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RESUMEN

Las lipoxigenasas (LOXes) son enzimas que en plantas, estan
involucradas en muchos procesos importantes tanto de desarrollo
como de respuesta a situaciones adversas del medio ambiente. Esta
enzima es la primera de la ruta de biosintesis de la fitohormona acido
jasménico (tambien conocida como via de los octadecanoides), que
modula la expresién de un grupo de genes cuyos poductos son
conocidos como proteinas inducidas por jamonatos (JIP’s), las cuales
tienen distintas funciones, y de algunas aun se desconoce su papel. En
la mayoria de plantas, las LOXes pertenecen a familias génicas de
mas de 2 miembros, tienen una similitud de secuencia alta (arriba
del 60%), y exhiben un patréon de expresion complejo. Dada la gran
similitud de secuencia, no es posible discrimar la expresion de las
diferentes LOXes a través de ensayos como "northern blot", de tal
manera que para un analisis de expresion detallado, es necesario una
técnica mas sensible. Haciendo uso de la técnica de RT-PCR junto con
analisis de restriccion hemos caracterizado la expresién de 3
miembros de la familia génica de lipoxigenasa en frijol cultivar Negro
Jamapa, en respuesta a herida y a induccién con metil-jasmonato
(MeJA). PvLOX2 y PvLOX4 mostraron un méximo de expresion en
ambos tratamientos en el mismo punto, siendo mayor la expresién de
PvLOX2. No observamos expresién de PvLOX5 en respuesta a la
herida, ni en el tratamiento con JA.

Los genes PvLOX4 y PvLOXS5, presentan una indentidad de
alrededor del 98 %, la cual dificulta el anélisis de su expresion, sin
embargo, usando la téncica del RT-PCR, fue posible diferenciar la
expresion de estos genes.




INTRODUCCION
LAS LIPOXIGENASAS

Las lipoxigenasas (LOXes) son enzimas ubicuas en todos los
eucariotes que catalizan la dioxigenacién esterecoespecifica de los
acidos grasos que contienen estructura cis,cis-1,4-pentadieno. Una de
las caracteristicas estructurales de las LOXes, es contener un 4dtomo
de hierro en ausencia del grupo hemo. En los animales, las
lipoxigenasas, forman parte de las rutas metabdlicas que llevan a la
formacion de compuestos biolégicamente activos como los
leucotrienos y las lipoxinas, sintetizados a partir de acido
araquidénico (C20:3). Estos mediadores de origen lipidico, estan
involucrados en las reacciones alérgicas e inflamatorias. A nivel de
estructura primaria, las LOXes de origen vegetal comparten el 25% de
identidad con su contraparte de mamifero. Sin embargo, su dominio
catalitico esta muy conservado a nivel de estructura terciaria, lo cual
sugiere una funcién relacionada (Funk et al/.,, 1990). En plantas, el
acido araquiddénico es inexistente, por lo tanto la funciéon de LOX no
parece ser la sintesis de leucotrienos. Sin embargo, incrementos en la
expresion de los genes de la LOX, en plantas, se detectan como
respuesta a diferentes tipos de estreses, que incluyen: la respuesta al
ser comidas por insectos, infecciones por bacterias y hongos, bajo
pontencial hidrico y dafio mecanico {(Siedow, 1991). Las LOXes,
también se requieren para sintetizar el regulador del crecimiento
vegetal llamado acido jasmoénico (JA). El JA y sus analogos
estructurales, los jasmonatos, inducen un grupo de genes (Sembdner
y Parthier, 1993) cuyas proteinas (proteinas inducidas por
jasmonatos, JIPs en Inglés), participan en una variedad de procesos
fisiolégicos de las plantas que incluyen: crecimiento y desarrollo
vegetal, movilizacién de lipidos de reserva durante la germinacion, y
como proteinas de almacenamiento vegetativo (vsp) (Siedow, 1991).
Por otro lado, el JA es un mediador en la respuesta de defensa de las
plantas a la herida y al ataque por patégenos (Farmer, 1994). Los
acidos grasos que son substratos de las LOXes, son el acido linolénico
(C18:3) vy el acido linoléico (C18:2) (Nishiuchi et al., 1997; Conconi et



al., 1996; Farmer y Ryan, 1992.). Estos acidos grasos, son los mas
abundantes en los lipidos de las membranas vegetales.

Asi pues, las LOXes de plantas de manera similar a las LOXes de
animales participan en los mecanismos de respuesta a situaciones de
estrés.

LA VIA DE LAS LIPOXIGENASAS.

Las LOXes pueden diferir en un numero de caracteristicas tales
como: preferencia por su substrato, parametros de cinética, vy
especificidad posicional de oxigenacion del substrato. En cuanto a la
especificidad posicional de oxigenacién del substrato, las LOXes,
catalizan la adicién de oxigeno molecular en el carbono 9 (C-9) 6 en el
carbono 13 (C-13) de los acidos linoléico y linolénico. Esta etapa de
oxigenacién es un punto de divergencia al inicio de la cascada de
reacciones referida como la "via de la lipoxigenasa", en la cual los
hidroperéxidos producidos por la actividad de las LOXes en el
carbono 13 son substratos para la subsecuente accién de la
hidroperoxido liasa (HL) o de la aleno dOxido sintasa (AOS) (figural). El
destino de los 9-hidroperéxidos no es muy claro ain (Vick, B.A.
1993), pero se sabe que no conducen a la formacién de acido
jasmonico (Vick et al., 1980).

En una de las ramas de la "via de la lipoxigenasa" (figura 1), la
actividad 13-LOX conduce a la formacién de éacidos 13-hidroperoxi-
linoléico y linolénico. Cuando el 4acido 13-hidroperoxi-linolénico es
substrato de la HL se obtiene la traumatina, compuesto relacionado
con la cicatrizacion en la herida. Cuando actia la AQS sobre este
mismo substrato, se obtiene como producto final (Vick y Zimmerman,
1984; Siedow, 1991), el acido jasmoénico (JA). Esta es la llamada via
de los octadecanoides (figura 2). La actividad de las 13-LOX puede
ser determinante para la regulacion de los niveles intracelulares de
JA y para el control de los procesos afectados por esta fitohormona
(Royo et al., 1996). Por el otro lado de la via de las LOXes, los 13-
hidroperéxidos resultantes de la accién de LOX, que no son substratos
de la AOS, pero si lo son de la HL, dan origen a aldehidos y oxoécidos
de 9 carbonos (figura 3), los cuales son causantes de olores y sabores
en hojas y frutos (Royo er al., 1996). Los derivados lipidicos de 9
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carbonos, no son los inicos productos de la accion de HL sobre 4

cido linoléico y acido linolénico. Cuando las plantas son heridas, la HL,
también sintetiza compuestos volatiles de 6 carbonos (C-6). De
manera similar al al metil-jasmonato (MEJA), estos compuestos
actian activando genes involucrados en la respuesta a herida pero de
una manera mas moderada (Bate y Rothstein, 1998).

FUNCION DE LAS LIPOXIGENASAS

Como ya se mencion6é anteriormente, las LOXes, estan
relacionadas con diversos aspectos de la biologia de la planta, entre
los que se pueden destacar: 1) crecimiento y desarrollo, 2)
distribucion de la reserva de nitrogeno, 3) senecencia, 4) respuesta al
ataque de patogenos, 5) estrés hidrico, 6) respuesta a herida, y 7)
sintesis de JA (Creelman y Mullet, 1995; Macarrone et al, 1995;
Grimes et al., 1993; Hildebrand et al., 1988; Siedow, 1991).

LOX DURANTE CRECIMIENTO Y DESARROLLO

En cuanto a la participacién de LOX durante el crecimiento y
desarrollo, todo se basa en la correlacion entre la duracion de la
actividad de la enzima y una etapa especifica de desarrollo. En las
semillas maduras de soya, los niveles de las tres LOX asociadas a este
drgano aumentan durante un periodo de 5 a 10 dias antes de que la
semilla alcance la madurez fisiolégica. Este incremento de actividad
estd asociado con la sintesis de novo de la proteina LOX (Siedow,
1991). Park y Polacco (1989) reportaron un marcado incremento en
actividad de LOX en el eje en expansion (hipocotilo/radicula) después
de la germinacién, consistente con estudios inmunolégicos (Peterman
y Siedow, 1985). Las LOXes que aparecen en el eje del tejido
diferenciado son diferentes de las isoenzimas encontradas en el
cotiledon. La expresiéon de las tres isoenzimas de cotiledén es
consistente con el de otras proteinas de almacenamiento conocidas.
Por otro lado, el hecho de que niveles altos de actividad de LOX se
encuentren en hipocotilo y radicula en rdpido crecimiento sugiere
que esas LOXes, sintetizadas nuevamente, juegan un papel
importante en el crecimiento de la plantula (Parck y Polaco, 1989).
Los incrementos en la actividad de la lipoxigenasa inmediatamente



después de la germinacion se han reportado para el arroz (Otha et al.,
1986), el trigo (Guss et al, 1968), la mostaza (Oelze-Karow et al.,
1970), y el pepino (Matsui et al, 1988). La mayoria de los estudios
correlacionan velocidades de crecimiento y actividad de lipoxigenasa
y usan tejidos que podrian ser mejor descritos como "asociados a
retofios”. Sin embargo, niveles relativamente altos de actividad de la
LOX se han reportado en el tejido de la radicula, mientras que, muy
poca actividad se detecté en las raices de la planta de soya madura,
sugiriendo que la misma correlacién general podria mantenerse para
la porcién subterranea de la planta.

