual inhibe por completo el crecimiento de la
bacteria (Croft et al., 1993; Farmer, 1994). El trans-2-hexenal también induce la
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acumulacion de fitoalexinas sesquiterpenoides en plantas de algodon heridas
(Farmer, 2001), actuando de ésta manera en la prevencién de infecciones
posteriores con microorganismos patogénicos.

Las defensinas son proteinas antifungicas pequefias encontradas en los
animales y en las plantas (Broekaert et al., 1997). En A. thaliana, la expresion local
y sistémica del gen de la defensina PDF1.2 es inducida durante la infeccién con el
hongo necrotréfico Alternaria brassicicola (Penninckx et al., 1996). Se ha
demostrado que el gen PDF1.2 se induce en respuesta al JA y que después de la
infeccion con A. brassicicola, el JA se acumula tanto en las hojas infectadas como
en las hojas sin infectar (Penninckx et al., 1998), implicando al JA en la defensa de
la planta contra éste hongo. Sin embargo, aln quedan por confirmar la funcion
directa de la proteina PDF1.2 y los procesos que regulan la acumulacién del JA en
respuesta a dicho hongo.

ANTECEDENTES

LA ViA DE LAS LIPOXIGENASAS EN Arabidopsis thaliana

La via de las LOXs juega un papel muy significativo en la respuesta de defensa
inducida de A. thaliana, ya que a partir de ésta via se derivan oxilipinas muy
importantes para la planta (Tabla I). Sin embargo, sélo la rama de la via de las
LOXs que parte de la actividad de una 13-LOX sobre el acido _-linolénico (18:3)
produce a la hormona acido jasmoénico y sus derivados, asi como a los hexenales
y aldehidos volatiles (Figura 5; Creelman y Rao, 2002), todos compuestos muy
importantes para la defensa de la planta. Por tal motivo, ésta rama ha sido la que
mas se ha estudiado y es la que se describe principalmente a continuacién.

Los acidos grasos octadecatrienoico (acido o-linolénico, 18:3),
hexadecatrienoico (16:3) y monogalactosil diglicérido

El primer paso en la via de las LOXs comienza con la actividad de éstas sobre los
PUFAs que utilizan como sustratos. Las membranas de las plantas, especialmente
las membranas de los cloroplastos, son ricas en acido a—LeA esterificado en los
glicerolipidos y en los fosfolipidos (Creelman y Rao, 2002). Los niveles, la
distribucién y/o la disponibilidad del a-LeA son necesarias para la biosintesis del
JA. Esto se demostro al observar que la mutante de A. thaliana fad3-2 fad7-2 fad8
con niveles muy bajos de o-LeA es incapaz de acumular JA en respuesta a la
herida (McConn et al.,, 1997). Se ha observado que la herida ocasiona un
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incremento en los niveles de los acidos grasos libres tales como los acidos LA y a-
LeA (Conconi et al., 1996), y que la aplicaciéon de acido a-LeA en las plantas
resulta en la acumulacién del JA (Farmer y Ryan, 1992). Lo anterior sugiere que el
incremento del JA en las hojas heridas pudiera activar a fosfolipasas, con la
consecuente liberacion del acido o-LeA de las membranas.

Las fosfolipasas (PL) se encuentran presentes constitutivamente en los
tejidos de las plantas y degradan a las membranas cuando son liberadas de los
organelos en respuesta a la herida. En A. thaliana, el gen DAD1 codifica para una
fosfolipasa A1 (PLA1) cloroplastica cuya actividad libera a los acidos grasos de los
fosfolipidos. La mutante dad1 es defectuosa en la dehiscencia de la anteray en la
maduracion de los granos de polen, pero éstas caracteristicas se rescatan con la
aplicacion del acido a-LeA (Ishiguro et al.,, 2001). Estos resultados, junto con el
hecho de que la acumulacién del mMRNA de DAD1 se induce por la herida, indica
que la proteina codificada por DAD1 es una enzima lipolitica que cataliza la
liberacion del acido o-LeA, a partir del cual se inicia la biosintesis del JA. Por otra
parte, una construccién en antisentido mostré que la activacion de una fosfolipasa
D (PLD), la cual hidroliza a los fosfolipidos generando acido fosfatidico (PA) y
grupos de cabeza libres, promueve la produccion del JA inducida por la herida
(Turner et al., 2002). Ademas, la activacion de la PLD por la herida, resulta de la
translocacion de ésta enzima desde el citosol hasta las membranas después de
que ocurre un incremento en los niveles del Ca®* citosolico inducido por dicho
estrés (Wang et al., 2000). Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que las
LOXs actlien sobre sus sustratos (los PUFAs) cuando éstos se encuentren audn
esterificados a los lipidos de las membranas.

Ademas del acido a-LeA, se han descubierto otras fuentes de acidos grasos
que podrian participar en la produccion del JA. El analisis de la mutante fad5
deficiente en acidos grasos hexadecatrienoicos (16:3) mostré que en A. thaliana,
la molécula de 16 carbonos identificada como &cido dinor-oxo-fitodienoico
(dnOPDA) deriva directamente de los hexadecatrienoicos (16:3) de los plastidos y
no del proceso de B-oxidacién del OPDA. Ademas, los niveles del dnOPDA
aumentan en las hojas heridas (Weber et al.,, 1997), lo cual indicaria que es
liberado de las membranas de los plastidos. Sin embargo, se desconoce si la
accion de alguna OPR pudiera introducir al dnOPDA en la via de sintesis del JA.

Por otra parte, se ha demostrado que el OPDA se libera de los extractos de
lipidos de hojas de A. thaliana mediante la accién de lipasas especificas sn1. La
estructura que contiene al OPDA se identificd como sn1-O-(12-oxofitodienoil)-sn2-
O-(hexadecatrienoil)-monogalactosil diglicerido (MGDG-Q) y se ha observado un
incremento temporal de éste compuesto en las hojas heridas. Ademas, en A.
thaliana, mas del 90% del OPDA se encuentra esterificado en la posicion sn1 del
glicerolipido especifico de plastidos monogalactosil diglicérido (Stelmach et al.,
2001). De acuerdo con éstos resultados, el OPDA podria actuar como una sefial
primaria en la respuesta de defensa inducida de la planta y ademas podria
explicar el rdpido aumento del JA en respuesta a la herida.
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Figura 5. La via de las lipoxigenasas en Arabidopsis thaliana. Se postula que las sefiales
extracelulares interaccionan con un receptor en la membrana causando la produccion eventual
del acido 13-hidroperoxilinolénico. Se cree que la produccion de éste acido ocurre como
resultado de la liberacién del dcido a-linolénico mediante la accién de una lipasa o fosfolipasa y
su consecuente oxidacion por una LOX. Sin embargo, no se descarta la oxidacion preliminar del
dcido linolénico mientras se encuentra aln esterificado a un fosfolipido y su consecuente
liberacion por una lipasa. El 4cido 13-hidroperoxilinolénico puede entonces ser catabolizado por
la hidroperoxido liasa (HPL), formando eventualmente aldehidos y dcido traumatico. El acido
jasménico (JA) se produce a partir del acido 13-hidroperoxilinolénico mediante la accion de la
aleno déxido sintasa (AOS) y la aleno dxido ciclasa (AOC), formando al acido 12-
oxofitodiencico (OPDA) como intermediario. Una vez formado, el dcido jasmonico regula la
expresion de genes o se cataboliza (Creelman v Rao. 2002).
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Lipoxigenasas

En el genoma de A. thaliana se identificaron seis genes que codifican para
lipoxigenasas mediante la comparacién de nucledtidos con la secuencia del gen
AtLOX2 usando la funcién FASTA de The Arabidopsis Information Resource
(TAIR; http://www.arabidopsis.org/cgi-bin/fasta/nph-TAIRfasta.pl). Los genes
AtLOX1 y AtLOXS5 codifican para LOXs con un peso molecular de
aproximadamente 98 kDa, las cuales no presentan péptido de transito alguno
(analisis realizado con el programa ChloroP,
http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/) lo cual sugiere que se encuentran en el
citoplasma. Sin embargo, los genes AILOX2, AILOX3, AfLOX4 y AtLOXE6 codifican
para LOXs que presentan un péptido de transito hacia el cloroplasto en su extremo
N-terminal (analisis realizado con el programa ChloroP,
http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/), las cuales tienen un peso molecular
entre los 101y 104 kDa.

Los genes AtLOX1 y AtLOX2 se han aislado y caracterizado. El mRNA de
AtLOX1 se expresa en las hojas, en las raices, en las inflorescencias y en las
plantulas jovenes, y su acumulacién se induce por el acido abscisico (ABA), el JA
y por infeccién con la bacteria Pseudomonas syringae (Melan et al., 1993). Por su
parte, el gen AfLOX2 se expresa principalmente en las inflorescencias y en las
hojas, y la acumulacion de su mRNA se induce por la herida, el salicilato, el ABA,
el MeJA (Bell y Mullet, 1993) y el trans-2-hexenal (Bate y Rothstein, 1998). El
papel fisiolégico de AtLOX2 se analiz6 en plantas transgénicas con cosupresion
del gen AfLOX2, las cuales muestran un fenotipo similar a las plantas silvestres,
sin embargo, no acumulan JA en respuesta a la herida (Bell et al., 1995). Por lo
tanto, se requiere de AtLOX2 para la sintesis del JA inducida por la herida. En
cuanto a AILOX3, se ha visto su induccién por el oomicete virulento Peronospora
parasitica (Mahalingam et al., 2003). También se ha reportado que el gen A{LOX4
se induce por sequia y NaCl (Seki et al., 2002). Hasta el momento, se desconocen
las circunstancias bajo las cuales se expresan los genes A{LOX5 y AtLOXB6.

Hidroperdxido liasa

La enzima hidroperoxido liasa (HPL) es una citocromo P450 miembro de la
subfamilia CYP74B. Esta enzima corta los hidroperoxidos formados por la
reaccion de la lipoxigenasa para producir un aldehido de 6 carbonos (C6) y un
oxo-acido de 12 carbonos (C12) (Chapple, 1998; Noordermeer et al., 2001).

En A. thaliana se ha caracterizado un gen que codifica para una HPL con
un peso molecular de 54 kDa, la cual presenta un péptido de transito hacia el
cloroplasto en su extremo N-terminal (Bate ef al., 1998). Mediante experimentos
de transporte in vitro se localizé a la HPL de tomate dentro de la membrana
externa del cloroplasto (Froehlich et al., 2001). En A. thaliana, el gen HPL se
expresa principalmente en las inflorescencias, en las yemas florales, en las flores
y en las silicuas, y a niveles mas bajos en las raices, en las hojas caulinas y en las
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hojas de la roseta. Ademas, la herida y el MeJA inducen la expresiéon de HPL en
las hojas de la roseta (Bate ef al., 1998; Matsui et al., 1999). Significativamente, se
ha mostrado una actividad preferencial de la enzima HPL 10 veces mayor por los
hidroperéxidos derivados del acido a-LeA, respecto de aquellos derivados del
acido LA (Bate et al., 1998). Por lo tanto, lo anterior indica que otra isozima de
HPL debe existir para catalizar la formacién del n-hexanal a partir del 13-
hidroperoxilinoleato.

Aleno oxido sintasa

La enzima aleno éxido sintasa (AOS) cataliza la deshidratacion del 13(S)-
hidroperoxido derivado del acido a-LeA para producir un epéxido inestable (Turner
et al., 2002). El aleno 6xido inestable se puede hidrolizar espontaneamente
formando una mezcla de a- y y-cetoles (80% y 10%, respectivamente) y acido cis-
12-oxofitodienoico racémico (OPDA, 10%) o, en una accién concertada con la
aleno éxido ciclasa (AOC), se puede ciclar para obtener cis(+)-OPDA, el sustrato
para la biosintesis del JA (Schaller, 2001). Al igual que HPL, AOS es una
citocromo P450, pero pertenece a la subfamilia CYP74A (Creelman y Rao, 2002).

En el genoma de A. thaliana existe un solo gen que codifica para la enzima
AQS, la cual presenta un péptido de transito hacia el cloroplasto en su extremo N-
terminal y tiene un peso molecular de 58 kDa (Laudert et al., 1996). La localizacién
de AOS dentro del cloroplasto se ha determinado sélo en el tomate mediante
ensayos de transporte in vitro, encontrando a ésta enzima en las fracciones de
membrana interna (Froehlich ef al., 2001). En A. thaliana, el gen AOS se expresa
principalmente en las hojas y en las flores, y se induce por el JA, por la herida, por
el OPDA, por el acido salicilico (SA) (Kubigsteltig et al., 1999) y por el trans-2-
hexenal (Bate y Rothstein, 1998). Ademas, se ha observado que la herida también
ocasiona un incremento en la actividad de AOS tanto en el tejido dafiado como
sistémicamente en otros érganos de la planta (Laudert y Weiler, 1998).