En el frijol, se observa la acumulacién del mRNA de LOX
durante la germinacién, en raices jévenes y durante el desarrollo del
nédulo y se sugiere la participaciéon de la LOX en la movilizacién de
lipidos, en tejido en crecimiento activo y/o en la sintesis de JA como
regulador de crecimiento (Porta et al., 1999).

En resumen, parece haber una correlacién entre la actividad de
la LOX encontrada en un tejido de la planta y su velocidad de
elongacion, los niveles mas altos de LOX se han encontrado en los
tejidos en rapido desarrollo.

LA LOX COMO PROTEINA DE ALMACENAMIENTO VEGETATIVO.

Con respecto a la modulacion del nivel de nitrégeno en la
planta, se les denomina "proteinas de almacenamiento vegetativo"
(vsp, de sus iniciales en Inglés) a aquellas proteinas cuya funcion es
servir como almacenes temporales de nitrégeno, para su posterior
uso en el crecimiento reproductivo. En la planta de soya , dos
proteinas, de 27 kD (vsp27) y de 29 kD (vsp29) se acumulan en las
células del parénquima en empalizada y en las células del meséfilo
paravenial durante el crecimiento normal (Witenbach, 1982).
Posteriormente, Trangaber y colaboradores (1991) identificaron una
vsp de 94 kD como una LOX (pvmLOX, pvm por su deteccién en las
c¢lulas del meséfilo paraveinal). Luego de la remocién de los tejidos
"poza" reproductores, pvmLOX se acumula principalmente en las
vacuolas de las células del meséfilo paravenial. Grimes vy
colaboradores (1992) sugirieron que la pvmLOX era probablemente
el producto de un solo miembro de la familia génica de lipoxigenasa,



pero posteriormente se encontré que mas de una isoenzima de LOX,
en las hojas de soya, respondia al balance de nitrégeno en la hoja
(Grimes et al., 1993). La LOX4, fue la primer lipoxigenasa de soya que
se identific6 con una expresion incrementada luego de remover el
tejido "poza" reproductivo (Kato et al,, 1993). Bunker y colaboradores
(1995) demostraron que los transcritos de al menos dos genes de LOX
de soya diferentes, se incrementan abundantemente luego de la
remocion del tejido "poza" o reproductivo. Recientemente (Saravitz y
Siedow, 1996) mediante analisis de "northern blot" demostraron el
aumento de la expresién de LOX7 y LOX8 en plantas sin tejidos "poza"
reproductivos comparado con plantas control que si los tenian, juntos
estos ultimos resultados indican que al menos 5 genes de LOXes de
hojas de soya, muestran un aumento de su expresién luego de
elimmnar ¢l tejido "poza" reproductivo. El incremento de la expresién
de multiples genes de LOX en las hojas de soya no es inesperado dado
que la observacidn de la mayoria, sino es que todas, las isoenzimas de
LOX presentes en hojas se incrementan abundantemente luego de la
remocion de los tejidos "poza” (Saravitz y Siedow, 1996).

LOX'Y LA SENECENCIA

La descripcion del papel de la LOX durante la senecencia, es
una de las primeras teorias acerca de la funcidn de esta enzima. Las
razones para esto son obvias: la senecencia es esencialmente un
proceso degradativo, el cual incluye la pérdida de integridad de la
membrana. La fuente potencial de substrato para LOX se encuentra
en los &4cidos grasos polinsaturados presentes en los lipidos de la
membrana. De la misma manera, los productos de la reaccién de la
lipoxigenasa son muy reactivos y eso puede resultar en una
deterioracién posterior de la membrana y aumentar la
permeabilidad, entre otras posibilidades. Varios estudios indican que
el incremento en la actividad de la lipoxigenasa es una caracteristica
comun de los tejidos senecentes de plantas, y que el retardamiento
de este proceso se logra con la adicién de citocininas o antioxidantes
que reducen el nivel de actividad de LOX enddgena (Siedow, 1991).



RESPUESTA A PATOGENOS

Estudios iniciales de la respuesta de la LOX a la infecciéon por
patégenos indicaron que su actividad en tubérculos de la papa
aumentaba por un periodo de 4 semanas después de la infeccién con
el hongo Phoma exigua. Similarmente, la actividad de LOX aumentaba
mas de 7 veces en las hojas de tabaco durante un periodo de 11 dias
luego de la infeccion con Erysiphe cichoracearum. Numerosos
reportes similares han aparecido desde esas observaciones iniciales
del incremento de la actividad de la LOX en un tiempo tan corto como
6 horas después de la infeccion (Peever y Higgins, 1989). Ademas, el
incremento de la actividad de la LOX se induce ya sea por el patdgeno
o por un elicitor (que son oligosacaridos que componen la pared
celular del patégeno o de la planta, o incluso puede ser sintético o de
un organismo que jamas seria patégeno de una planta), lo que
sugiere que la induccién de esta enzima representa un verdadero
componente del mecanismo de defensa de la planta y no
simplemente el resultado del dafio mecénico en el tejido durante el
proceso de infeccion (Siedow, 1991). Actualmente ya se tienen
resultados de trabajos que apoyan dicha participacion directa de LOX
en el mecanismo de defensa, como el de las plantas transgénicas de
tabaco expresando secuencias antisentido de la LOX (Rancé et al,
1998) y en las que se desarrolld una marcada susceptibilidad a
Phytophthora parasitica var. nicotianae raza 0, que normalmente es
incapaz de infectar la planta, lo que enfatiza la importancia de LOX en
la defensa de la planta contra patégenos.

La induccién de LOX en plantas provocada por agentes
biolégicos (patégenos) como bacterias y hongos, puede resultar
ventajoso por los procesos que LOX desarrolla. Una marcada y répida
induccion de LOX que acompafia el dafio fisico de la célula podria
llevar a la produccién de hidroperéxidos de acidos grasos, varias
especies que contienen radicales libres, y sus productos de
descomposicion acompafiantes los cuales a su vez, podrian ayudar a
estimular el catabolismo de las membranas celulares originando una
muerte celular localizada asociada con la "reaccién hipersensible”
(Dixon y Lamb, 1990). Los radicales hidroperdxido pueden también
ayudar a promover el proceso de lignificacién que acompafia la
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reaccién hipersensible, aunque este papel es mas comunmente
asignado a los radicales derivados de la peroxidasa. Jugando un papel
mas directo, los productos de la reacciéon de la lipoxigenasa podrian
actuar como agentes toxicos al patdgeno invasor (Hildebrand, 1988).

INDUCCION DE LOX POR ESTRES HIDRICO

Durante el estrés por sequia o de déficit por agua, LOX es
fuertemente inducida, jugando wun papel importante para
contrareestar esta situacidon negativa, esto es, removiendo todos los
productos de descomposiciéon para su posterior metabolismo.
(Creelaman y Mullet, 1995; Macarrone et al., 1995). Entre los répidos
cambios metabdlicos que suceden durante el estrés hidrico, se puede
mencionar la inhibicién del aparato fotosintético, una disminucién del
potencial hidrico, y la generacién de radicales super6xido (Macarrone
et al., 1995; Navari-lzzo et al, 1990). En soya, se ha visto la
modulacién de la expresion de dos LOXes (LOX-1 y LOX-2), durante el
déficit de agua (Macarrone et al, 1995), en donde se observd que el
aumento del estrés llevaba a un aumento paralelo en la transcripcion
y en la actividad de LOX. Durante este estrés, los resultados sugieren
que hay una deterioracién de la membrana (aumento en la
permeabilidad y en el flujo de iones, desmantelamiento de la bicapa
lipidica a través de la oxidacién de sus componentes), activacidén de
una fosfolipasa que libera acidos grasos polinsaturados, los que son
substratos para LOX que lleva a la biosintesis de JA, el cual
finalmente activa un grupo de genes que ayudan a la planta soportar
la situacion adversa (Macarrone et al., 1995; Navari-1zzo et al., 1990).

LA PARTICIPACION DE LOX EN LA HERIDA

Como ya se mencioné al principio de esta introduccién, el papel
de las LOXes de plantas en la respuesta al estrés provocado por la
herida, podria tener una homologia funcional con la formacién de
leucotrienos y lipoxinas. Estos compuestos, sirven como una seiial
para iniciar las respuestas al estrés en animales (Samuelson et al.,
1987).

Actualmente, ya se han publicado trabajos en los que la
participacidn de LOX en la herida es clara. En Arabidopsis thaliana
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AtLOX2, un gen de LOX cloroplastica, fue suprimido en plantas
transgénicas, lo que provocé un abatimiento de la expresién de este
gen, luego de herir a la planta, y del concomitante nivel de JA
derivado de la actividad de esta enzima comparado con la planta
control (Creelman y Mullet, 1995). En la papa, (Royo et al, 1996)
Lox2 y Lox3 muestran distintos patrones de expresién luego de que
la planta es herida, Lox2 mantiene el aumento de su expresién por
un tiempo de 24 h y se expresa solo en hojas, por el contrario Lox3
tiene el maximo de su expresion a los 30 min en hojas y luego
declina, en raices mantiene una expresion constitutiva que aumenta
al herir la planta. Tanto Lox3 como Lox2 y A4tLOX2 responden al
tratamiento con JA. En la planta de soya (Saravitz y Siedow, 1996)
LOX7 y LOX8 se inducen por herida 8 h después del tratamiento, pero
solo LOX7 mostré una induccién de tipo sistémica (en las partes
circunvecinas al sitio de herida) y disminuyd su expresién a niveles
basales a las 24 h, en cambio LOX8 solo se indujo localmente y el
aumento del transcrito se mantuvo desde las 8 hasta las 24 h. Tanto
LOX7 como LOX8, se inducen también por JA. Como puede
observarse, las respuestas de LOX a la herida en cada una de las
plantas analizadas es distinta y diversa, ya que mientras que algunas
se inducen a tiempos cortos y luego disminuyen su expresién, otras
mantienen un nivel basal que es aumentado como respuesta al
estimulo, otras, mantienen el nivel de expresion por un periodo
prolongado. Existe también diferencia en su expresién espacial,
algunas se expresan localmente (solo en el sitio de la herida) y otras
de manera sistémica (en las partes aledafias al sitio de la herida). Es
también notable que la mayoria de las LOXes inducidas por herida, si
no es que todas, se inducen por JA.

En hojas de frijol, e mRNA de LOX se acumula como una
consecuencia de la herida de manera local y sistémica (Porta et al.
1999). Esta acumulacién, se piensa, esta relacionada a la formacién de
JA como mediador de la respuesta al dafio membranal o la sintesis de
compuestos volatiles de seis carbonos. Integrando todos los
resultados que aqui citamos, podriamos decir que las LOXes inducidas
por herida son esenciales para la biosintesis de JA que
posteriormente regula un grupo de genes, cuyos productos
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contrarrestan el estrés. En papa y tomate (figura 4), se demostré que
se requiere de la sintesis de JA de novo para la inducciéon del
inhibidor de proteinasa II (pin2), al igual que para otros genes
inducibles (Pefia-Cortes ef al. 1993).

SINTESIS DEL ACIDO JASMONICO

Desde hace algunos afios, se demostré que el JA, es una
fitohormona involucrada en la induccidn de genes como respuesta al
dafio mecéanico. El ejemplo mejor estudiado, es la induccién de los
inhibidores de proteinasas (Pin), en la papa y el tomate después de
herir a la planta (Farmer y Ryan, 1990). No solo el JA participa en la
induccidén de Pin, sino también el acido linolénico y los intermediarios
de la biosintesis de JA como el acido hidroperoxilinolénico (HPLNA) y
el 4cido fitodienoico (OPDA) (Farmer y Ryan, 1992). Una evidencia
mas directa de que JA es un componente esencial en la via de
transduccion en la herida, fue al probar medicamentos anti-
inflamatorios para mamiferos (Pefia-Cortés et al, 1993), los
inhibidores de la ciclo-oxigenasa, aspirina y propilgalato, y los
inhibidores de la lipoxigenasa acido salicilhidroxdmico (SHAM) vy
ZK139817 bloquearon de manera efectiva la acumulacién de JA
después del dafio mecanico, cabe sefialar que cuando la biosintesis de
JA es bloqueada por estos inhibidores y la planta es
subsecuentemente dafiada, no hay activacién de los genes pin en las
hojas.

Otro punto de apoyo del involucramiento de JA en la via de
transducciéon desarrollada por dafio mecanico, son las mutantes en los
genes de desaturasas del acido linolénico (LA). En A. thaliana, la
triple mutante fad3-2fad7-2fad8 tiene niveles muy bajos de LA y es
incapaz de acumular JA en respuesta a herida (McConn y Browse,
1996). La aplicacion de LA a las plantas resulta en la acumulacidén de
JA (Farmer y Ryan, 1992). En un estudio, el nivel de LA libre medido
antes de la herida fue muchas veces mas alto que la acumulacién
después del estimulo (Conconi et al., 1996). El nivel de LA, aumenté
al doble una hora después de la herida, mientras que los niveles de
JA aumentaron 10 veces, por lo tanto, el incremento en el nivel de JA
inducido por herida puede ser el resultado de la liberacién de LA de
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los fosfolipidos, o de la utilizacion de LA presente antes de la herida
para la biosintesis de JA (Conconi et al.,, 1996). Como puede verse, la
cascada intracelular de sefializacion en respuesta a herida involucra
la ruta biosintética derivada de lipidos que da como producto final
JA, y en la que LOX juega un papel clave para su desarrollo.

LOCALIZACION DE LAS LOX

Es dificil de analizar el papel de la LOX en los procesos
sefialados, no solo por la diferente especificidad de estas enzimas,
sino también porque LOX estd presente en mas de un compartimiento
subcelular.

Se han desarrollado trabajos relacionados con la localizacion
intracelular y distribucién tejido especifica de LOX, con el fin de
obtener informacion acerca de su posible funcién fisicldgica. Por
ejemplo, en las hojas de soya, LOX se acumula en las vacuolas de las
células del mesofilo paravenial, y en el citoplasma de los tejidos de
almacenamiento, por lo que posiblemente la LOX estaria sirviendo
como una vsp, por otro lado, también se detectd que la LOX esta
asociada con células epidermales y corticales presente en vacuolas y
plastidos (Grimes et al, 1992). Una LOX inducida por MelA, es
secuestrada en los cuerpos de inclusién de proteinas. Esto puede ser
importante para restringir la interaccién de LOX con 4cidos grasos
(Grimes et al., 1992). En A. thaliana, la AtLox] se expresa en hojas,
raices, inflorescencias, y plantulas jovenes. Debido a que AtLox] no
tiecne secuencia de péptido de transito a plastido es muy probable
que se localice en citoplasma y esté controlando el desarrollo de
organos jdvenes durante el crecimiento de la planta (Melan et al,
1693). Por el contrario, AtLox2 posee dicha secuencia y estd
localizada en cloroplasto. En plantas heridas, en las que el mensajero
de AtLox2 se inhibié por cosupresion, los niveles de JA fueron
abatidos, de tal manera que se puede deducir que el papel de esta
LOX es la participacion en la biosintesis de JA en respuesta a herida
(Creelman y Mullet, 1995). En cebada, las isoenzimas de LOX
inducidas por JA estin localizadas en plistidos y es posible que
participen en la via de transduccién causada por herida (Feussner et
al., 1995).
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LAS LIPOXIGENASAS SON UNA FAMILIA GENICA

Como ya se pudo notar, en las especies de plantas estudiadas
hasta ahora, las lipoxigenasas son codificadas por familias de genes.
Por lo regular, la expresiéon de sus miembros individuales, estd sujeta
a un estricto control durante el desarrollo, aunque frecuentemente
mas de un gen es activo en un estado de desarrollo particular. En las
semillas de soya, uno de los ejemplos mejor estudiados, la expresion
de tres isoformas disminuye durante la germinacién, apareciendo dos
isoformas nuevas en los hipocotilos en expansién y en las radiculas
(Creelman y Mullet, 1992). En hojas de plantas maduras de soya, las
LOXes presentes y su relativa permanencia varia durante todo el
desarrollo y con la herida (Saravitz y Siedow,1996). En la papa (Royo
et al., 1996), se reporto la existencia de tres genes de LOX: Loxl que
se expresa mayormente en tubérculos y raices, Lox2 en hojas, y Lox3
en hojas y raices. En A. thaliana, existen dos LOXes (Bell y Mullet,
1993), AtLOX/ se expresa durante el desarrollo, principalmente en
los oOrganos jovenes y AfLOX2 que es cloroplastica, se induce por
herida. En la cebada, se han identificado hasta el momento 3 LOXes
inducibles por MeJA (Feussner et al, 1995, Vords et al, 1998): LOX-
92,-98 y -100, 2 de ellas son cloroplasticas (LOX-92 y LOX-100).