La planta mutante “knock-out” de AOS en A. thaliana es macho estéril y
defectuosa en la transduccion de sefiales en respuesta a la herida, debido al
bloqueo en la biosintesis del JA (Park et al., 2002). La sobreexpresion de AOS en
plantas transgénicas de tabaco y de A. thaliana no altera el nivel basal del JA en
las hojas sin herir, pero cuando éstas plantas transgénicas se hieren, producen
niveles mas altos de JA respecto de las plantas silvestres heridas (Laudert et al.,
2000). Este resultado sugiere que la ruta biosintética del JA esta limitada por la
produccién del acido linolénico o del acido 13-hidroperdxilinolénico.
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Aleno o6xido ciclasa

La enzima aleno 6xido ciclasa (AOC) cataliza la ciclizacion esterecespecifica del
aleno oxido inestable para formar al acido (9S,13S)-12 oxo-(10,15Z)-fitodienoico
(OPDA) (Turner et al., 2002).

Basandose en la homologia entre las secuencias, Stenzel et al. (2003)
aislaron cuatro cDNAs de A. thaliana a partir de la AOC de tomate, las cuales
codifican para proteinas con pesos moleculares de 28 kDa que presentan
actividad de AOC. Los cuatro genes AOC de A. thaliana responden a la herida
tanto local como sistémicamente, siendo el gen AOC2 el mayormente expresado.
El transcrito de AOC2 también se acumula en respuesta al MeJA. En contraste, la
proteina AOC se encontrd presente constitutivamente, y mediante un analisis
inmunoldgico se localizd en las hojas de la roseta, en las hojas caulinas, en los
haces vasculares y en las yemas florales.

12-oxo-fitodienoato reductasa

La enzima 12-oxo-fitodienoato reductasa (OPR) cataliza la reduccién del OPDA al
acido 3-oxo-2(2-pentenil)-ciclopentano-1-octanoico (OPC:8) (Schaller, 2001). Se
han identificado tres isozimas de OPR en A. thaliana con una masa molecular de
54 kDa. Los genes OPR1 y OPR2 codifican para proteinas con poca habilidad
para reducir el isémero natural (9S, 13S) del OPDA a OPC:8, mientras que la
OPR3 cataliza eficientemente ésta reaccion. Por lo tanto, OPR3 codifica para la
proteina involucrada en la biosintesis del JA. OPR1 y OPR2 se expresan
predominantemente en las raices y son inducidos por la herida. En cambio, OPR3
se expresa en toda la planta, incluyendo flores y hojas, y su expresion se induce
por la herida, por el JA y por la irradiacion UV. Ademas, la OPR3 contiene un
péptido SRL en su extremo C-terminal que sugiere que ésta enzima se encuentra
en el peroxisoma (Creelman y Rao, 2002), lo cual implicaria que su sustrato, el
OPDA, debe ser transportado desde el cloroplasto hasta el peroxisoma.

El analisis de la mutante opr3 ha arrojado resultados muy interesantes
respecto al papel del OPDA en la respuesta de defensa de las plantas. Dicha
mutante es deficiente en la biosintesis del JA y acumula OPDA cuando es herida.
Significativamente, la mutante opr3 tiene respuestas de defensa relacionadas con
el JA para combatir el ataque de insectos (Turner et al., 2002). Por lo tanto,
aunque la aplicacién tépica del JA y del MeJA induzca la transcripcion de genes
de defensa en A. thaliana, el OPDA por si mismo es suficiente para activar las
respuestas de defensa de la planta.
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B-oxidacion

La via de B-oxidacion contiene enzimas que degradan a los acidos grasos
mediante la remocidn secuencial de dos unidades de carbono (Creelman y Rao,
2002). A través de ésta via, el OPC:8 se somete a tres pasos de [3-oxidacion para
formar al JA (Turner et al., 2002). Esto probablemente sucede en los peroxisomas
y/o glioxisomas, puesto que éstos son los Unicos sitios donde se sabe que ocurre
la -oxidacion en plantas (Schaller, 2001). Sin embargo, se ha realizado muy poca
investigacion sobre ésta via en A. thaliana, de la cual sblo se han identificado tres
3-ceto-acil tiolasas (Creelman y Rao, 2002).

Metiltransferasa del acido jasménico

La metilacion del JA para producir al MeJA es catalizada por una S-adenosil-L-
metionina:carboxil metiltransferasa del acido jasménico (JMT) en A. thaliana
(Turner et al., 2002). El gen JMT codifica para un péptido putativo de 45 kDa que
aparentemente no tiene péptido de transito, lo cual indica que JMT es
presumiblemente una enzima citoplasmica. El mRNA del gen JMT se expresa en
el tejido vegetativo y en las flores en desarrollo, y se acumula local y
sisttmicamente cuando los tejidos son heridos o tratados con MeJA (Seo et al.,
2001).

Las plantas transgénicas de A. thaliana que sobreexpresan a la JMT
acumulan MeJA sin alterar el contenido del JA, expresan constitutivamente a los
genes VSPy PDF1.2, los cuales responden al JA, y son mas resistentes a la
infeccion por Botrytis cinerea (Seo et al., 2001). Esto sugiere que la expresion de
la JMT es suficiente para inducir algunas respuestas dependientes del JA, y que el
MeJA puede funcionar como una molécula sefial endégena en la respuesta de
defensa de las plantas.
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JUSTIFICACION

De los cuatro genes (AfLOX2, AfLOX3, AlLOX4 y AfLOX6) que codifican para
LOXs de A. thaliana que presentan un péptido de transito hacia el cloroplasto, sélo
se ha caracterizado a At{LOX2, el cual responde a la herida. Por lo tanto, el estudio
de la expresion de los demas genes en respuesta a la herida, permitiria elucidar si
dichas LOXs participan también en la respuesta de defensa de A. thaliana a dicho
estrés.

El andlisis de la expresidn de los genes AILOX2, AILOX3, AILOX4 y
AtLOXE6 en las plantas transgénicas con cosupresion de AtLOX2 (incapaces de
acumular JA en respuesta a la herida) y en las plantas mutantes coi7-1
(insensibles al JA) heridas determinaria si el JA producido endégenamente en la
planta en respuesta a la herida afecta la expresidon de estos genes.

El analisis de la expresién de los genes AOS y HPL en las plantas
silvestres, cosupresoras de AILOX2 y mutantes coi7-1 heridas, determinaria si el
JA inducido por la herida regula la expresion de éstos genes. Ademas, el analisis
de la expresion de éstos genes junto con los de las LOXs permitiria saber mas
acerca de los procesos que regulan a las distintas ramas de sintesis de oxilipinas
que parten de los productos derivados de las reacciones de las LOXs.

Aunado a lo anterior, la exposicién de las plantas a los compuestos volatiles
MeJA y trans-2-hexenal derivados de las ramas de la AOS y de la HPL,
respectivamente, ayudaria a comprender mejor los procesos de autorregulacion
de estas dos ramas.

Por otra parte, debido a que el hongo necrotréfico A. brassicicola induce un
incremento en los niveles enddgenos de JA en las plantas silvestres de A. thaliana
infectadas con este hongo, el estudio de la expresién de los genes mencionados
anteriormente mostraria si existe una correlacion entre el aumento del JA y la
expresion de los genes, sobre todo de AtLOX2 y AOS, los cuales participan en la
biosintesis de dicho compuesto.

El analisis de la acumulacién de las proteinas LOX y AOS en las plantas
heridas revelaria posibles eventos post-transcripcionales o post-traduccionales
inducidos por dicho estrés. Para realizar éste analisis se utilizarian dos
anticuerpos con los que se cuenta en el laboratorio: anti-LOXH1 y anti-StAOS de
Solanum tuberosum.

La inmunolocalizacién de las proteinas detectadas por los anticuerpos anti-

LOXH1 y anti-StAOS de S. tuberosum en extractos de cloroplastos mostraria que
los péptidos de transito de estas proteinas son funcionales.
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HIPOTESIS

“Los genes de las cuatro lipoxigenasas de Arabidopsis thaliana que presentan un
péptido de transito hacia el cloroplasto y los genes AOS y HPL se van a expresar

de manera diferencial dependiendo del estrés al cual se somete a la planta”.

OBJETIVOS

GENERAL:

Estudiar la expresion de los genes A{LOX2, AILOX3, AfLOX4, AtLOX6, AOS y
HPL de la via de las lipoxigenasas como parte de la respuesta de defensa de
Arabidopsis thaliana inducida por la herida mecanica y por el hongo Alternaria
brassicicola.

PARTICULARES:

1.- Disenar oligonucleétidos que amplifiquen especificamente a los genes AtLOX2,
AtLOX3, AtLOX4, AtLOX6, AOSy HPL.

2.- Analizar la acumulacion del mRNA de los genes AfLOX2, AtLOX3, AtLOX4,
AtLOX6, AOS y HPL en respuesta a la herida mecanica en tres tipos de plantas:
silvestres, transgénicas con cosupresion de AfLOX2 y mutantes coi7-1.

3.- Analizar la acumulacion del mRNA de los genes AILOX2, A{LOX3, A{LOX4,
AtLOX6, AOS y HPL en plantas silvestres expuestas a los compuestos volatiles
metil jasmonato y trans-2-hexenal, e infectadas con el hongo necrotréfico
Alternaria brassicicola.

4.- Analizar la acumulacién de las proteinas LOX y AOS en respuesta a la herida
mecanica en tres tipos de plantas: silvestres, transgénicas con cosupresién de
AtLOX2 y mutantes coi1-1.

5.- Analizar la acumulacién de las proteinas LOX y AOS en los cloroplastos de
plantas silvestres heridas.
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MATERIALES Y METODOS

PLANTAS Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO

Se us6 como modelo de estudio a la planta Arabidopsis thaliana. Se trabajoé con el
ecotipo Columbia y se utilizaron plantas silvestres, plantas transgénicas con
cosupresion de AfLOX2 y plantas mutantes coi7-1. Las semillas se obtuvieron del
stock de semillas de The Arabidopsis Information Resource (TAIR,
www.arabidopsis.org).

Esterilizacion de las semillas

Se imbibieron las semillas en agua destilada (sistema de purificacion Modulab
PureOne) por 30 min. Después, se lavaron con etanol (Merck, México) al 70%
(v/v) por 1 min. Se dejaron en una solucién de clorox o cloralex al 50% (v/v) por 8
min y por ultimo, se lavaron 4 o 5 veces con agua destilada estéril. Para
almacenar las semillas, se secaron a temperatura ambiente y se guardaron a 4° C.
La esterilizacion de soluciones y medios de crecimiento se realizé en autoclave
(Tommy, USA) a 15 Ib/pulg? (120° C) por 20 min.

Sembrado y condiciones de crecimiento

Se incubaron las semillas a 4° C durante toda la noche. Después, se imbibieron en
agua destilada estéril y se sembraron por goteo en medio de crecimiento Metro-
Mix 200 (Scotts, OH, USA) estéril (humedecido previamente con agua destilada
estéril) contenido en macetas de plastico cuadradas de 3" X 3" X 2.5" (Hummert de
Meéxico). Las semillas sembradas fueron cubiertas con un domo transparente por 5
dias hasta que emergieron las plantulas. Se regd alternadamente con solucion
nutritiva (MnSOs 1mM; HzBO3; 2mM; ZnS0O.7Hz0 0.5mM; CuS04.5H;0 0.2mM;
CoCl2.6H,0 0.1mM; Na,Mo0Q4.2H,0 0.1mM; CaCl, 100mM; KH,PO4 50mM; EDTA
GmM; FESO4 giTIM; MgSO.c 50mM, K2304 25mM; KNO3 10mM; {NH4)2SO4 2mM
(Sigma, México)) al 25% y con agua destilada estéril cada tres dias. Las plantas
fueron crecidas en un cuarto de crecimiento con un fotoperiodo de 16 horas de luz
y 8 horas de oscuridad a una temperatura de 25° C + 1° C.

Seleccion de las plantas mutantes coi1-1
El procedimiento de seleccién se realizé bajo condiciones estériles en la campana
de flujo laminar horizontal (Veco, México). Se sembraron las semillas de plantas

silvestres y mutantes coi7-1 en cajas de petri con medio de cultivo MS (Murashige
y Skoog, 4.3 g de sales/L) enriquecido con vitaminas B5 (1ml/L), sacarosa 2%
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(w/v) y phytagar 0.8% (w/v) esterilizado, adicionado con 100 uM de MeJA disuelto
en N N-dimetilformamida, y se dejaron crecer las plantulas en el cuarto de
crecimiento por 7 dias. Las plantulas cuyo crecimiento de raices no se inhibié por
la presencia del MeJA, en comparacién con las plantulas silvestres, se
identificaron como mutantes coi7-1. Una vez comprobadas e identificadas, se
pasaron las plantulas mutantes coi7-1 a medio de crecimiento Metro-Mix 200
(Scotts, OH, USA) y se dejaron crecer en el cuarto de crecimiento.