RT-PCR, UNA OPCION PARA ANALIZAR FAMILIAS GENICAS

Tomando en cuenta que los diferentes miembros de LOX
presentan alta simlitud en su secuencia, hemos decidido utilizar la
técnica de RT-PCR, para analizar su expresién individual en Phaseolus
vulgaris. A continuacidn se mencionan algunos aspectos teodricos que
apoyan nuestro disefio experimental.

Desde que la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) fue
desarrollada en 1985, se han reportado numerosos trabajos en los
que se enfatiza la versatilidad de la técnica. Entre muchas de sus
aplicaciones estdn la obtencion de cDNA (conjuntamente con la
retrotranscripcion o RT-PCR) y la clonacién de genes, caracterizacion
del "splicing" del RNA, la deteccién de las interacciones DNA-proteina,
secuenciamiento del DNA, diagndsticos clinicos y forenses,
mutagénesis y la sintesis de sondas de acidos nucleicos (Foley et al,
1993).
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Aunque la técnica de PCR tiene un profundo impacto en muchas
areas de la investigaciéon, su aplicacién para la cuantificaciéon de
acidos nucleicos se ha encontrado con obsticulos. El principal
inconveniente se debe a la naturaleza exponencial del PCR, esto es,
que pequefas variaciones en la eficiencia de la amplificacion (entre
ensayo y ensayo), afectan de forma dramatica la cantidad de
producto obtenido. De la misma manera, desviaciones minimas de la
temperatura en los pozos del termociclador, provocan diferencias
significativas en el grado de amplificacién de las muestras en una
misma corrida.

A pesar de estos inconvenientes, la cuantificacién de RNA
puede lograrse usando la transcripcién reversa acoplada a las
reacciones de PCR (RT-PCR). Indudablemente, en muchas situaciones
el RT-PCR tiene ventajas sobre los experimentos mas tradicionales
con RNA, por ejemplo el RT-PCR, es notablemente mas sensible y
puede en teoria, detectar desde una copia del RNA de interés en una
poblacion compuesta por mezclas de diferentes RNAs, aunque en la
practica la deteccion de 10 6 mas copias es un resultado mas realista.
Las condiciones del RT-PCR pueden optimizarse para una méxima
especificidad, al grado de discriminar entre dos secuencias diferentes
en menos de 5 nucléotidos, esta misma técnica, quizd mas que alguna
otra, es adecuada para el analisis de varias muestras a la vez o para
diferenciar los miembros de una familia génica. Las ventajas
anteriormente citadas, hacen del RT-PCR un ensayo muy itil, capaz
de generar datos que no se podrian (o dificilmente) obtener mediante
alguna otra técnica. Es importante destacar que mediante una
cuidadosa validacion de los resultados obtenidos por RT-PCR, se
consigue una excelente correlacién con los datos obtenidos por
northern, hibridacién in situ y "primer extension” (Foley et al., 1993).

ASPECTOS TECNICOS DEL RT-PCR.

Ademas de los parametros involucrados en el PCR, como la
temperatura de alineamiento y el disefio de los oligonucleétidos, y la
concentracién de Mg*2, en el RT-PCR, es importante la etapa de
sintesis de cDNA, ya que es una fuente de error en los experimentos
cuantitativos frecuentemente omitida. Dado que el RT-PCR puede ser
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realizado a partir de RNA poli(A)*™ o RNA total, es mas recomendable
usar RNA total ya que minimiza diferencias en la calidad y
recuperacion de la muestra: 1 6 2 pg de este templado es mas que
suficiente. Los hexanucléotidos al azar y los oligos poli(dT) son
igualmente efectivos para permitir el andlisis de varios RNAs a partir
del mismo cDNA. Tomando en cuenta que la eficiencia en la sintesis
de cDNA es susceptible de variar, se han disefiado protocolos para
estandarizar las condiciones de esta etapa. En este aspecto, una de las
tendencias es el disefic de ensayos competitivos, que consisten
basicamente en coamplificar un RNA control junto con el RNA de
interés, usando el mismo par de oligonucledtidos.

La generacion de estandares internos adecuados y la eleccién
del par de primeros estan entre los aspectos mas cruciales para
establecer un protocolo de RT-PCR competitivo. Los controles internos
pueden ser RNAs de genes que mantienen su nivel de expresién
constante bajo las condiciones de analisis, 0 RNAs sintéticos hechos a
partir de secuencias conocidas y a las que se flanquea con secuencias
de sitios de corte, se clonan y luego se transcriben (Wang et al,
1989). Un procedimiento muy utilizado para el RT-PCR competitivo, y
que al parecer produce resultados confiables (Wang et al, 1989;
Siebert y Larrick, 1992; Cottrez er al, 1994; Riedy et al, 1995),
consiste en mezclar una cantidad constante y conocida del RNA
control con diferentes diluciones del RNA problema, de cada c¢cDNA
resultante se toman dos muestras, una para cada par de primeros, se
realiza un PCR en la fase exponencial (previamente determinada), y
los productos resultantes se separan en un gel de secuencia o de
agarosa, dependiendo de la diferencia en el tamafio de ambos
productos, y se cuantifican por densitometria, por fluorescencia (si se
usan primeros fluorescentes), o en un contador de centelleo (si se
usaron primeros radioactivos). En la mezcla donde la cantidad .de
producto del transcrito problema sea igual a la cantidad del producto
control, se asume que se tiene una relacion 1:1, es decir, que la
cantidad de RNA control conocida es igual a la cantidad de RNA
problema, obteniéndose directamente el valor desconocido.

Cuando se genera un RNA sintético (6 heterdlogo), se puede
usar como control para evaluar varios RNAs independientemente de
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la especie evaluada, lo cual es ventajoso, sin embargo, la metodologia
no es simple y podria llegar a consumir mucho tiempo, restandole
eficacia al método de cuantificacion por RT-PCR. Quiza lo mas
conveniente seria el uso de RNAs de expresion constitutiva, y dejar
como segunda alternativa el uso de RNAs sintéticos como control, o
buscar otra metodologia.

Un factor de suma importancia, es la determinaciéon de la etapa
de la reaccion de PCR (puesto que sigue un comportamiento
exponencial) durante la cual se realizard la cuantificacion. La mayoria
de los trabajos de cuantificaciéon se han evaluado en la fase
exponencial de la reaccion. Para determinar la fase exponencial lo
que se hace normalmente es remover alicuotas cada cierto nimero
de ciclos durante la reacciéon de PCR, hasta que la cantidad de
producto se mantenga constante, en este punto, se ha llegado al
"plateau”, por lo que la fase exponencial estard determinada por el
nimero de ciclos antes de este ltimo punto (Foley y Engel, 1992).

El argumento que se asume, para realizar la cuantificacién en la
fase exponencial es que después de ésta, en la fase "plateau" o fase
de saturacién, la eficiencia de amplificacién disminuye y la cantidad
de los productos comienza a variar por factores tales como:
saturacién de la polimerasa por el substrato, la desnaturalizacion
incompleta de las secuencias que funcionan como templado y la
competicion entre el "auto-alineamiento" de los productos y el
"alineamiento” de los primeros (Foley et al, 1993). Sin embargo, ya
se han desarrollado trabajos en los que se demuestra que las
cinéticas de amplificacion de ambos productos es igual mas alla de la
fase exponencial (Bouaboula et al, 1992; Cottrez et al., 1994; Siebert
y Larrick, 1992; Morrison y Gannon, 1994), aunque uno de los
trabajos evaluado en esta fase de saturacion (Pannetier er al., 1993),
recomienda que las secuencias del RNA control y el RNA problema
deben ser muy similares para garantizar que la eficiencia de la
reaccion es igual para ambos, todos los demas trabajos cuantificados
€N €sa etapa no apoyan semejante aseveracion.

Para la deteccion y andlisis de los productos, se emplean una
variedad de procedimientos. Lo que generalmente determina la
eleccién es el grado de deteccion requerida por un lado, y por el otro

19



evitar manipulaciones adicionales, lo que no solo toma mas tiempo,
sino que incrementa la posibilidad de una cuantificacién inexacta.

Los productos de PCR de diferentes tamafios son normalmente
separados por la convencional electroforesis en gel, electroforesis
capilar de gel o cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). El
método mas facil y comunmente usado es la electroforesis de gel,
para la separaciéon de los productos de PCR y visualizaciéon de las
bandas tefiidas con bromuro de etidio. Los geles se pueden hacer con
agarosa o poliacrilamida. Para la cuantificacién de las respectivas
bandas de DNA, un sistema de andlisis de imagen por video puede
ser usado. Los geles pueden ser escaneados directamente del
transiluminador, o después de ser fotografiados. Un procedimiento
mas sensible que el anterior, es con frecuencia usado para la
cuantificacién, y consiste en el uso de dNTPs u oligonucledtidos
marcados radioactivamente o con fluorescencia, después de la
separacion electroforética, las bandas marcadas radioactivamente
pueden cortarse del gel y usar un contador de centelleo para medir la
radioactividad. Sin embargo, secando los geles, pueden ser
directamente expuestos a una autoradiografia y luego escanearse, lo
cual implica menos manipulacién y posiblemente mas precisién. La
desventaja de este marcaje radioactivo, es que también se visualizan
las bandas no especificas. Una manera de contrarrestar esta
desventaja es que después de la separacién electroforética se
transfiere el material a una membrana y se hace la cuantificacién
después de hibridar con una sonda de DNA marcada
radioactivamente o marcada con digoxigenina (Zimmermann vy
Mannhalter, 1996). Asimismo, los productos obtenidos usando
primeros marcados por fluorescencia, pueden ser separados en geles
de poliacrilamida y cuantificados usando un secuenciador laser de
DNA fluorescente. Esta fluorescencia inducida por laser (LIF) es una
metodologia altamente sensible y puede ser aplicada a Ia
cuantificacion de los productos de PCR después de electroforesis
capilar. Finalmente, HPLC ha sido recientemente usada para
separacién y determinacién de productos de ensayos cuantitativos.
Para conseguir una cuantificacién mas automatizada, hay métodos
que involucran la captura de los productos de PCR en soportes sélidos
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(por ejemplo microplatos o pequeflas esferas magnéticas) seguida de
la cuantificaciéon del material capturado. El procedimiento usado con
mas frecuencia, involucra las amplificaciones del control y del
templado problema en presencia de primeros biotinados, seguido de
la captura de los productos de PCR en microplatos cubiertos con
estreptoavidina, alternativamente los productos de PCR pueden ser
capturados en pozos carboxilados de los microplatos, o pueden ser
capturados por sondas covalentemente unidas a superficies de platos
activados con organosilano. los productos de PCR capturados en
cualquiera de las formas anteriormente descritas son hibridadas con
sondas especificas para las secuencias control o problema. Las sondas
usualmente son marcadas radioactivamente o tienen la capacidad de
interactuar con enzimas. La cuantificacién es realizada midiendo la
radioactividad incorporada o contenido de digoxigenina o por
deteccidn inmunoenzimatica.

RT-PCR ACOMPETITIVO

Toda la metodologia anteriormente mencionada, usa como
punto de comparacién un templado que se retrotranscribe y se
amplifica conjuntamente con la secuencia que se desea analizar, la
base de esos protocolos es tener una forma de validar que la
eficiencia de la amplificaciéon no influyé para obtener la cantidad de
producto resultante,

Recientemente Halford y colaboradores (1999) han
desarrollado un método de cuantificaciéon de RNA por medio de la
reaccion de RT-PCR, demostrando que, la cantidad de producto
obtenida después del PCR, es linealmente dependiente del logaritmo
de la cantidad de transcrito presente al inicio del experimento,
obteniendo un coeficiente de correlacion alrededor del 98% en su
analisis de regresion, lo cual valida estadisticamente su método. Para
su cuantificacion, usan series logaritmicas y semilogaritmicas del RNA
problema con un RNA de expresién constitutiva para la elaboracién
del cDNA. Realizan un PCR acompetitivo, en el que para cada dilucion
manejan sendos tubos, en uno agregan los primeros especificos y en
el otro los primeros para el gen constitutivo. La evaluacién se realiza
en la fase de saturacidn (previamente determinada) con el fin de
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tener suficiente material y analizarlo en un gel de agarosa normal. Lo
que se obtiene es un decremento gradual en la cantidad del
transcrito problema, y una cantidad constante del transcrito control
en todas las diluciones. Cabe sefialar que aunque se hacen diferentes
diluciones, siempre se parte de la misma cantidad de templado (por
ejemplo 2 microgramos del RNA de cada dilucion), de tal manera que
el resultado obtenido muestra que la disminucién en el producto
problema es originado unica y exclusivamente por la proporcién cada
vez menor del transcrito, y no de cualquier otro factor.

Tomando en cuenta que la metodologia de Halford er al. (1999)
ofrece la misma exactitud y confiabilidad que wun protocolo
competitivo, sin estar limitado por aspectos como la cuantificacién en
la fase logaritmica, el disefio de templados sintéticos o la diferente
eficiencia de amplificacién de los oligonucledtidos, se ha decidido
aplicar esta técnica para analizar la expresion de 3 miembros de la
familia génica de lipoxigenasa en frijol (Phaseolus wvulgaris) cv Negro
Jamapa.

OBJETIVO

Aislar y caracterizar el gen o los genes de lipoxigenasa en frijol
que responden a la henda.

Analizar la expresién de la familia génica de las lipoxigenasas
de frijol, que responden a la herida y al tratamiento con MEJA.

ANTECEDENTES DEL PROYECTO

En frijol, se han reportado 3 LOXes. Una de ellas denominada
LOXI1, es una clona gendmica, que se expresa en tejidos jovenes
durante el desarrollo de la planta y no se induce por JA (Eiben y
Slusarenko, 1994). La segunda denominada pLOX3, es una clona
aislada de un banco de cDNA de la que se conoce su secuencia parcial
y que se induce por inoculaciéon con Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola (Meier et al.,, 1993). Recientemente se reporté un gen
nuevo de LOX, la PvLOX2, aislada en nuestro laboratorio de un banco
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tener suficiente material y analizarlo en un gel de agarosa normal. Lo
que se obtiene es un decremento gradual en la cantidad del
transcrito problema, y una cantidad constante del transcrito control
en todas las diluciones. Cabe sefialar que aunque se hacen diferentes
diluciones, siempre se parte de la misma cantidad de templado (por
ejemplo 2 microgramos del RNA de cada dilucién), de tal manera que
el resultado obtenido muestra que la disminucién en el producto
problema es originado tunica y exclusivamente por la proporcién cada
vez menor del transcrito, y no de cualquier otro factor.

Tomando en cuenta que la metodologia de Halford et al. (1999)
ofrece la misma exactitud y confiabilidad que un protocolo
competitivo, sin estar limitado por aspectos como la cuantificacién en
la fase logaritmica, el disefio de templados sintéticos o la diferente
eficiencia de amplificacién de los oligonucledtidos, se ha decidido
aplicar esta técnica para analizar la expresion de 3 miembros de la
familia génica de lipoxigenasa en frijol {Phaseolus vulgaris) cv Negro
Jamapa.

OBJETIVO

Aislar y caracterizar el gen o los genes de lipoxigenasa en frijol
que responden a la herida.

Analizar la expresion de la familia génica de las lipoxigenasas
de frijol, que responden a la herida y al tratamiento con MEJA.

ANTECEDENTES DEL PROYECTO

En frijol, se han reportado 3 LOXes. Una de ellas denominada
LOX1, es una clona gendmica, que se expresa en tejidos jovenes
durante el desarrollo de la planta y no se induce por JA (Eiben y
Slusarenko, 1994). La segunda denominada pLOX3, es una clona
aislada de un banco de ¢cDNA de la que se conoce su secuencia parcial
y que se induce por inoculacién con Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola (Meier et al.,, 1993). Recientemente se reportd un gen
nuevo de LOX, la PvLOX2, aislada en nuestro laboratorio de un banco
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tener suficiente material y analizarlo en un gel de agarosa normal. Lo
que se obtiene es un decremento gradual en la cantidad del
transcrito problema, y una cantidad constante del transcrito control
en todas las diluciones. Cabe sefialar que aunque se hacen diferentes
diluciones, siempre se parte de la misma cantidad de templado (por
ejemplo 2 microgramos del RNA de cada dilucién), de tal manera que
el resultado obtenido muestra que la disminuciéon en el producto
problema es originado tunica y exclusivamente por la proporcion cada
vez menor de! transcrito, y no de cualquier otro factor.

Tomando en cuenta que la metodologia de Halford er al. (1999)
ofrece la misma exactitud y confiabilidad que un protocolo
competitivo, sin estar limitado por aspectos como la cuantificacion en
la fase logaritmica, el disefioc de templados sintéticos o la diferente
eficiencia de amplificacion de los oligonucledtidos, se ha decidido
aplicar esta técnica para analizar la expresion de 3 miembros de la
familia génica de lipoxigenasa en frijol (Phaseolus vulgaris) cv Negro
Jamapa.

OBJETIVO

Aislar y caracterizar el gen o los genes de lipoxigenasa en frijol
que responden a la herida.

Analizar la expresion de la familia génica de las lipoxigenasas
de frijol, que responden a la herida y al tratamiento con MEJA.

ANTECEDENTES DEL PROYECTO

En frijol, se han reportado 3 LOXes. Una de ellas denominada
LOX1, es una clona gendmica, que se expresa en tejidos jovenes
durante el desarrollo de la planta y no se induce por JA (Eiben y
Slusarenko, 1994). La segunda denominada pLOX3, es una clona
aislada de un banco de ¢cDNA de la que se conoce su secuencia parcial
y que se induce por inoculacion con Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola (Meier et al., 1993). Recientemente se reportd un gen
nuevo de LOX, la PvLOX2, aislada en nuestro laboratorio de un banco
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de ¢cDNA de nédulo (cv. Negro Jamapa) y que tiene 84.2% de
identidad con LOX1 y 72.7% con pLOX3 a nivel proteina.