OLIGONUCLEOTIDOS

Los oligonucleotidos usados en los ensayos de RT-PCR y PCR se disefiaron
sobre las regiones con menor identidad (extremos 5' y 3') entre las secuencias de
nucledtidos de las cuatro LOXs de A. thaliana con péptido de transito hacia el
cloroplasto. Dichos oligonucleotidos se describen en la Figura 6, junto con los
oligonucleotidos disefiados para amplificar a los genes AOS, HPL y APTT.

5 OLIGONUCLEOTIb

3’ OLIGONUCLEOTIDO

AtLOX2: ASTGTATTGTAGAGAGTCCTI' GTCG3 ....... ECCCACAAGGAATATCATAAAGATA?‘{
AtLOX3: ATGGCCTTAGCTAAAGAGTTAATG .........CTCCACATGGATTATCACATAGATAT
AtLOX4: ATGGCTTTAGCTAATGAGATAATGG . .......... CCTCACGGATTATCACATAGATAA
AtLOX6: ATGTTCGTAGCATCTCCGETAAAG .............. CATAAGGGTTGTCGTAAAGGTAA
AOS: ATGGCTTCTATTTCAACCCCTTTTCC. .. ... GAGCAGCAATTCCTTTCGATCGAAA
HPL: ATGTTGTTGAGAACGATEGCG . ................ TAATTTCGACAACAATTTCGATTT
APT1: TCCCAGAATCGCTAAGATTECC........cveeeeeeeeananns ETCTCEAATTCCCTTTCC

Figura 6. Oligonucleétidos usados.

Los oligonucleotidos se sintetizaron en la unidad de sintesis de
oligonucleodtidos del Instituto de Biotecnologia de la UNAM por el método de
fosfito-triester (Sintetizador Automatizado 391 de Applied Biosystems).
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EXTRACCION DE DNA GENOMICO

La extraccion de DNA gendmico se realizé siguiendo un protocolo descrito por
Saghai-Maroof et al. (1984). Se homogenizaron 300 mg de hojas de la roseta de
A. thaliana en 5 o 7 ml de buffer CTAB 2X contenidos en tubos de PPCO redondos
para centrifuga de 50 ml durante aproximadamente 15 segundos con la ayuda de
un Polytron PT 10-3S (Kinematica). Se incub6 el homogenizado a 65° C durante
20 min. Se centrifugé a 3000xg por 10 min y se transfirid el sobrenadante a un
tubo de polipropileno de fondo redondo de 14 ml (Falcon) para ser extraido con
una solucion 24:1 de cloroformo/alcohol isoamilico mediante agitacion suave con
vortex (Scientific Industries) seguida de una centrifugacién a 12,000xg por 15 min.
Al sobrenadante extraido se le agregd 0.7 de volumen de isopropanol; se incubd
en hielo por 5 min y se centrifugo a 800xg por 10 min. La pastilla formada se
disolvié en 400 pl de CsCL 1M y se transfiri6 a un tubo de microcentrifuga
(Eppendorf) donde se le adicionaron 800 ul de etanol al 96% (v/v). Se centrifugé a
7000xg por 10 min. La pastilla formada se lavé con 3 volimenes de etanol al 70%
(viv); se disolvié en 250 ul de TE con RNasa (20 pg/ml) y se incub6 a 37° C por 15
min. Se adicionaron 60 pl de NaCl 5M y se extrajo el sobrenadante con una
solucion 50:49:1 de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico. El sobrenadante extraido
se precipitd con 3 volimenes de etanol al 96% (v/v) durante toda la noche a —20°
C. Se centrifugé a 10,000xg por 15 min. La pastilla formada se lavé con etanol al
70%; se dejo secar y se disolvioé en 250 pl de buffer TE.

CUANTIFICACION DE DNA Y RNA

La cuantificacion de DNA y RNA se hizo espectrofotométricamente mediante la
medicion de la cantidad de irradiacion ultravioleta absorbida por las bases
(Sambrook ef al., 1989). Se hicieron diluciones de las muestras de DNA y de RNA
en agua destilada estéril y se colocaron en el espectrofotémetro (Beckman Du
650, México) usando celdas de cuarzo. Se midié la densidad o6ptica (DO) de las
muestras a una longitud de onda de 260 nanémetros (nm) y se calculd la
concentracion de los acidos nucleicos tomando en cuenta que una DOgg de 1
corresponde aproximadamente a 50 ug/ml para DNA de doble hebra y a 40 pg/ml
para DNA y RNA de una sola hebra.

REACCION EN CADENA DE LA DNA POLIMERASA (PCR)

Para las PCRs se utilizé un termociclador GeneAmp 9700 de Applied Biosystems.
Para una reaccion de 50 pl se mezclé lo siguiente: 5 ul de buffer para PCR 10X,
1.5 pl de MgClz 50 mM, 1 pl de dNTP's 10 mM, 1 pl del oligonucleotido 5" a 10
pmol/ul, 1ul del oligonucleétido 3" a 10 pmol/ul, 0.5 ul de Tag DNA polimerasa (2.5
unidades/reaccién) (Roche, México), 2 ul de cDNA y 38 ul de agua destilada

27



estéril. Para la PCR a partir de DNA genémico se utilizaron 3 pl de los
oligonucleotidos 5' y 3', 1.5 ul del sistema (mezcla de las enzimas Tag DNA y Pwo
DNA polimerasas) para expandir la PCR con alta fidelidad (5.2 unidades por
reaccion) (Roche, México) y 1.6 ng de DNA gendmico. Las condiciones en las que
se llevaron a cabo las reacciones se describen a continuacion.

AMPLIFICACION A PARTIR DE DNA GENOMICO:

Desnaturalizacién Hibridacidon

Primer paso

3mina94°C

Segundo paso

30sega94°C 30 seg a 65° C (AOS);
a56°C (HPL),a59°C
(AtLOX2 y AtLOX4); a
58° C (AtLOX3 y AtLOX6)

Tercer paso
30sega94°C 30 seg a la temperatura
descrita para cada gen

Cuarto paso

AMPLIFICACION A PARTIR DE cDNA:
Desnaturalizacién Hibridacion

Primer paso
3mina94°C

Segundo paso

30sega94°C 30 seg a la temperatura

1min (APT1) descrita para cada gen;
1 min a 55° C (APT1)

Tercer paso

Extensidn

6 mina68°C

6 mina68°C

5mina72°C

Extension

2 min 30 seg (AtLOX2,
AtLOX3, AtLOX4 y
AtLOXB6); 1 min 30 seg
(AOS y HPL); 1 min
(APT1)a72°C

5mina72°C

Ciclos

10

20

Ciclos

35;

(AOS)
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Los productos amplificados se corrieron en geles de agarosa al 1% (w/v) en
buffer TAE 1X. Se tifi6 el gel con bromuro de etidio (0.5 ug/ml) y se detectaron los
fragmentos con luz ultravioleta (Fotodyne).

ANALISIS DE RESTRICCION CON NUCLEASAS

Los productos gendmicos amplificados mediante PCR de cada uno de los genes
se digirieron con endonucleasas de restriccion. Para dichas digestiones se mezclo
lo siguiente: 1 pl de enzima (Xho |, 20,000 U/ml; Sac |, 20,000 U/ml; Nco |, 10,000
U/ml; EcoR |, 20,000 U/ml y EcoR V, 20,000 U/ml (BioLabs)), 2 ul de buffer de
reaccion, entre 0.5 ug y 1 ng de DNA (productos gendémicos de AOS, HPL,
AILOX2, AtLOX3, AtLOX4 y AILOX6) y agua destilada estéril hasta completar 20
ul. Se incubaron las digestiones durante toda la noche a 37° C. Se detectaron los
fragmentos cortados en geles de agarosa como se describe anteriormente.

TRATAMIENTOS APLICADOS A LAS PLANTAS.
Herida mecanica

Se hirieron las hojas de la roseta de plantas de A. thaliana de 4 semanas de edad
presionandolas con pinzas.

Metil jasmonato, trans-2-hexenal y etanol

La exposicion de las plantas a los compuestos MeJA y trans-2-hexenal se hizo
mediante la volatilizacion de éstos, siguiendo un protocolo modificado del descrito
por Bate y Rothstein (1998). Se pusieron las plantas silvestres de A. thaliana de 4
semanas de edad en camaras individuales (una para cada tiempo de induccion)
con un volumen de 8.3 dm® cada una. Se adaptaron las plantas incubandolas por
24 horas en el cuarto de crecimiento bajo las condiciones descritas. Después se
colocé en cada camara un cotonete impregnado con 83 pl de MeJA 6 trans-2-
hexenal 0.1M disuelto en etanol (Merck, México) para tener una concentracion
final en cada camara de 10uM de cada uno de los compuestos volatiles. Las
plantas control se trataron sélo con etanol. Después de 0, 0.5, 1, 2, 4 y 24 horas
de exposicion a los compuestos volatiles MeJA, trans-2-hexenal y etanol, se
sacaron las plantas de cada una de las camaras y se prosiguié con la extraccion
del RNA total.
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Alternaria brassicicola

La inoculacion de las plantas con el hongo necrotréfico Alternaria brassicicola se
realizd siguiendo un protocolo modificado del descrito por Penninckx et al. (1996).
Se cultivé al hongo en agar con dextrosa de papa 0.5X a 22° C con ciclos de 12
horas de luz y 12 horas de oscuridad por 9 dias. Subsecuentemente se lavaron las
esporas de la superficie del medio sdlido con agua destilada estéril. Se determino
la concentracion de esporas usando un hemacitémetro y se ajusté a 5 X 10°
esporas conidiales ml™'. Las plantas de A. thaliana de 4 semanas de edad fueron
inoculadas mediante la aspersion de las esporas conidiales sobre las hojas de la
roseta. Las plantas control se trataron sélo con agua. El RNA total se extrajo de
las hojas de la roseta después de 0, 12, 24, 48 y 72 horas de inoculacion.

EXTRACCION DE RNA TOTAL

El RNA se extrajo siguiendo el protocolo descrito por Chirgwin et al. (1979). Se
molié 1 g de tejido (hojas de la roseta) congelado, en 3 ml de buffer de extraccion
(Tris-HCI pH 8.0 2M, EDTA pH 8.0 0.5M, SDS 20% (w/v) en una relaciéon 1:2:1)
con un Polytron PT 10-3S (USA). Se centrifugé a 4000xg en un rotor JA-20 por 10
min a 20° C. Se colect6 el sobrenadante en tubos Corex de 30 ml y se le adicioné
un volumen de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (50:49:1). Se agité con vortex y
se centrifugd a 4000xg por 5 min a 20° C. Se extrajo el sobrenadante dos veces
con un volumen de cloroformo/alcohol isoamilico (49:1); se agitdé con vortex y se
centrifugé a 4000xg por 5 min a 20° C. Se colectd el sobrenadante; se le agrego
un volumen de LiCl 8M y se dejé precipitar durante toda la noche a 4° C. La
solucién con el precipitado se centrifugd a 4000xg por 15 min a 20° C y se
resuspendio la pastilla con 200 pl de agua destilada estéril pasandola a un tubo de
microcentrifuga (Eppendorff). Se le agrego 1/10 de volumen de acetato de sodio
(NazAc) 3M pH 5.5 seguido de 3 volimenes de etanol al 96% y se precipitd
durante toda la noche a —20° C. Se centrifugé a 14,000xg por 15 min a 4° C. Se
seco la pastilla a temperatura ambiente y se lavé con 200 ul de etanol al 70%.
Finalmente se resuspendid la pastilla en 20 pl de agua destilada estéril.

TRANSCRIPCION REVERSA MEDIANTE REACCION EN CADENA DE LA DNA
POLIMERASA (RT-PCR)

La RT-PCR se hizo en un termociclador GeneAmp 9700 de Applied Biosystems
como se describe a continuacion. Se mezclé 1 ul de oligo dT (500 pg/ml), 2 pg de
RNA total y agua destilada estéril hasta completar un volumen de 12 pl. Se calenté
la mezcla a 70° C por 10 min y se enfrié en hielo. Se colectd por centrifugacion
breve (spin) y se agregaron 4 pl de buffer de la primera hebra 5X, 2 ul de DTT 0.1
My 1 ul de dNTPs 10 mM. Se mezclé y se incubd a 42° C por 2 min. Se agreg6 1
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pl (200 V) de transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen, México), y se incubé por 50
min a 37° C. Se inactivé la reaccion a 70° C por 15 min obteniéndose cDNA como
producto final.

TRANSFERENCIA DE RNA DESDE GELES A MEMBRANAS DE NYLON
(NORTHERN BLOT)

Se incubd el RNA a 55° C por 15 min para desnaturalizarlo. Se cargaron 10 pug de
RNA total disuelto en buffer de carga (1:3) (ver apéndice) en un gel de agarosa al
1.2% (w/v) con formaldehido (4% v/v) y MOPS 10X (10% v/v) y se corrié a 80 volts
por 1 hora en buffer MOPS 1X. Se verifico la integridad y la carga homogénea del
RNA en el gel con luz ultravioleta. Se incubo el gel en 500 ml de SSC 10X por 20
min para eliminar el formaldehido. Se transfirié el RNA desde el gel a la membrana
de nylon Hybond N+ (Amersham) por capilaridad durante 8-16 horas mediante una
corriente de SSC 10X que se establecid desde un recipiente inferior pasando por
el gel y la membrana hasta filtros secos por encima de todo. Se comprobd la
transferencia del RNA observando al ultravioleta el gel y la membrana de nylon.
Se lavé la membrana de nylon con SSC 1X para quitar los restos de agarosa y sal.

Una vez transferido, el RNA se fij6 a la membrana con NaOH vy luz
ultravioleta. Para fijar con NaOH se incubé la membrana con NaOH 0.05 M por 5
min. Se lavd tres veces con SSC 3X y se incubd en el Gltimo lavado por 5 min.
Para fijar con luz ultravioleta se utilizé el UV Stratalinker (Stratagene) dando dos
pulsos de “auto cross-link” que determinan una dosis 6ptima de 0.12 julios de luz
de 254 nm cada uno. Se secaron las membranas a temperatura ambiente y se
guardaron entre papel de cromatografia (Whatman) dentro de una bolsa de
plastico a 4° C.

MARCAJE DE SONDA E HIBRIDACION A RNA FIJADO A MEMBRANA

Las sondas se marcaron radioactivamente con [*?P] usando un sistema de
marcaje de DNA Megaprime (Amersham, México). Se mezclaron 25 ng del DNA
templado con 5 pl de primers y agua destilada estéril para tener un volumen de
reaccion de 50 pl. Se desnaturalizé a 100° C por 5 min en un bafio de agua
hirviendo. Se agregaron 10 pl de buffer de marcaje, 5 ul de dCTP y 2 pl de la
enzima DNA polimerasa (Klenow, 1 U/ul), y se incubd a 37° C por 30 min. Se par6
la reaccion con 5 ul de EDTA 0.2 M. La proporcidn de radionucleétido incorporado
se determindé mediante el conteo de Cerenkov (Brown, 1991) como se describe a
continuacion. Se aplicd 1 pl de la reaccién en dos fragmentos (T: total e I
incorporado) de papel para cromatografia (Whatman DE81). El fragmento | se lavo
tres veces con fosfato sédico 0.5 M pH 7.2 por 10 min. Ambos fragmentos (T e I)
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se colocaron en viales con agua destilada y se midi6 la incorporacién en un
contador LS Analyzer (Beckman).

Las membranas con el RNA fijado se prehibridaron a 65° C por un minimo
de 2 horas en tubos de vidrio con 10 ml de buffer de prehibridacién. Se desechdé el
buffer de prehibridacion y se agregé buffer PSE precalentado (10 ul). Se
desnaturalizé la sonda marcada a 100° C por 5 min y se agregé al tubo de
hibridacion. Se hibridé durante toda la noche a 65° C. Por ser hibridos homélogos
los que se formaron, las membranas se lavaron dos veces a 65° C por 10 min con
SSC 0.4X y SDS 0.1% (w/v) caliente. Los hibridos radioactivos se detectaron
mediante autoradiografia usando films Kodak X-OMAT.

La sonda radioactiva se elimind de las membranas (las cuales no se
dejaron secar) con una solucién hirviendo de SDS al 0.1% (w/v). Se dejo enfriar a
temperatura ambiente y se guardaron las membranas como se describe en el
apartado de Norhtern blot.

EXTRACCION DE PROTEINAS TOTALES

Se pulverizo el tejido congelado en nitrégeno liquido con la ayuda de mortero y
pistilo. Se colecté el tejido pulverizado en tubos de microcentrifuga y se le agregé
1/3 volumen de buffer Laemmli 2X. Inmediatamente se desnaturalizaron las
proteinas a 100° C por 10 min en un bafo de agua hirviendo. Se centrifugé
brevemente (spin); se colect6 el sobrenadante y se guard6 a —20° C.

EXTRACCION DE CLOROPLASTOS

La extraccion de cloroplastos se realizé de acuerdo con lo descrito por Joyard y
Douce (1979). Para evitar la acumulacién de granulos de almidén que pudieran
romper a los cloroplastos durante el procedimiento de extraccidon, se dejaron las
plantas en oscuridad durante toda la noche antes de ser utilizadas.

El procedimiento de extraccion se realizd a 5° C y todas las soluciones y
medios usados se enfriaron previamente. Para obtener una cantidad de
cloroplastos considerable se utilizé la mayor cantidad posible de hojas de la roseta
de A. thaliana (aprox. 50 gramos). Se homogenizaron las hojas en medio de
aislamiento (sacarosa 330mM, tricina 30mM pH 7.8, EDTA 2mM pH 8.0 y
albumina sérica bovina 0.1% (w/v)) a baja velocidad por 3 segundos en una
licuadora. Se filtr6 el homogenizado con 8 capas de gasa. Se centrifugo la
suspensién filtrada en un rotor de giro fijo a 1500xg por 10 min en frascos de
centrifuga de 250 ml. Se resuspendié la pastilla en 4 ml de medio de lavado
(sacarosa 300mM vy tricina 10mM pH 7.8) con la ayuda de un pincel. Se verificé la
integridad de los cloroplastos con el microscopio éptico. Se colocaron 2 ml de la
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pastilla resuspendida encima de un gradiente de sacarosa contenido en tubos
Corex de 30 ml y se centrifugdé en un rotor de giro libre a 2000xg por 15 min. El
gradiente de sacarosa se hizo colocando consecutivamente 7 ml de sacarosa 51%
(w/v), 7 ml de sacarosa 34% (w/v) y 7 ml de sacarosa 25% (w/v) en Tricina 10 mM
pH 7.8. Después de centrifugar, se purificaron los cloroplastos embebidos en la
interfase de la sacarosa 51% (w/v) y la sacarosa 34% (w/v) mediante aspersion.
Los cloroplastos purificados se diluyeron con medio de lavado hasta tener una
concentracion final de 0.6M de sacarosa. Se centrifugd la suspension diluida a
6000xg por 5 min en un rotor de giro libre. Se recupero la pastilla y se verificé la
integridad de los cloroplastos con el microscopio éptico. Por ultimo, se guardaron a
-70°C.

CUANTIFICACION DE PROTEINAS

La cuantificacion de proteinas se hizo de acuerdo con Bradford (1976), para lo
cual se us6 un kit de Bio-Rad. Se hicieron diluciones de las muestras de proteina
en agua destilada estéril en un volumen final de 800 pl. Se agregaron 200 pl de
buffer Bradford a cada una de las diluciones de proteinas. Se colocaron las
muestras en el espectrofotémetro (Beckman Du 650) usando celdas de plastico y
se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm. Usando una curva
estandar de albumina sérica bovina (BSA) (1 mg/ml) se extrapolaron las
cantidades de BSA con las cantidades de proteina en las muestras, determinando
la concentracién de proteina en las muestras.

TRANSFERENCIA DE PROTEINAS DESDE GELES DE POLIACRILAMIDA-SDS
A FILTROS DE MEMBRANA: DETECCION INMUNOLOGICA DE PROTEINAS
INMOVILIZADAS (WESTERN BLOTTING)

Transferencia de proteinas desde geles de poliacrilamida-SDS a membranas
de nitrocelulosa

A las alicuotas de cloroplastos se les agregé un volumen de buffer Laemmli 2X y
se desnaturalizaron las proteinas a 100° C por 5 min. Se cargaron 10 pg de
proteinas totales 6 4.17 ng de proteinas de cloroplasto desnaturalizadas en geles
de poliacrilamida al 15% con 1% de SDS y se separaron electroforéticamente
(camara Hoefer) a 100 V durante 4 horas en buffer de corrida 1X.

La electrotransferencia de las proteinas se hizo completamente himeda
como se describe a continuacién. Se puso en contacto el gel con la membrana de
nitrocelulosa Hybond-C extra (Amersham) y se colocaron en medio de papel de
cromatografia Whatman 3MM (tres piezas a cada lado), dos almohadillas porosas
y dos soportes de plastico. El gel, la membrana de nitrocelulosa, el papel de
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cromatografia Whatman 3MM y las almohadillas se pre-humedecieron en el buffer
de transferencia. La construccién se sumergié en un tanque de electroforesis
(equipado con electrodos de platino) con buffer de transferencia. La membrana de
nitrocelulosa se colocé hacia el anodo. Se aplicoé una corriente eléctrica de 0.35 A
por 60-90 min. La transferencia se llevo a cabo a 4° C.

Para verificar la transferencia de proteinas se observé la transferencia
completa del marcador de carga pretefido Benchmark (Invitrogen) a la membrana
de nitrocelulosa. También se tind la membrana con Ponceau S. Para esto, se
incubd la membrana con una solucién 1:10 de Ponceau S por 5-10 min a
temperatura ambiente. Cuando las bandas de proteinas se hicieron visibles,
verificando la transferencia, se lavé la membrana con agua destilada varias veces
hasta remover todo el colorante.

La cantidad de proteina cargada en los geles de acrilamida-SDS se verificd
con azul de Coomasie. Primero, se fijaron las proteinas al gel con una solucién de
metanol (50% v/v) y acido acético glacial (10% v/v) durante media hora con
agitacion. Después se tifio el gel con una solucion de azul de Coomasie (0.025%
wi/v) y acido acético glacial (10% v/v) durante una hora con agitacién. Finalmente
se destifo el gel con acido acético glacial al 10%. Para desecar el gel se incubé
por 5 min en etanol al 70% y se colocé entre celofan para secarlo y guardarlo.

Bloqueo de los sitios de union de los anticuerpos sobre la membrana de
nitrocelulosa y unién de los anticuerpos primario y secundario a la proteina
blanco

Se bloqueé la membrana con 5% (w/v) de leche en polvo sin grasa en solucién
salina a temperatura ambiente durante toda la noche. Se incubé la membrana por
30 min a temperatura ambiente con una dilucién 1:1000 del anticuerpo anti-LOXH1
o anti-StAOS de Solanum tuberosum (obsequiados por el Dr. José Sanchez
Serrano) en solucién salina (PBS 1X, tween 20 0.2% y azida de sodio 0.02%) con
agitacion. Se lavé la membrana tres veces con solucion salina por 8 min a
temperatura ambiente con agitaciéon. Después se incubé la membrana con el
anticuerpo anti-conejo (1:1000 en solucion salina) acoplado covalentemente a la
fosfatasa alcalina por 30 min con agitacion. Se lavé la membrana tres veces con
solucioén salina sin azida de sodio por 8 min a temperatura ambiente con agitacién.

Para detectar las proteinas blanco se utilizé el kit de sustrato BCIP/NBT
(ZYMED). Se incubd la membrana con el sustrato BCIP/NBT (de acuerdo con lo
especificado por el fabricante), el cual fue convertido in situ en un denso
compuesto azul por la fosfatasa alcalina inmuno-localizada, detectando de ésta
manera a las proteinas blanco en la membrana de nitrocelulosa.
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RESULTADOS

LOS QLIGONUCLEOTIDOS DISENADOS AMPLIFICAN DE MANERA
ESPECIFICA A CADA UNO DE LOS GENES MEDIANTE PCR

Los genes que codifican para las LOXs en A. thaliana pertenecen a una familia
génica y por lo tanto son muy parecidos a nivel tanto de nucleétidos como de
aminoacidos. A nivel de cDNA se tienen identidades de entre el 45% y el 80%
entre las cuatro lipoxigenasas (AtLOX2, AtLOX3, AtLOX4 y AtLOX6) que
presentan un péptido de transito hacia el cloroplasto (Tabla Il). En éste trabajo se
quiere analizar mediante la RT-PCR la expresion inducida de cada uno de éstos
cuatro genes de LOX, y de los genes AOS y HPL que utilizan como sustrato a los
productos de la reaccién de las LOXs, por lo cual, ademas de disefiar los
oligonucleoétidos sobre las regiones menos conservadas (los extremos 5’ y 3') que
amplifican toda la region codificante de cada gen, se decidié hacer un andlisis de
restriccidon con endonucleasas para verificar que efectivamente cada par de
oligonucleétidos disefiados amplifica solo al gen sobre el cual se disefaron.

TABLA II. Identidades entre los ¢cDNAs de las
lipoxigenasas de Arabidopsis thaliana que presentan
un péptido de trinsito hacia el cloroplasto.