Por experimentos de tipo "southern blot", y empleando como
sonda un fragmento interno de la PvLOX2, sabemos que en la
variedad de frijol Negro Jamapa, se detectan entre 3 y 4 bandas, lo
que sugiere la presencia de al menos tres genes de la LOX en frijol
(fig. 5)

Ademas, en nuestro grupo, se tiene una clona aislada de un
banco genémico que contiene dos genes de LOX diferentes a los
reportados. Nuestro interés principal es caracterizar los genes de LOX
presentes en frijol, con un énfasis en aquellos que estan involucrados
en la respuesta de la planta del frijol a la herida. Mientras mas
conozcamos de los componentes de la respuesta al dafio presentada
por las plantas, mas nos acercaremos a mejorararlas para resistir
mejor este tipo de estrés.

MATERIALES Y METODOS

CRECIMIENTO Y TRATAMIENTO DE LAS PLANTAS

Las semillas de frijol de Negro Jamapa se esterilizaron

superficialmente con 15 % de hipoclorito de sodio, se lavaron y se
germinaron en la oscuridad a 25 oC con 100 % de humedad relativa.
Las plantas crecieron en vermiculita regadas cada tercer dia, con 50
% de solucion nutritiva o con agua (Somerville y Ogren, 1982), para el
experimento de herida; o en hidroponia suplementada con 50 % de
solucion nutritiva, para los tratamientos con MEJA, en una camara de
crecimiento con 16 h de luz vy 8 h de oscuridad hasta los 21 dias. En
este dia de edad, las plantas tienen dos trifolios expandidos.

Para el tratamiento de herida, las plantas de 21 d de edad se
hirieron con pinzas de dialisis en todos los trifolios y se colectaron
todas las hojas heridas en los tiempos determinados.

Para el tratamiento con metil-jasmonato, éste se diluyd hasta
50 uM en la solucién nutritiva y se mantuvo a las plantas de 21 dias
en esta solucién a lo largo de los tiempos sefialados en la cinética de
MEJA. Tanto para la cinética de herida como para la de MEJA, las
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Figura 5. Analisis de "southern blot" de la familia génica de LOX.
El DNA de frijol fue digerido con las siguientes enzimas de restriccion:
(1) Eco RV, (2) Eco Rl, (3) Bgl Il y (4) Bam Hl.
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hojas se colectaron y se congelaron inmediatamente a -79 °C hasta la
obtencion del RNA.

DISENO DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS

Para el disefio de oligonucledtidos se hizo el alineamiento de las
tres LOX de frijol reportadas en el banco de datos: LOX1 (Eiben y
Slusarenko, 1994), corresponde a la secuencia gendmica completa de
la que solo se tomaron los exones, pLOX3 (Meier et al, 1993) contiene
una secuencia incompleta de ¢cDNA a la que le faltan ambos extremos,
y la PvLOX2 que es una clona completa aislada de un banco de ¢cDNA
de nodulo (Porta et al., 1999). Los oligonucleétidos disefiados en las
regiones conservadas entre estas tres secuencias fueron Pv5, 5'-
TACCCTCGCAGAGGAAGAAC-3" y Pv3, 5'-TTCATGGTGTCACGATAGTG-
3’ (figura 6). Utilizando estos oligonucledtidos en una reaccién de RT-
PCR se amplifica un fragmento de 968 pares de bases. Se disefiaron
oligonucle6tidos especificos para cada uno de estos genes: para
PvLOX2, lox2, 5"-AGGCACCAGCCAGCGACAC-3’; para pLOX3, lox3 5'-
CGATGGAAATCTTTTGAGCC-3" (Figura 6); para PvLOXS, gen aislado en
nuestro laboratorio; 1565, 5'-GAGTTAAGCAAGC CGCATGA-3"; para ¢l
fragmento aislado por RT-PCR; 75, 5'-GAGTTAAGTAAGCCGCATCC-3’
(figuras 6 vy 13). Los oligonucleétidos AC3 5'-
TTGCGCATCGTTTGGCATCG-3" y ACS 5'-CGCCGCTGTTTGAGCCCTCG-3" se
disefiaron sobre la secuencia de cDNA de una acuaporina de frijol
(Campos et al,, 1997), que sirvié como control de expresion
constitutiva.

CLONACION DE LOS FRAGMENTOS GENERADOS POR RT-PCR

El RNA total de hojas heridas de plantas de frijol de 21 dias, se
purificé aplicando el protocolo de Logemann et al. (1987). El RNA se
tratd6 con DNAsa de acuerdo a Ausubel et al. (1992) y posteriormente
se uso para la reaccién de reverso transcripcién. La mezcla de
reaccion (20 ul), contuvo 5 pg de RNA, buffer de PCR 1X (10 mM Tris-
HCl pH=8.3, KCl 50 mM, MgCl; 1.5 mM) 10 U de RNAsina
(Boherinnger, Mannheim), 1 mM de dNTP, 10 mM de ditiotreitol, 1
mM del oligonucledtido Pv3. Esta mezcla se calentd a 67°C por 5 min,
se incubd 10 min a 37°C, para la desnaturalizacion y posterior
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LOX1
PvLOX2
pLOX3

LOX1
PvLOX2
pLOX3

LOX1
PvLOX2
pLOX3

LOX1
PvLOX2
pLOX3

LOX1
PvLOX2

pLOX3

LOX1
PVLOX2
pLOX3

LOX1
PvLOX2
pLOX3

LOX1
PvLOX2
pLOX3

LOX1
PvLOX2
pLOX3

LOX1
PvLOX2
pLOX3

LOX1
PvLOX2
pLOX3

1 Pvs 50
TACCCTCGCA GGGGAAGAAC TGGTAGAAAA TCAACAAGGA AAGACCCTAA
TACCCTCGCA GAGGAAGAAC TGGGAGARAA GCATCAAAAA GAGATCCTAA
TACCCTCGCA GAGGAAGAAC GGGAAGACCA AAAACTAARA AAGATCCTAA

51 lox2 100
GTGTGAGATA CCAACCAGTG ACACCTACAT TCCAAGAGAT GAAAACTTTG
GAGTGRGGCA CCAQCCAGLE ACACTTACAT TCCAAGAGAT GARAATTITTG
CAGTGAGAAG CCCAGTGACT TTGTTTACCT TCCAAGAGAT GAAGCATTTG

101 150
GTCATTTGAA GTCAGGAGAC TTTCTTACCT ATGCAATARA GTCCTTAACT
GTCACTTGAA GTCATCAGAC TTTCTTACAT ATGGAATAAA GTCCTTGGCT
GTCACTTGAA GTCATCCGAT TTTCTTGCTT ACGGATTGAA ATCTGTATCC

CAAARATGTGT TACCTACATT TCAAAAGGCA TT........ . TGGTTTCAA
CAAAGTGTCT TACCTCAATT TCAATCTGCA TT........ .TGGTTTAAA

CAAGATGTGT TGCCAGTGTT GACTGATGCA TICEATEEAR ATCTTTTGAAG

201
CAATGAGTTT
TGCTGAGTTT

CCTTGAGTTT

251

TTTATCTCCC
TTCATCTTCC
TTACATTGCC

301

AAGGAARTCC
AAGGAAATCT
AAGGAARATTT

351

TCACGTCATC
TCATGTCATC
TAAAGTCATG

401

GARAGAGAGAT
GARAGAGAGAT
CAAGAGARAC

451

GAGTTCCCTC
GAGTTCCCTC
GAATTTCCAC

501

TAGTACAATG
TAGCACAATT
TTCCATTATA

GATACCTTTG
GATAAGTTTG

GATAACTTCG

TACAGATGTA
TACAGACGTA
TACAAARCTTT

TCCGCACTGA
TCCGCACTGA
TCCGATCTGA

AGAGTTACTA
CAAGTTAGTA
CAAGTCAATA

GCTTGCTGGT
GCTTGCTGGT
CATTGCTGGT

CAAARAGCAR
CAAAGAGCAA
CACGAAGCAA

ACCAAAGAAC
ACTAAAGARAA
ACGAAAGANC

AAGACGTGCG
ATGACGTTCG

CTGAAGTGCA

ATCAGCAARA
ATAAGCAACA
CTCAGCAAAT

TGGTGAGCAA
TGGTGAACAA
TGGTGAACAG

AGTCTGCATG
AGTCTGCATG
AGTCTGCATG

GTTAATCCTT
GTTAATCCTT
GTTAATCCTA

GCTAGATGTT
GCTAGATGCC
GCTGGATACT

ACTTGGAGAT
ATTTGGAGAT
ATTTGGAGAT

TGGACTCTTT
TGGATTCTTT

CRAGCTTTAT

Hind III (lox3)