Identidad
(%) AtLOX3 | AtLOX4 | AtLOX6
(1]
AtLOX2 48 48 45
AtLOX3 - 80 55
AtLOX4 - - 54

Para ello se extrajo el DNA genémico de las hojas de la roseta de plantas
silvestres de A. thaliana, el cual sirvi6 como templado para obtener mediante la
PCR y usando los oligonucleotidos disefiados para cada gen, productos
gendmicos de un tamafo determinado (Figura 7 panel superior). Una vez
amplificados, éstos productos gendmicos se sometieron a la accion de
endonucleasas de restriccion (Figura 7 panel inferior), obteniendo para cada
producto génico los tamarios esperados para cada uno de los fragmentos de
restriccion. Estos resultados muestran la especificidad de los productos
amplificados mediante la PCR usando los oligonucledtidos disefiados, lo cual nos
permite analizar la expresion especifica de cada uno de los genes en estudio bajo
las mismas condiciones.
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Xhol Sacl Neol EcoRl EcoRl EcoRV

Figura 7. Amplificacién de los genes A0S, HPL, AtLOX2, AtLOX3, AtLOX4 y
AtLOX6 a partir de DNA gendémico y andlisis de restriccion con
endonucleasas. (panel superior) Amplificacion de AOS (1567 pb), HPL (3206
pb), AtLOX2 (3915 pb), AtLOX3 (3874 pb), AtLOX4 (4194 pb) y AILOXG6 (4192
pb) a partir del DNA gendmico de 4. thaliana silvestre. (panel inferior) Andlisis
de restriccion para cada uno de los productos gendémicos amplificados. Tamaiio
de los fragmentos de restriccion: 902 y 665 pb (Xhol); 1872 y 1208 pb (Sacl);
2776 y 1089 pb (Ncol); 2089 y 1785 pb (EcoRI); 3208 y 802 pb (EcoRI); 2088,
1492 y 612 pb (EcoRV). Marcadores (M) de pares de bases (pb): DNA ladder
(arriba) y APst

LA HERIDA MECANICA INDUCE LA ACUMULACION DEL mRNA DE AtLOX3
PERO NO INDUCE LA ACUMULACION DE LOS mRNAs DE AtLOX4Y AtLOX6

Para estudiar el comportamiento de los genes AILOX2, AtLOX3, AfLOX4, AtLOXE,
AOS y HPL de la via de las LOXs en respuesta al estrés ocasionado por la herida
mecanica, se analizd la acumulacion de sus transcritos a varios tiempos después
de herir a las plantas. Para esto, se hirieron con pinzas las hojas de la roseta de
plantas silvestres de A. thaliana. Se extrajo el RNA total de las hojas a las 0
(control sin herir), 0.5, 1, 2, 4 y 24 horas después de heridas y se analizé la
acumulacion de los transcritos de los genes mediante la RT-PCR. Para corroborar
los resultados obtenidos por la RT-PCR se analizd también la expresion de estos
mismos genes por Northern blot, utilizando como sonda los cDNAs de cada uno
de los genes.

Los resultados obtenidos tanto por la RT-PCR como por Northern blot
muestran patrones similares entre si en la acumulacién de los transcritos de los
genes en respuesta a los tratamientos usados, lo cual indica que las sondas se
hibridaron especificamente con los genes sobre los cuales se produjeron. Sin
embargo, no se pudieron detectar los transcritos de algunos genes mediante
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Northern blot, sugiriendo que dichos transcritos son poco abundantes y que solo
mediante su amplificacion por la RT-PCR se pueden detectar. En las Figuras 8-13
se muestran los resultados obtenidos mediante ambas técnicas, excepto aquellos
casos en los cuales no se observé la acumulacién de los mRNAs de los genes
mediante Northern blot.

Como se muestra en la Figura 8, se observo una acumulacion basal del
transcrito de AtLOX2 en las hojas sin herir (tiempo 0). También se observo que la
herida mecanica indujo la acumulacion de los transcritos de los genes AILOX2 y
AtLOX3. Para el caso de AtLOX2, se observd una acumulacion gradual de su
transcrito con un maximo de acumulacion entre las 2 y 4 horas después de herir y
una disminucion importante a las 24 horas después de herir. Por su parte, el
transcrito de AfLOX3 aparecié a las 0.5 y se mantuvo hasta las 2 horas después
de herir. También se analizé la acumulacién de los transcritos de A{LOX4y
AtLOXES, sin embargo, no se observé acumulacion alguna de sus transcritos ni en
las plantas sin herir (tiempo 0) ni en las plantas heridas.

h 0 05 1 2 4 24 M pb
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Figura 8. Anilisis de la acumulacién del mRNA de los genes AtLOX2, AtLOX3,
AtLOX4, AtLOX6, AOS y HPL en plantas silvestres de A. thaliana heridas. Se hirieron
las hojas de la roseta de plantas de 4 semanas de edad con pinzas. Se extrajo el RNA total
de las hojas a las 0, 0.5, 1, 2, 4 y 24 horas después de heridas. La RT-PCR (panel
izquierdo) se realizo con los oligonucleotidos descritos en materiales y métodos. Se uso
como control de carga un fragmento de 478 pares de bases (pb) de la adenosina
fosforibosiltransferasa 1 (4PT1). Marcador (M) de pares de bases: APst. h: horas después
de herir. Para el anélisis Northern blot (panel derecho) se corrieron 10 pg de RNAs totales
de cada muestra en un gel desnaturalizante y se transfirieron a una membrana de nylon. Se
usaron sondas radioactivas amplificadas mediante la PCR usando los oligonucledtidos
disefiados para cada gen (ver materiales y métodos). rRNAs: control de carga.
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Al igual que para AtLOX2, se observo una acumulacion basal de mRNA de
AQOS en las hojas sin herir (tiempo 0) (Figura 8). Ademas, también se encontré que
la herida indujo la acumulacion de los mRNAs de los genes AOS y HPL (Figura 8).
El mRNA de AOS present6 un patron de acumulacion constante desde las 0.5 y
hasta las 2 horas después de herir. Por otra parte, el mMRNA de HPL mostro un
comportamiento de campana, alcanzando un maximo de acumulacion a las 2
horas después de herir. Por lo tanto, de acuerdo con éstos resultados, ademas de
los genes AtLOX2, AOS y HPL, también el gen A{LOX3 responde al estrés
ocasionado por la herida, mientras que los genes AtLOX4 y A{LOX6 no participan
en la respuesta de defensa de la planta a dicho estrés.

LA ACUMULACION DEL mRNA DE LOS GENES HPL, AtLOX2 Y AtLOX3, Y
AOS ES DEPENDIENTE, CODEPENDIENTE E INDEPENDIENTE,
RESPECTIVAMENTE, DEL ACIDO JASMONICO PRODUCIDO in planta EN
RESPUESTA A LA HERIDA

Se ha mostrado que una de las consecuencias del estrés ocasionado por la herida
en las plantas silvestres de A. thaliana es el aumento en los niveles endogenos del
JA (Bell et al., 1995). Por lo tanto, para elucidar si el JA inducido por la herida tiene
algun efecto sobre la via de las lipoxigenasas, se analizé la acumulacion de los
mRNAs de genes que participan en ésta via en respuesta a la herida tanto en
plantas transgénicas con cosupresion de AfLOX2 (incapaces de acumular los
niveles de JA observados en las plantas silvestres en respuesta a la herida) como
en plantas mutantes coi7-1 (insensibles a los jasmonatos). Para ello, se extrajo el
RNA total de las hojas de la roseta de ambos tipos de plantas después de 0
(control sin herir), 0.5, 1, 2, 4 y 24 horas de heridas, y se analizé la acumulacion
del transcrito de los genes a cada uno de éstos tiempos mediante la RT-PCR y se
corroboré por Northern blot.

En la Figura 9 se observan niveles muy reducidos del transcrito de A{LOX2
en las plantas transgénicas, lo cual nos indic6 que efectivamente trabajamos con
plantas que tenian cosuprimido al gen AtLOX2. En éstas plantas transgénicas, el
transcrito de AfLOX3 se acumulo entre las 0.5 y 1 hora después de herir con
niveles aparentemente menores a los observados en las plantas silvestres
heridas. En contraste, el patrén de acumulacién del transcrito de AOS fue similar
al observado en las plantas silvestres heridas (Figura 9). También se analizo la
acumulacion de los transcritos tanto de HPL como de A{LOX4 y A{LOX6 en éstas
plantas transgénicas en respuesta a la herida, sin embargo no se observé la
acumulacion de su transcrito bajo éstas condiciones. Estos resultados nos indican
que se requiere de la expresion de A{LOX2 y por consiguiente del JA inducido por
la herida para que se expresen los genes HPL y AtLOX3 de manera comparable
con las plantas silvestres.

En las plantas mutantes coi7-1 (Figura 10) insensibles a los jasmonatos se
observé una acumulacién constante del transcrito de A{LOX2 entre las 1 y 4 horas
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Figura 9. La acumulacién de los transcritos de los genes HPL, AtLOX3 y AOS en respuesta a la
herida es dependiente, codependiente e independiente, respectivamente, de la produccion in
planta del JA inducida por la herida. Se utilizaron plantas transgénicas con cosupresion de
AtLOX2. La herida, la RT-PCR (panel izquierdo) y el Northern blot (panel derecho) se hicieron
como se describen en materiales y métodos. APT/: control de carga para la RT-PCR. Marcador (M)
de pares de bases (pb): APst. rRNAs: control de carga para el northern blot. h: horas después de herir.
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Figura 10. La acumulacién de los mRNAs de los genes HPL, AtLOX2 y AtLOX3,y AOS en
respuesta a la herida es dependiente, codependiente e independiente, respectivamente, de la
percepcion del JA por la planta. Se utilizaron plantas mutantes coil-1 insensibles a los jasmonatos.
La herida, la RT-PCR (panel izquierdo) y el Northern blot (panel derecho) se hicieron como se
describen en materiales y métodos. APT/: control de carga para la RT-PCR. Marcador (M) de pares
de bases (pb): APst. rRNAs: control de carga para el Northern blot. h: horas después de herir.
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después de herir, mientras que el transcrito de A{LOX3 se observo escasamente
de manera puntual a la hora después de herir. Sin embargo, el transcrito de AOS
observado en las mutantes coi7-1 heridas (Figura 10) presenté un patron de
acumulacién similar al observado en las plantas silvestres heridas (Figura 8).
Ademas, al igual que en las plantas cosupresoras de A{LOX2, en las plantas
mutantes coi7-1 tampoco se observé la acumulacion de los transcritos de los
genes HPL, AfLOX4 y AtLOX6 en respuesta a la herida. De acuerdo con éstos
resultados, se tiene que la acumulacién del transcrito tanto de AfLOX2 como de
AtLOX3 en respuesta a la herida es parcialmente dependiente de la percepcion
del JA inducido por la herida; mientras que la acumulacion del transcrito de AOS
es independiente de dicho JA. Estos resultados también nos indican que la planta
necesita percibir al JA inducido por la herida para que exprese el gen HPL.

LOS COMPUESTOS VOLATII:.ES METIL JASMONATO Y TRANS-2-HEXENAL
INDUCEN LA ACUMULACION DE LOS TRANSCRITOS DE LOS GENES
AtLOX2, AtLOX3, AtLOX6, AOS y HPL

El MeJA y el trans-2-hexenal son dos compuestos volatiles derivados de la via de
las LOXs mediante la accién de las enzimas AOS y HPL, respectivamente. Para
determinar de que manera afecta la aplicacion exdgena de éstos compuestos a la
expresion de genes de la via de las LOXs, se sometieron plantas silvestres de A.
thaliana de 4 semanas de edad a la volatilizacion de dichos compuestos como se
describe en materiales y métodos. Después de 0 (plantas sin exponer), 0.5, 1, 2, 4
y 24 horas de exposicidn a los compuestos volatiles, se extrajo el RNA total de las
hojas de la roseta de las plantas y se analiz6 la acumulacion de los mMRNAs de los
genes de la via de las LOXs mediante la RT-PCR y Northern blot.

Como se observa en la Figura 11, los niveles del mRNA de A{LOX2
aumentaron a partir de las 0.5 horas de exposicién de las plantas al MeJA y se
mantuvieron hasta las 2 horas para aumentar nuevamente a las 24 horas de
exposicion. El mensajero de A{LOX3 se observo a las 0.5 horas de exposicién al
MeJA; mientras que el mensajero de A{LOX6 tuvo su mayor acumulacion a las 0.5
horas y después disminuy6 para acumularse constantemente hasta las 24 horas
de exposicién. Sin embargo, no se observé acumulacién alguna del mensajero de
AtLOX4 en respuesta al MeJA. Por otra parte, el mensajero de AOS mostr6 dos
picos de acumulacién, uno a las 2 horas y el otro a las 24 horas de exposicion al
MeJA, mientras que el mensajero de HPL tuvo su maximo de acumulacién a la
hora y disminuy6 gradualmente hasta las 24 horas de exposicién a dicho
compuesto volatil.