TTAGCCCCAT
TTAGCCCCTT
ACGCTCCTAT

GTCCTCAAGT
GTCCTCAAGT
TTCCTCAAGT

GATGACTGAT
GATGACTGAT
GATGACCGAT

GCCTAATTCA
GCCTAATTCA
ATGTCATTAA

ACGGTGTATG
TCTGTGTATG
CAATCCTTTG

CARACCTTGGT
CAACCTTGGT
TAACTTAGGT

250
GAAGGTGGAC
GAAGGTGGAA
GAAGGTGGAG
Eco

300
ACCAGTGCTT
ACCAGTGATA
ACCAATTGTC

350
TTCCACCACC
TTCCACCACC
ATCCACCACC

400
GAAGAATTTG
GAAGAATTTG
GAAGAATTTG

450
ACGCCTTCAA
ACGCCTTCAR
GAGTCTTGAG

500
GTGATCAAAC
GTGATCAAAC
GTGATCATAC

550
GGACTCACTG
GGACTCACTG
GGGCTCACTG

RI (lox2)
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551 600
LOX1 TGGAAGAGGC ACTGCATGGT AACAGATTGT TCATATTAGA TCATCATGAT
PvLOX2 TGGAAGAGGC ATTGAATGGT AACAAACTGT TCATATTAGA TCACCATGAT
pLOX3 TTGAGCAGGC TATCCAAAGC AAGAAGTTGT TCATTTTGGA TCACCATGAC
601 650
LOX1 GCATTCATAC CATATTTGGA AAGGATCAAT GACCTTCCCA CTGCAAAGTG
PvL0OX2 GCATTCCTAC CATATCTGAG GAAGATCAAT GACCTACCCA CCGCAAAGTC
pLOX3 TATCTCATTC CATATTTGAG GAGAATAAAT GCATCTGCCA .. .CAAAGAC
651 700
LOX1 TTATGCCACA AGAACTATCC TTTTCTTGAA AGATGACAAC ACATTGAAGC
PvLOX2 TTATGCCACA AGGACAATCC TTTTCTTGAA AGATGATGGC ACATTGAAGC
pLOX3 TTATGCTACA AGAACCATAT TTTTCTTGAA AAGTGATGGA ACTTTGGCAC
701 75 . 750
LOX1 CACTAGCCAT TGAATTAAGT TTGCCAAATC CTGGGGGAARA ...... GGGT
PvLOX2 CATTGGCTAT TGAATTRAGT CTTCCACATC CTAGGGGAGA TGAGTTTGGT
pLOX3 CATTGGCCAT TGAGTTAAGT AAICCECATC CTCAGGGCGA CGAACATGGT
751 Pet 1 (loxl, lox2) 800
LOX1 GCCARATAGTA GAGTAATCTT GCCTGCAGAT GGAGGTGCTG AAAGCACAAT
PvLOX2 GCTGTTAGCA GAGTTATCTT GCCTGCAGAC CAAGGCGCTG AAAGCACAAT
pLOX3 CCTGTTAGCG AAGTCTATGT TCCTGCATAC GAGGGAGTTG AAGCTTACAT
Hind III (lox3)
801 850
LOX1 TTGGTTACTT GCAAAGGCTT ATGTTGTTGT GAATGACTCC TGCTACCATC
PvLOX2 TTGGCTATTG GCTAAGGCTT ATGTTGTAGT AAATGACTCT TGCTATCATC
pLOX3 TTGGTTACTG GCAAAGGCTT ATGTTGTTGT GAACGACTCG TGECTACCATC
851 900
LOXl1 AACTCATGAG CCATTGGTTG AATACTCATG CCGTAATGGA ACCGTTTGTG
PvLOX2 AACTCATGAG CCACTGGCTA AATACCCATC CCACAATTGA GCCCTTTGTC
pLOX3 AACTTGTTAG CCATTGGCTA AACACTCATG CAGTTGTTGA ACCATTCGTC
901 950
LOX1 ATAGCAACAA ACAGACATTT GAGTGTGCTC CACCCTATTT ATAAACTTCT
PvLOX2 ATAGCAACAA ATAGGCATCT CAGTGTGCTC CACCCTATAT ACAAACTCTT
pPLOX3 CTAGCAACAA ACAGGCAACT GAGTGTGGTT CACCCTGTTT ACAAACTCCT
951 Pv3 977
LOX1 GTTGCCTCAT TATCGTGACA CTATGAR
PvLOX2Z GTCGCCTCAC TATCGTGACA CCATGAA
pPLOX3 GTTTCCTCAC TATCGTGACA CCATGAR

Figura 6. Alineamiento de la region que comprende los
oligonucleétidos Pu5S a Pu3 de las tres LOHes de Frijol
reportadas. Los oligonucieotidos especificos se indican,
asi como los sitios de corte exclusivos para cada LOH.

27



alineamiento del oligonucledtido, respectivamente. Se agregaron 200
U de la reverso-transcriptasa del virus murino de la leucemia
Moloney (RT) (GIBCO, BRL), y se continud la reaccién a 42°C por 1
hora. Al finalizar este tiempo, se inactivo la RT calentando a 95°C por
5 min. Para la reaccion de PCR, se utilizé6 todo el ¢cDNA obtenido,
llevando la mezcla de reaccion a 100 ml finales, la mezcla contuvo
buffer de PCR 1X (10 mM Tris-HCl pH=8.3, KCl 50 mM, MgCl; 1.5
mM), 0.1mM de los oligonucleétidos Pv5 y Pv3, 0.IlmM de dNTPs, y
2.5 U de Taq polimerasa (Boherinnger, Mannheim). Las condiciones
de la reacciéon fueron: 5 min de desnaturalizaciéon a 95 °C, 30 ciclos en
las siguientes condiciones: 95 °C 1 min, 52 °C 2 min, y 1 min a 72 °C,
finalizando la reaccién con 10 min a 72 ©°C. El producto obtenido se
purificé por el método PEPSIs (Glen y Glen, 1994) y se cloné en el
vector pBluescript 11 KS.

SECUENCIAMIENTO DE DNA Y ANALISIS DE LA SECUENCIA

El DNA de las clonas obtenidas se secuencié por el método de
Sanger ef al. (1977), usando un kit Sequenase II (Amersham
Pharmacia Biotech, USA) siguiendo las instrucciones de los
fabricantes. El anélisis de la secuencia se hizo utilizando el paquete

de computadora Wisconsin Version 10, Genetics Computer Group
(GCQG), Madison, Wisc.

PREPARACION DE LOS RNAS

RNA total fue extraido de plantas de frijol cv. Negro Jamapa, de
21 dias, ya sea heridas o tratadas con 50 mM de JA, se utilizé para el
analisis de la expresion de los genes PvLOX2, LOX4 y la clona 75. Los
puntos tomados para el analisis fueron, para herida: control al inicio,
1, 2, 4, 6, 12, 24, 36 y 48 h. Para el tratamiento con MEJA: 4.5, 6, 9,
12, 15 h y control 15 h. Los RNAs fueron tratados con DNAsa
siguiendo el protocolo de Ausubel er al, {(1992), previo a su uso en
los experimentos de RT-PCR.
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RT-PCR

Todos los ¢DNAs fueron obtenidos usando un oligonucledtido
(dT25)VN, 2 ng de RNA, 200 U de RT del virus murino de la leucemia
Moloney (GIBCO, BRL), siguiendo el protocolo recomendado para la
RT-SuperScript™ II (GIBCO, BRL), con la variante de que el
alineamiento e incubacidn con la retro-transcriptasa se hicieron a 37
oC. La mezcla de PCR contuvo: buffer de PCR 1X (10 mM Tris-HCI
pH=8.3, KCIl 50 mM, MgCl; 1.5 mM), 0.1mM del oligonucleodtidos Pv3,
comun para todos las LOXes y la misma cantidad del oligonucleétido
especifico, 0.ImM de dNTPs, y 2.5 U de Taq polimerasa (Boherinnger,
Mannheim). Las condiciones fueron: 3 min de desnaturalizacién a 95
°oC, 30 ciclos de 95 °¢C 1 min, 1.5 min a la temperatura de
alineamiento del par de oligonucleotidos, (62 °C para LOX2; 56 °oC
para 1565, 75 y AC) y | min a 72 °C, finalizando la reaccién con 10
min a 72 °oC.

DETERMINACION DE LA FASE DE SATURACION DE LA REACCION
DE RT-PCR

Basandose en el trabajo de Halford y colaboradores (Halford et
al., 1999), la fase de saturacién de la reaccién de RT-PCR, se
determind tomando alicuotas de 5 pl a los 15, 20, 25, 30, 35 y 40
ciclos, usando el RNA que mostré una expresiéon maxima
(determinada en una reaccién de RT-PCR exploratoria, tanto para la
cinética de herida como para la de MEJA).