La exposicién al compuesto volatil trans-2-hexenal (Figura 12) indujo la
acumulacién del transcrito de AfLOX2 entre las 0.5 y la hora, observandose una
acumulacion posterior a las 24 horas de exposicion a éste compuesto volatil. El
transcrito de AtL OX3 se observé a las 0.5 horas de exposicion al trans-2-hexenal,
mientras que el transcrito de Af{LOX6 se acumuld desde las 0.5 horas alcanzando
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Figura 11. Los genes AtLOX2, AtLOX3, AtLOX6, AOS y HPL responden
transcripcionalmente al compuesto volitil metil jasmonato. Las plantas silvestres de A.
thaliana de 4 semanas de edad se expusieron a 10 pM del compuesto volatil MeJA. Las
plantas control se trataron sélo con etanol (Figura 18). Se extrajo el RNA total de las hojas
de la roseta a las 0 (sin exponer), 0.5, 1, 2, 4 y 24 horas de exposicion al MeJA. La RT-
PCR (panel izquierdo) y el Northern blot (panel derecho) se hicieron como se describen en
materiales y métodos. APT/: control de carga para la RT-PCR. Marcador (M) de pares de
bases (pb): APst. rRNASs: control de carga para el Northern blot. h: horas de exposicion.
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Figura 12. Los genes AtLOX2, AtLOX3, AtLOX6, AOS y HPL responden
transcripcionalmente al compuesto voldtil trans-2-hexenal. Las plantas silvestres de A.
thaliana de 4 semanas de edad se expusieron a 10 uM del compuesto volatil trans-2-hexenal.
Las plantas control se trataron sélo con etanol (Figura 18). Se extrajo el RNA total de las hojas
de la roseta a las 0 (sin exponer), 0.5, 1, 2, 4 y 24 horas de exposicion al trans-2-hexenal. La
RT-PCR (panel izquierdo) y el Northern blot (panel derecho) se hicieron como se describen en
materiales y métodos. APT/: control de carga para la RT-PCR. Marcador (M) de pares de
bases (pb): APst. rRNAs: control de carga para el Northern blot. h: horas de exposicion.
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un maximo de acumulacién entre las 2 y 4 horas de exposicién a dicho compuesto
volatil. Sin embargo, tampoco se observé acumulacion del transcrito de AILOX4 en
respuesta al trans-2-hexenal en los tiempos analizados. Por su parte, el transcrito
de AOS se comportdé de manera similar al transcrito de A{LOX2 durante la
exposicion al trans-2-hexenal, mientras que el transcrito de HPL present6 una
acumulacién gradual desde las 0.5 hasta las 24 horas de exposicidn a éste
compuesto volatil.

Como resultado de la exposicion de las plantas a los compuestos volatiles
MeJA y trans-2-hexenal se acumularon los mensajeros de A{LOX2 y AfLOX3, sin
embargo, los tiempos de acumulacion no reflejan a aquellos obtenidos durante la
inducciéon con la herida. Interesantemente, el patrén de acumulacién del
mensajero de AOS en presencia del MeJA presenta un maximo de acumulacion
diferente al observado en presencia del trans-2-hexenal, y diferente también al
observado en respuesta a la herida. Por otro lado, mediante la aplicacion exégena
del MeJA y del trans-2-hexenal, se observa la acumulacion del mensajero de
AtLOXES. Asi, se tiene que el MeJA y el trans-2-hexenal aplicados exdgenamente
regulan transcripcionalmente a los genes de la via de las LOXs, entre los cuales
se encuentran AtLOX2, AOS y HPL, los cuales participan en la biosintesis de
dichos compuestos volatiles.

EL HONGO NECROTROFICO Alternaria brassicicola INDUCE LA
ACUMULACION DE LOS TRANSCRITOS DE LOS GENES AtLOX2 y AOS

La inoculacion de plantas silvestres de A. thaliana con el hongo necrotréfico A.
brassicicola induce un aumento en los niveles endoégenos del JA en las plantas
(Pennincks et al., 1998). Debido a que algunos genes de la via de las LOXs
participan en la biosintesis del JA, se quiere analizar la regulacién de ésta via
como parte de la respuesta de la planta al estrés bidtico ocasionado por el hongo.
Asi que se analizd la acumulacion de los transcritos de genes que participan en
dicha via. Para ello, se inocularon plantas silvestres de A. thaliana de 4 semanas
de edad con el hongo mediante la aspersion de esporas sobre las hojas de la
roseta (ver materiales y métodos). Después de inoculadas, se extrajo el RNA total
de las hojas de la roseta de las plantas después de 0 (sin inocular), 12, 24, 48 y 72
horas y se analizé la acumulacidn de los transcritos de los genes de interés
mediante la RT-PCR y Northern blot.

De todos los genes analizados (AILOX2, AtLOX3, AILOX4, AtLOX6, AOS y
HPL) en respuesta al hongo A. brassicicola, sélo se observé la acumulacién
gradual de los transcritos de AILOX2 y AOS (Figura 13), los cuales codifican para
enzimas que participan en la biosintesis del JA. Por lo tanto, éstos resultados
sugieren que el aumento en los niveles endogenos del JA en respuesta al hongo
A. brassicicola pudiera estar regulado por la expresion de los genes que participan
en la biosintesis de dicho compuesto.
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Figura 13. El hongo necrotrofico Alternaria brassicicola induce la expresion de los genes
AtLOX2 y AOS. Se inocularon las hojas de la roseta de plantas silvestres de 4. thaliana de 4
semanas de edad con las esporas (5 X 10° esporas ml") del hongo. Se extrajo el RNA total de
las hojas a las 0 (sin inocular), 12, 24, 48 y 72 horas después de inoculadas. La RT-PCR
(panel izquierdo) y el Northern blot (panel derecho) se hicieron como se describen en
materiales y métodos. APT/: control de carga para la RT-PCR. Marcador (M) de pares de
bases (pb): APst. rRNAs: control de carga para el Northern blot. h: horas después de inocular.

LA ACUMULAC]ON CONSTITUTIVA DE AOS ES INDEPENDIENTE DE AtLOX2
Y DEL ACIDO JASMONICO PRODUCIDO in planta EN RESPUESTA A LA
HERIDA

Las enzimas de la via de las LOXs participan en la produccion de metabolitos
secundarios importantes para la defensa de las plantas contra el estrés
ocasionado por la herida, tales como el JA y el trans-2-hexenal. Para estudiar el
comportamiento de las proteinas LOX y AOS de la via de las LOXs en la
respuesta de defensa de la planta se analizdé su acumulacion en extractos crudos
de plantas silvestres de A. thaliana heridas, mediante la técnica de Western blot.
Para ello, se extrajeron las proteinas totales de las hojas de las rosetas de las
plantas a las 0 (sin herir), 0.5, 1, 2, 4 y 24 horas después de heridas. Se separaron
las proteinas totales mediante electroforesis en gel desnaturalizante de
poliacrilamida (SDS-PAGE) y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa
para incubarse con los anticuerpos anti-LOXH1 y anti-StAOS de Solanum
tuberosum.

43



TABLA III. Identidades y similitudes entre las secuencias de aminodcidos de las lipoxigenasas
de A. thaliana y de §. tuberosum que presentan un péptido de trinsito hacia el cloroplasto.

LOXHI1 LOXH3 AtLOX2 AtLOX3 AtLOX4

Similitud
%) (%) (%) %) (%) (%) (%) (%) ") (%)

LOXH3 48 66

AtLOX2 58 67 46 56

AtLOX3 48 57.5 74 80 46 56 - - - -

AtLOX4 47 57 74 79 47 57 84 87

AtLOX6 | 46.5 56 52 61 50 59 51 60 51 61

La comparacion a nivel de estructura primaria entre las LOXs de A. thaliana
(AtLOX2, AtLOX3, AtLOX4 y AtLOX6) y de S. tuberosum (LOXH1 y LOXH3) que
presentan un péptido de transito hacia el cloroplasto muestra que AtLOX2
presenta la mayor identidad y similitud con la LOXH1 (Tabla Ill). Ademas, como se
muestra en la Tabla Ill, AtLOX3 presenta la mayor identidad y similitud con la
LOXH3, la cual no es reconocida por el anticuerpo anti-LOXH1 (Royo et al., 1999),
aun cuando hay una identidad del 48% y una similitud del 57% entre las
secuencias de aminodacidos de la LOXH1 y la LOXH3. Estos datos sugieren que el
anticuerpo anti-LOXH1 de S. tuberosum reconoceria preferentemente a la AtLOX2
de A. thaliana.

Como se observa en la Figura 14, el anticuerpo anti-LOXH1 reconocio a
una proteina que se mantuvo constitutiva desde las 0 (plantas sin herir) hasta las
24 horas después de la herida. Sin embargo, el anticuerpo anti-LOXH1 no
reconocié proteina alguna en las plantas transgénicas de A. thaliana con
cosupresion de AfLOX2 (Figura 15), sugiriendo que dicho anticuerpo reconoce a la
proteina AtLOX2. No obstante, en las plantas silvestres de A. thaliana heridas se
acumula, ademas del transcrito de AtLOX2, el transcrito de AtLOX3 (Figura 7), por
lo que el anticuerpo anti-LOXH1 pudiera también estar reconociendo a la proteina
AtLOX3. Por lo tanto, hasta que se demuestre experimentalmente que el
anticuerpo anti-LOXH1 no reconoce a la proteina AtLOX3, nos referiremos a la
proteina detectada por dicho anticuerpo como AtLOX.
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Figura 14. Western blot de las proteinas AtLOX y AOS en plantas silvestres de
A. thaliana heridas. Se hirieron las hojas de la roseta de las plantas con pinzas y se
extrajeron las proteinas totales a las 0 (sin herir), 0.5, 1, 2, 4 y 24 horas después de
herir (h). (panel superior) Se transfirieron las proteinas totales a membranas de
nitrocelulosa y se incubaron con los anticuerpos anti-LOXHI1 y anti-StAOS de S.
tuberosum. (panel inferior) Control de carga: 10 ug de proteinas totales en gel
desnaturalizante de poliacrilamida al 15% tefiido con azul de Coomasie.
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Figura 15. Western blot de las proteinas AtLOX y AOS en plantas
transgénicas de A. thaliana con cosupresion de AtLOX2 en respuesta a la
herida mecdnica. Se hirieron las hojas de la roseta de las plantas con pinzas y se
extrajeron las proteinas totales a las 0 (sin herir), 0.5, 1, 2, 4 y 24 horas después
de herir (h). (panel superior) Se transfirieron las proteinas totales a membranas de
nitrocelulosa y se incubaron con los anticuerpos anti-LOXH]1 y anti-StAOS de S.
tuberosum. (panel inferior) Control de carga: 10 pg de proteinas totales en gel
desnaturalizante de poliacrilamida al 15% tefiido con azul de Coomasie.
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Asi mismo, la comparacion entre las secuencias de aminoacidos de las
proteinas AOS de A. thaliana y de S. tuberosum muestra que dichas proteinas son
muy parecidas entre si, presentando una identidad del 63% y una similitud del
70.5%. Ademas, hay soélo una AOS en A. thaliana. De acuerdo con éstos datos, el
anticuerpo anti-StAOS de S. fuberosum reconoceria especificamente a la AOS de
A. thaliana.

La proteina AOS de A. thaliana se detecté constitutivamente desde las 0
(plantas sin herir) hasta las 24 horas después de la herida tanto en las plantas
silvestres (Figura 14) como en las plantas transgénicas con cosupresiéon de
AtLOX2 (Figura 15). Por lo tanto, de acuerdo con éstos resultados, la acumulacién
constitutiva de la proteina AOS es independiente de la proteina AtLOX2 y del JA
producido in planta en respuesta a la herida.

COI1 REGULA POSITIVAMENTE LA ACUMULACION DE AOS EN LA
RESPUESTA DE DEFENSA DE Arabidopsis thaliana A LA HERIDA
MECANICA

COI1 es una proteina con caja F requerida para la respuesta de A. thaliana a los
jasmonatos (Xu et al,, 2002). Se ha mostrado que las proteinas con caja F
funcionan como receptoras de proteinas reguladoras que después de ser
ubiquitinadas son transferidas al proteasoma para su degradaciéon (Devoto et al.,
2002). Por lo tanto, para determinar de que manera afecta COI1 la respuesta de
las enzimas AtLOX y AOS a los jasmonatos producidos in planta en respuesta a la
herida, se analizé la acumulacion de éstas enzimas durante la respuesta de
defensa de plantas mutantes coi1-1 heridas. Para ello, se extrajeron las proteinas
totales de las hojas de la roseta de las plantas mutantes coi7-1 a las 0 (sin herir), 1
y 2 horas después de heridas. Se separaron las proteinas mediante SDS-PAGE y
se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa para incubarse con los
anticuerpos anti-LOXH1 y anti-StAOS de S. tuberosum.

Como se muestra en la Figura 16, AtLOX estuvo presente en las plantas
mutantes coi7-1 sin herir y se mantuvo constitutivamente hasta las 2 horas
después de la herida. La proteina AOS también se encontré en las plantas
mutantes coi1-1 sin herir, sin embargo, su acumulacién disminuy6é agudamente a
la hora y apenas se percibid a las 2 horas después de herir. De ésta manera,
nuestros resultados muestran que se requiere de la proteina COI1 para mantener
los niveles de acumulacion de AOS en la respuesta de defensa de A. thaliana a la
herida.
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Figura 16. La proteina COIl1 es requerida para mantener los niveles de acumulacion de
las enzimas AtLOX y AOS en la respuesta de A. thaliana a la herida mecanica. (panel
superior) Western blot de las proteinas AtLOX y AOS en plantas mutantes coi/-1 heridas.
Se hirieron las hojas de la roseta de las plantas con pinzas y se extrajeron las proteinas
totales a las 0 (sin herir), 1 y 2 horas después de herir (h). Se transfirieron las proteinas
totales a membranas de nitrocelulosa y se incubaron con los anticuerpos anti-LOXH]1 y anti-
StAOS de S. tuberosum. (panel inferior) Control de carga: 10 pg de proteinas totales en gel
desnaturalizante de poliacrilamida al 15% tefiido con azul de Coomasie.

DETECCION INMUNOLOGICA DE AtLOX Y AOS EN EXTRACTOS DE
CLOROPLASTOS DE Arabidopsis thaliana

Las enzimas AtLOX2 y AOS de A. thaliana presentan un péptido de transito hacia
el cloroplasto en su extremo amino terminal. La localizaciéon de AtLOX2 en los
cloroplastos ya ha sido demostrada (Bell et al., 1995), sin embargo, esto no ha
sido demostrado para la AOS. En la inmunolocalizacion descrita en la seccion
anterior se analiz6 la presencia de AtLOX (probablemente AtLOX2) y AOS en
extractos crudos de hojas y se observd una acumulacion constitutiva de ambas
proteinas en respuesta a la herida. Por lo tanto, para detectar la presencia de
dichas enzimas en el cloroplasto y analizar su comportamiento en dicho organelo
en respuesta a la herida mecanica, se analizé su acumulacion en extractos de
cloroplastos de plantas silvestres de A. thaliana heridas, mediante la técnica de
Western blot. Para ello, se extrajeron los cloroplastos de las hojas de la roseta de
las plantas mediante gradientes de sacarosa a las 0 (sin herir), 0.5 y 2 horas
después de herir. Las proteinas totales se extrajeron de hojas sin herir. Se
separaron las proteinas totales y de los extractos de cloroplastos mediante SDS-
PAGE y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa para incubarse con los
anticuerpos anti-LOXH1 y anti-StAOS de S. tuberosum.

Como se observa en la Figura 17 (panel izquierdo), el analisis Western blot

mostré un enriquecimiento de las proteinas AtLOX y AOS en los extractos de
cloroplastos respecto de las proteinas totales, tal como se esperaba para
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proteinas con péptido de transito hacia el cloroplasto. Ademas, se observé un
ligero incremento de AtLOX en las proteinas de los cloroplastos en respuesta a la
herida. Estas observaciones se corroboraron mediante un analisis densitométrico
(Figura 17, panel derecho), el cual muestra que hubo un incremento de AtLOX del
25% en las proteinas de los cloroplastos respecto de las proteinas totales, y que
los niveles de AtLOX en los extractos de cloroplastos aumentaron
aproximadamente 0.7 veces a las 2 horas después de herir. Para el caso de AOS,
el analisis densitométrico (Figura 17, panel derecho) muestra que hay
aproximadamente 15 veces mas AOS en los extractos de cloroplastos que en las
proteinas totales. Sin embargo, el estrés ocasionado por la herida no indujo un
cambio significativo en los niveles de AOS en los cloroplastos. Por lo tanto, la
deteccion inmunoloégica de las proteinas AtLOX y AOS de A. thaliana muestra un
enriquecimiento de ambas en los cloroplastos.
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Figura 17. Deteccion inmunolégica de AtLOX y AOS en extractos de cloroplastos de
plantas silvestres de A. thaliana. (panel izquierdo arriba) Western blot de las proteinas AtLOX
y AOS en plantas silvestres de A. rhaliana heridas. Se hirieron las hojas de la roseta de las
plantas con pinzas y se extrajeron los cloroplastos (C) mediante gradientes de sacarosa a las 0
(sin herir), 0.5 y 2 horas después de herir (h). Las proteinas totales (PT) se extrajeron de hojas
sin herir (tiempo 0) como se describe en materiales y métodos. Se transfirieron las proteinas
totales y de cloroplasto a membranas de nitrocelulosa y se incubaron con los anticuerpos anti-
LOXHI y anti-StAOS de S. tuberosum. (panel izquierdo abajo) Control de carga: 4.17 pg de
proteinas totales y de los cloroplastos en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 15%
tefiido con azul de Coomasie. (panel derecho) Analisis densitométrico de los niveles de AtLOX
y AOS en la membrana de nitrocelulosa realizado con el programa KODAK 1D.
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RESULTADOS COMPLEMENTARIOS

Figura 18. Analisis de la respuesta de los genes AtLOX2, AILOX3, AtLOX4,
AtLOX6, AOS y HPL al etanol. Las plantas silvestres de 4. thaliana de 4 semanas
de edad se expusieron a la volatilizacion de 0.1M de etanol. Se extrajo el RNA total
de las hojas de la roseta a las 0 (sin exponer), 0.5, 1, 2, 4 y 24 horas de exposicion al
etanol. La RT-PCR se hizo como se describe en materiales y métodos. APT/: control
de carga. Marcador (M) de pares de bases (pb): APst. h: horas de exposicion.
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DISCUSION

Respuesta de los genes de la via de las lipoxigenasas a la herida

Se ha reportado que la herida induce la acumulacion de los transcritos de los
genes AfLOX2 (Bell y Mullet, 1993), AOS (Kubigsteltig et al., 1999) y HPL (Bate et
al., 1998). Interesantemente, nosotros encontramos que la herida también induce
la acumulacién del transcrito de Af{LOX3 (Figura 8), lo cual indica la participacion
de éste gen en la respuesta de A. thaliana a dicho estrés.

Por otra parte, las plantas silvestres de A. thaliana incrementan sus niveles
endoégenos de JA en respuesta a la herida mecanica (Bell et al., 1995; Stintzi ef
al., 2001). Por lo tanto, para determinar de qué manera afecta éste JA inducido por
la herida a la expresion de los genes de la via de las LOXs, analizamos la
acumulacién de los transcritos de éstos en respuesta a la herida, tanto en plantas
transgénicas con cosupresién de AtLOX2, incapaces de acumular JA en respuesta
a la herida (Bell ef al., 1995), como en plantas mutantes coi7-1 insensibles al JA
(Feys et al., 1994). Los resultados obtenidos con las plantas transgénicas (Figura
9) muestran una acumulacién muy reducida del transcrito de A{LOX2, lo cual nos
indica que efectivamente trabajamos con plantas cosuprimidas en ese gen.
También se muestra en estas plantas una disminucion en los niveles del transcrito
de AfLOX3 en respuesta a la herida, en comparacion con las plantas silvestres,
indicando que la expresion de AtLOX3 depende, ademas del JA, de otro u otros
compuestos inducidos también por la herida, tales como el trans-2-hexenal (Bate y
Rothstein, 1998) y el OPDA (Stelmach et al., 2001) liberado del MGDG-O de las
membranas de los cloroplastos (Tabla |; Figura 5).

En las plantas mutantes coi7-1 heridas (Figura 10) se observé una
disminucién en la acumulacién de los transcritos de AfLOX2 y AtLOX3, respecto
de lo observado en las plantas silvestres. Estos resultados sugieren que la
acumulacion de los transcritos de éstos genes en respuesta a la herida depende
de la percepcion del JA por la planta y de algin otro compuesto inducido por la
herida, tales como los mencionados anteriormente. Ademas de ser inducido por la
herida, el OPDA es un muy buen candidato debido a que regula, por si mismo, la
expresion de genes que responden a la herida en A. thaliana (Stintzi ef al. 2001).

De acuerdo con los resultados mostrados en las Figuras 8-10, los patrones
de acumulacion de los transcritos de AfLOX2 y AfLOX3 son muy parecidos entre
si y por consiguiente parecen estar regulados por procesos similares en la
respuesta a la herida. Este comportamiento indica un posible evento de
redundancia en la funcion de ambos genes en la respuesta a dicho estrés. El
estudio de la mutante AfLOX3 en respuesta a la herida ayudara a elucidar éste
posible fendmeno de redundancia.

50



Como se muestra en las Figuras 8-10, el transcrito de AOS presentd un
patron de acumulacién similar tanto en las plantas silvestres como en las
cosupresoras de AtLOX2 y en las mutantes coi7-1 en respuesta a la herida. Estos
resultados indican que la acumulacioén del transcrito de AOS en respuesta a la
herida no depende ni de la produccion ni de la percepcion del JA producido in
planta en respuesta a dicho estrés. No obstante, Laudert y Weiler (1998)
observaron la acumulacion del transcrito de AOS en respuesta al OPDA, precursor
del JA, lo que pareceria contradecir a nuestros resultados. Sin embargo, Stelmach
et al. (2001) encontraron que mas del 90% del OPDA en A. thaliana se encuentra
esterificado en el MGDG-O de las membranas de los cloroplastos (Figura 5) y que
puede ser liberado mediante la accion de lipasas, explicando de ésta manera el
rapido aumento en los niveles de OPDA cuando las hojas se hieren. Por lo tanto,
de acuerdo con estas observaciones, la induccion de la acumulacién del transcrito
de AOS en respuesta a la herida mostrada en nuestros resultados (Figuras 8-10)
podria deberse al OPDA liberado de las membranas de los cloroplastos y no al
OPDA formado durante la sintesis de novo del JA, o a algin otro compuesto
producido también en respuesta a la herida (Tabla I).

Los resultados observados en la Figura 8 muestran que la herida indujo la
acumulacién del transcrito de HPL en las plantas silvestres de A. thaliana,
confirmando lo reportado por Bate et al. (1998). Sin embargo, la herida no indujo la
acumulacion del transcrito de HPL ni en las plantas cosupresoras de AtLOX2
(Figura 9) ni en las plantas mutantes coi1-1 (Figura 10). De ésta manera, nuestros
resultados indican que la acumulacion del transcrito de HPL en respuesta a la
herida depende tanto de alguno o algunos de los intermediarios en la biosintesis
del JA (tales como AtLOX2 y el OPDA (Figura 5)), como de la percepciéon del JA
mismo por la planta. Los ensayos realizados en Cifrus jambhiri mostraron que la
herida indujo la acumulacioén del transcrito de HPL y la actividad de la enzima,
(Gomi et al., 2003), observandose la mayor acumulacion de transcrito a las 2
horas (similar a nuestros resultados en A. thaliana) y la mayor actividad de ésta
enzima a las 12 horas después de herir. Por lo tanto, de acuerdo con lo anterior,
una vez producida la enzima, su participacion en la respuesta de defensa de la
planta herida se regula mediante la induccién de su actividad. En A. thaliana se ha
demostrado la actividad preferencial de la enzima HPL por los substratos
derivados del acido o-linolénico (Bate ef al., 1998), pero se desconoce si la herida
induce la actividad de dicha enzima en esta planta.

Respuesta de los genes de la via de las lipoxigenasas a los compuestos
volatiles metil jasmonato y trans-2-hexenal

La aplicacién exogena de los compuestos volatiles MeJA y trans-2-hexenal,
derivados de la via de las lipoxigenasas a través de las ramas de AOS y HPL
respectivamente (Figura 5), induce la acumulacion de los mensajeros de los genes
AtLOX2, AtLOX3, AtLOX6, AOS y HPL (Figuras 11 y 12) con patrones de
acumulacion diferentes entre ambos tratamientos. El MeJA y el trans-2-hexenal
indujeron una acumulacién bifasica de los transcritos de los genes AILOX2y AOS,
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sin embargo, la acumulacién inducida por el MeJA fue tardia respecto a la
acumulacién inducida por el trans-2-hexenal. No obstante, la acumulacion del
transcrito de HPL en respuesta al MeJA fue mas temprana respecto a su
acumulacién en respuesta al trans-2-hexenal. Por lo tanto, de acuerdo con estos
resultados, en respuesta a un estrés como la herida, la planta produciria y
percibiria primero al trans-2-hexenal derivado de la rama de la HPL, para inducir la
expresion de los genes que participan en la biosintesis de los jasmonatos. Una
vez producidos, estos jasmonatos regularian, ademas de la expresién de sus
genes biosintéticos, la expresiéon de otros genes, tales como PDF1.2 y HPL,
garantizando con la expresion de HPL, la produccién posterior del trans-2-hexenal,
el cual actuaria ahora en conjunto con los jasmonatos en la induccion de la
expresién de genes. Se ha demostrado que el cis-3-hexenal, isébmero precursor
del trans-2-hexenal, se acumula en las hojas de A. thaliana en los primeros
minutos después de herirlas (Matsui et al.,, 2000), con lo cual se apoya lo
mencionado acerca de la percepcion primaria de los compuestos derivados de la
HPL (como el trans-2-hexenal) por la planta en respuesta a un estrés. Sin
embargo, no se debe olvidar que el MeJA y el trans-2-hexenal se aplicaron
exdgenamente, involucrando posiblemente procesos de senalizacion diferentes a
los producidos en respuesta a la herida.

Por su parte, el gen AILOX6 respondid a la aplicacion exoégena de los
compuestos volatiles MeJA (Figuras 11) y trans-2-hexenal (Figura 12), pero no
respondio a los estrés ocasionados por la herida mecanica (Figura 8) y por el
hongo fitopatdbgeno A. brassicicola (Figura 13). Este tipo de comportamiento
mostrado por A{LOX6 se ha visto en otras LOXs, como la RCI-1 de Oryza sativa
(arroz), cuyo transcrito se acumula en respuesta a los inductores quimicos de la
resistencia adquirida BTH e INA, e inclusive en respuesta a la aplicacion exogena
del JA, pero no se acumula ni en respuesta a la herida ni en respuesta a la
bacteria patégena Pseudomonas syringae. (Schaffrath ef al., 2000). Por lo cual,
queda por definir la funcién biologica de éstas LOXs en sus respectivas plantas.

Respuesta de los genes de la via de las lipoxigenasas al hongo necrotroéfico
Alternaria brassicicola

Pennickx et al. (1996) encontraron que la infeccion de plantas silvestres de A.
thaliana con el hongo necrotréfico A. brassicicola induce un aumento gradual en
los niveles endégenos del JA, el cual presenta un maximo de acumulacion a las 72
horas después de la infeccion. Consecuentemente, el JA producido en respuesta a
A. brassicicola induce la expresion del gen PDF1.2, el cual codifica para una
proteina con propiedades antifingicas (Penninckx et al., 1998). Como se observa
en la Figura 13, los transcritos de los genes AfLOX2 y AOS se acumularon
gradualmente en respuesta a A. brassicicola, sugiriendo que el incremento en los
niveles endogenos del JA en respuesta a dicho hongo podria deberse a un
aumento en la expresién de los genes que participan en la biosintesis de dicho
compuesto. Sin embargo, atn cuando los niveles de los mensajeros de AILOX2 y
AOS aumenten y se correlacionen con el incremento en los niveles del acido
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jasménico endogeno (Penninckx et al., 1996), es posible que la infeccion con A.
brassicicola afecte también los niveles de proteina e incluso la actividad de éstas y
de otras enzimas. Ademas, se requiere analizar mas a fondo la infeccion con éste
hongo necrotrofico para determinar si las respuestas observadas se deben a las
toxinas que produce o a la necrosis que ocasiona.

Por otra parte, nosotros no encontramos acumulacién alguna del transcrito
de AtLOX3 en respuesta al hongo necrotréfico A. brassicicola (Figura 13), sin
embargo, se ha descrito la induccion de éste gen por el hongo biotrofico
Peronospora parasitica (Mahalingam et al.,, 2003). Y como se menciona
anteriormente, el transcrito de A{LOX2 se acumula en respuesta a A. brassicicola
(Figura 13). Por lo tanto, nuestros resultados junto con lo reportado por
Mahalingam et al. (2003), sugieren una participacion diferencial de las LOXs en la
respuesta de la planta a los hongos dependiendo si son necrotréficos o biotroficos.

Respecto a HPL, no se observa acumulacién alguna de su transcrito en las
plantas infectadas con A. brassicicola (Figura 13), lo cual sugiere que
probablemente no se requiere de los derivados de la rama de HPL (Figura 5) en la
defensa de A. thaliana contra dicho hongo.

Como se observa en las Figuras 8-10 y 13, no encontramos acumulacién
alguna del transcrito de AfLOX4 ni en respuesta a la herida mecanica ni en
respuesta al hongo A. brassicicola, lo cual indica que este gen no participa en las
respuestas de defensa de A. thaliana a dichos estrés. Sin embargo, mediante un
analisis de microarreglos con cDNAs se encontré la inducciéon de AtLOX4 en
respuesta a los estrés ocasionados por sequia, frio y alta salinidad en A. thaliana
(Seki et al., 2002). Por lo tanto, estudios posteriores sobre la expresion de AtLOX4
bajo los tratamientos mencionados permitiran la caracterizacion de éste gen y la
determinacién de su funcion en la respuesta de la planta a dichos estrés.

Andlisis de las proteinas AtLOX y AOS en respuesta a la herida

Los andlisis de la acumulacién de las proteinas AtLOX y AOS realizados mediante
Western blot muestran una acumulacion constitutiva de ambas proteinas en las
plantas silvestres de A. thaliana tanto sin herir como heridas (Figura 14), indicando
que la planta sintetiza a éstas proteinas como parte de su desarrollo normal.
Ademas, la proteina AOS también se acumuld constitutivamente en las plantas
con cosupresion de AtLOX2 tanto sin herir como heridas (Figura 15), lo cual
muestra que la presencia constitutiva de AOS no se afecta por la falta del JA
inducido por la herida.

La proteina COI1 pertenece a la familia de proteinas con caja F (Xie et al.,
1998), las cuales regulan varios procesos en las plantas, tales como la respuesta
a auxina (Ruegger et al., 1998) y el desarrollo floral (Ingram et al., 1997), mediante
la degradacion de proteinas reguladoras. Para el caso especifico de COI1 se ha
demostrado que la respuesta de A thaliana al JA depende de ésta proteina
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(Devoto et al., 2002; Xu et al., 2002). Como se observa en la Figura 16, los
resultados obtenidos de las plantas mutantes coi7-1 muestran una disminucion
drastica en los niveles de la proteina AOS a la hora después de herir, lo cual
indica que se necesita de la proteina COI1 para mantener la acumulacion de AOS
en la respuesta de defensa de la planta herida. Por lo tanto, de acuerdo con lo
anterior, la disminucién de AOS en las plantas coi7-1 heridas (Figura 16) podria
deberse a que la falta de COI1 permite la actuacién de algin regulador negativo
de AOS inducido por la herida.

Haciendo una integracién de los resultados obtenidos sobre la acumulacion
del transcrito (Figuras 8-10) de AOS y de su proteina (Figuras 14-16) en respuesta
a la herida mecanica, tal parece que la planta asegura una acumulacion
constitutiva de la proteina AOS mediante una regulacion post-traduccional
mediada por la proteina COI1, para asi poder responder a la herida mediante la
inducciéon de la actividad de ésta enzima, como lo han demostrado Laudert y
Weiler (1998).

Deteccién inmunoldgica de las proteinas AtLOX y AOS en extractos de
cloroplastos

La deteccion inmunolégica de las proteinas AtLOX y AOS en los extractos de
proteinas totales y de cloroplastos (Figura 17) muestra un enriquecimiento de
ambas proteinas en los cloroplastos, sobre todo para AOS, la cual se encuentra
aproximadamente 15 veces mas en los extractos de cloroplastos respecto a las
proteinas totales, mientras que para AtLOX se muestra un aumento del 25%
aproximadamente. De ésta manera, nuestros resultados demuestran la presencia
de la proteina AOS en los cloroplastos de A. thaliana. Para el caso de las LOXs,
Bell et al. (1995) demostraron la localizacién intracelular de la AtLOX2 en los
cloroplastos de chicharo mediante un sistema de transporte in vitro, y
recientemente, Friso et al. (2004) localizaron a esta LOX en el estroma de los
cloroplastos de A. thaliana mediante un andlisis protedmico y espectrometria de
masas. Si en efecto, el anticuerpo anti-LOXH1 reconoce a la proteina AtLOX2,
como se discute en el apartado de resultados, nuestro resultado sobre la
localizacion de AtLOX en los extractos de cloroplastos de A. thaliana se
corresponderia con el resultado reportado por Friso et al. (2004).
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CONCLUSIONES

- La expresion del gen A{LOX2 en la respuesta de defensa de A. thaliana a la
herida mecanica depende parcialmente de la percepcion del JA por la planta.
Ademas, AfLOX2 participa en la respuesta de defensa de A. thaliana al hongo
necrotrofico A. brassicicola.

- El gen AfLOX3 participa en la respuesta de defensa de A. thaliana a la herida
mecanica y su expresiéon depende parcialmente del JA producido en respuesta a
dicho estrés. Ademas, A{LOX3 se induce por los compuestos volatiles MeJA vy
trans-2-hexenal. Sin embargo, Af{LOX3 no participa en la defensa de la planta
contra el hongo necrotréfico A. brassicicola.

- Los genes AfLOX4 y AtLOX6 no participan en las respuestas de defensa de A.
thaliana a la herida mecanica y al hongo necrotrofico A. brassicicola. Sin embargo,
mientras que la expresion de AfLOX6 se induce por los compuestos volatiles
MeJA vy trans-2-hexenal, el gen AILOX4 no se expresa en respuesta a dichos
compuestos.

- La expresion del gen AOS en respuesta a la herida mecanica es independiente
del JA. Sin embargo, la acumulacion constitutiva de su proteina depende de COI1
y, por lo tanto, de la percepcion del JA por la planta. Ademas, AOS participa en la
respuesta de defensa de A. thaliana al hongo necrotréfico A. brassicicola.

- La expresion del gen HPL en la respuesta de defensa de A. thaliana a la herida
mecanica es dependiente totalmente del JA producido en respuesta a dicho
estrés. Ademas, la expresion de HPL se induce por el compuesto volatil trans-2-
hexenal. Sin embargo, HPL no patrticipa en la defensa de la planta contra el hongo
necrotrofico A. brassicicola.

- Las proteinas LOX (probablemente AtLOX2) y AOS se encuentran enriquecidas
en los extractos de cloroplastos de A. thaliana y se encuentran presentes en las
hojas sin herir.

- La acumulacién de la proteina AOS en las hojas de A. thaliana heridas requiere
de la proteina con caja F COI1.
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PERSPECTIVAS

- Cuantificar los niveles de acido jasmoénico y trans-2-hexenal en las plantas
silvestres, cosupresoras de AtLOX2 y mutantes coi7-1 de A. thaliana a los tiempos
determinados después de la herida para establecer si existe una correlacion entre
la acumulacion de éstos compuestos y la acumulacion de los transcritos y de las
proteinas codificadas por los genes AOS, HPL y LOX de A. thaliana.

- Estudiar con mayor detalle la infeccion (germinacion de esporas, liberacion de
toxinas, necrosis) de las hojas de A. thaliana con el hongo A. brassicicola para
conocer mejor el proceso de infeccién, asi como para determinar si hay una
relacién entre las etapas de infeccion y la acumulacién de los transcritos y de las
proteinas codificadas por los genes AOS, HPL y LOX de A. thaliana.

- Determinar la especificidad del anticuerpo anti-LOXH1 de S. tuberosum para
verificar a cual de las cuatro LOXs de A. thaliana con péptido de transito hacia el
cloroplasto reconoce.

- Encontrar la proteina reconocida por COIl1 que debe ser destruida para mantener
la acumulacién de la proteina AOS en las hojas de A. thaliana en respuesta a la
herida.
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APENDICE

MEDIOS Y SOLUCIONES

Buffer Bradford:

Etanol 95% 100 ml
Acido fosforico 88% 200 ml
Serva Blue G 350 mg

Buffer CTAB 2X:
Tris/Cl pH 8.0
NacCl

EDTA

Bromuro de hexadeciltrimetil amonio

Mercaptoetanol

Buffer de carga (RNA) (5 ml):

MOPS (10X) 500 pl
Formaldehido 875 ul
Formamida 2.5ml
Colorante de carga 500 pl
Bromuro de etidio (10 mg/ml) 13 pl

H-0 destilada estéril 612 pl

Buffer de corrida 1X (3 L):
Trisma base 9g
Glicina 4329
SDS al 10% 30 ml

Buffer de prehibridacién (10 ml):
Fosfato sédico1 MpH7.2 3 ml
SDS 10% 7ml
EDTAO0.5M 20 pl

Buffer de transferencia (1 L):

Trisma base 3g
Glicina 1449
Metanol 200 ml

100 mM
14 M

20 mM
2% (whv)
0.2% (wiv)
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Buffer Laemmli 2X:
Tris HCI pH 6.8
Ditiotreitol

SDS

Azul de bromofenol
Glicerol

Buffer PSE:

Fosfato sédico pH 7.2
SDS

EDTA

Buffer TAE 50X:
Tris base

Acido acético glacial
EDTA0.5MpH 8.0

Buffer TE:

100 mM
200 mM
4% (wiv)
0.2% (wiv)
20% (wiv)

0.3M
7% (wiv)
1mM

242 g
57.1 ml
100 ml

Tris/HCI pH 8.0 10 mM

EDTApH 8.0 1mM

Colorante de carga (RNA) (1 ml):

Glicerol

Azul de bromofenol (1%)

H,0 destilada estéril

MOPS 10X (1L):
MOPS

NasAc
EDTA05MpH 8.0

PBS 1X pH 7.4 (1 L):
NaCl 8g

KCI 02g
Na:HPO;; 1.44 g
KH2PO4 0249

500 pl
250 pl
250 pl

4186¢
41¢
20 ml
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Ponceau S (100 ml):

Ponceau S 29
Acido tricloroacético 309
Acido sulfosalisilico 30g
SSC 20X:

NaCl 3IM

Citrato trisodicopH 7.0 0.3 M

Vitaminas B5 (stock de 10 ml):

Mio-inositol 19
Tiamina HCI 01g
Piridoxina HCI 10 mg

Acido nicotinico 10 mg
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