El c¢cDNA fue sintetizado de la manera ya mencionada
anteriormente. La mezcla de PCR contuvo 2.5 ul de ¢cDNA, 2.5 U de
Taq polimerasa (Boheringer, Mannheim), buffer PCR 1X (10 mM Tris-
HCl pH=8.3, KCi 50 mM, MgCl; 1.5 mM), 0.1 mM de cada
oligonucledtido, 0.1 mM de dNTP, en un volumen total de 50 pl. Todos
los PCRs se hicieron por duplicado. Las bandas de los productos
fueron resueltas por electroforesis en un gel de agarosa al 1 6 1.5%
dependiendo del tamafio del producto, y fueron teilidas con bromuro
de etidio para su posterior visualizacién en un videosistema EagleEye
IT (Stratagene, La Jolla, CA). El analisis densitométrico de las
imagenes de los geles fue realizada usando el programa NIH Image
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1.61, se graficé el promedio de los valores producto
especifico/producto control, con su respectiva desviacion estandar.

RESULTADOS

CLONACION DE LOS PRODUCTOS OBTENIDOS POR RT-PCR

Como una estrategia para aislar los miembros de LOX que se
expresaran en herida, se empled la técnica de RT-PCR. Previo al uso
de los RNAs en el RT-PCR, se hizo un "northern blot", para saber si
habia expresion de LOX en esas condiciones, usando un fragmento
interno de 1770 pares de bases de la clona PvLOX2 al que se designé
fBgl II. Los RNAs analizados se aislaron de hojas de plantas de 21
dias heridas durante a)! h, b) 2h, y ¢) control tomado a las 48 h.
Como se observa en la figura 7a, se detectdé una baja expresiéon de
LOX en los RNAs 1 y 2 h de herida y practicamente nula en el
control. Con estos RNAs, se procedio a sintetizar la cadena
complementaria con el oligonucleotido Pv3. Para la reaccién de PCR,
se emplearon los oligonucledtidos Pv3-PvS, disefiados sobre
secuencias conservadas en las tres LOX de frijol conocidas (figura 6).
En la figura 8B se observa el producto del RT-PCR esperado de 968
pares de bases, en los RNAs de 1, 2 h de herida. No se observa
contaminacion de los RNAs con DNA en los controles sin RT (lineas 2
y 4). Ademas, el PCR sobre DNA gendmico, muestra productos con un
tamafio mayor debido a la presencia de intrones en la region
amplificada por estos oligonucledtidos. Estos productos, se
transfirieron a una membrana de nylon y se hibridaron con fBgl II,
para comprobar que eran productos especificos de una secuencia de
LOX (figura 8A). Los productos de PCR se clonaron en el vector
pBluescript II KS en el sitio Eco RV, y de un rastreo en colonia de 200
clonas, se obtuvieron 6 colonias positivas, las que fueron designadas
arbitrariamente por su nimero: 25, 75, 90, 159, 162 y 190 (figura 9).

ANALISIS DE LAS CLONAS

Debido a que el disefio de los oligonucledtidos se hizo alineando
3 diferentes LOX de frijol, cabria la posibilidad de clonar secuencias
homologas a cualquiera de ellas, por tanto, un recurso para conocer
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Figura 7. RNR de hojas heridas de
plantas de frijol de 21 dias

(a) Northern blot hibridade

con fBgl I1. (b) Tincidén con bromuro
de etidic de los mismos RNAs

de (a), como control de carga.
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Figura 8. Productos de RT-PCR sobre RNA de
hojas heridas 1 y 2h y de PCR sobre DNA
genomico de frijol obtenido con PuvS5-Pu3.
A} Southern blot usando la sonda fBgl 11
de los productos obtenidos en B).

B) Tincién con bromuro de etidio de; 1, 3

y 3; productos obtenidaos con RNR de

hojas heridas 1h y 2h, y con ODNA genomico
de frijol, respectivamente.

2 4y 4 control sin RT. M: marcador lambda
Pst .
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25 15 98 M 139 162 198
\
\
|

Figura 9. Clonas con el inserto de 968 pb
generado por BT-PCR sobre BRNA de hojas

de frijol heridas (25, 7?5, 90, 159, 162 y 190).
M) Marcador: lambda Pst 1.
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cuantas LOX diferentes se habian clonado, es buscar secuencias de
sitios de corte exclusivas para cada tipo de LOX. Asi, las 6 clonas se
cortaron con Eco RI para distinguir a la PvLOX2, dividiendo al
fragmento de 968 pb en fragmentos de 260 y 708 pb; para distinguir
a la pLOX3, se empleé Hind III, que corta fragmentos de 232, 558 y
178 pb. PvLOX2 y la LOX1 comparten un sitio de Pst I, produciendo
fragmentos de 777 y 191 pb (figura 10). Si el fragmento de 968 pb
se corta con Pst I y no con Eco RI, entonces se tendria una secuencia
tipo LOX1. En la figura 10 se observa el resultado de las digestiones
con Eco RI y Hind IIi. Las clonas 25, 75, 190 se cortaron con Hind IlI
de la manera esperada para pLOX3. Las clonas 90 y 159 se cortaron
con Eco RI distinguiéndose como PvLOX2. La clona 162, no se corto
con Eco RI y si con Hind III, pero de una forma distinta a las otras
clonas, de tal forma que se supuso que se tenia otro tipo de LOX.
Ninguna de las clonas se digirié unicamente con Pst I, lo que descart6
que alguna de las clonas fuera LOXI. En resumen, se habian clonado 3
tipos de LOX, 3 homoélogas a pLOX3, 2 homdlogas a PvLOX2 y una
diferente.

SECUENCIACION DE LAS CLONAS

Para secuenciar, se eligieron las clonas 75, 90 y la 162. La
secuencia de la clona 75 es 94.76 % idéntica a nivel de DNA, con la
pLOX3 (figurall), lo que podria sugerir que aislamos un gene
equivalente, sin embargo los cambios en nucléotidos que se observan
son reales (se cotejaron después de repetidas secuenciaciones) y eso
estaria indicando que se trata de un gen distinto, por lo cual se
decidié denominarlo PvLOX4. La clona 90, resultdé ser idéntica a
PvLOX2, es decir, es el mismo gen, y 162 resulté ser un hibrido,
producto ilegitimo de la reaccién de PCR, que en su extremo 5° tenia
secuencia de PvLOX5 y en su otro extremo secuencia PvLOX2 (datos
no mostrados), por lo tanto no seguimos trabajando con esta clona. En
resumen, bajo condiciones de herida usando los oligonucledtidos Pv5
y Pv3, solamente se aislaron dos LOXes: PvLOX2 y PvLOX4.
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Eco RI Hind 111
M
25 75 98 1591621980 25 75 90 159 162 190

Figura 18. Digestion can Eco Rl y Hind 111 de
ias cionas obtenidas por RT-PCR.
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TA CCTCGCAGAGGAAGAACGGGAAGACCAAAAACTAAAAAAGATCCTAA

PELLURLTLEE T Ee e A e e iy

TACCCTCGCAGAGGAAGAACAGGAAGAGCAAARACCAAMAAARNGATCCTAA

CAGTGAGAAGCCCAGTGACTTTGTTTACCTTCCAAGAGATGAAGCATTTG

VELTTCTELTE PR R L PR T

CAGTGAGAAGCCCGACGACTTTGTTTACCTTCCAAGAGACGAAGCATTTG

GTCACTTGAAGTCATCCGATTTTCTTGCTTACGGATTGAAATCTGTATCC

COVELCEVRELE AT b PR

GTCACTTGAAGTCATCAGATTTTCTCGCTTACGCATTGRAATCTGTATCG

GCCAGTGTTGACTGATGCATTCGATGGAAATCTTTTGAG

|||I||IIHIilIHIIIIIIIIIIIIIIHIIIIiIH LITTELTE

ATGCATTCGATGGAAGTCTTTTGAG

CCTTGAGTTTGATAACTTCGCTGAAGTGCACAAGCTTTATGAAGGTGGAG

LOCCTECLLETEL PR LR P e AT

CCTTGAGTTTGATAACTTCGCTGAAGTGCACAAGCTTTATGACGGTGGAG

TTACATTGCCTACAAACTTTCTCAGCAAATACGCTCCTATACCAATTGTC

LEPLLDELLEEEE LT TRV T ]

TTACATTGCCTACAGGCTTTCTTAGCARATACGCTCCTATACCAATTGTC

AAGGAAATTTTCCGATCTGATGGTGAACAGTTCCTCAAGTATCCACCACC

VLT R TR TR PR LT

ARGGAAATTTTCCGATCTGATGGTGAACAGTTCCTCAAGTATCCACCACC

TARAGTCATGCAAGTCAATAAGTCTGCATGGATGACCGATGAAGAATTTG

LELECEELE LR EEE TP CEL R TR ET

TAMAGTCATGCAAGTGGATAAGTCTGCATGGATGACTGATGAAGARTTTG

CAAGAGAAACCATTGCTGGTGTTAATCCTAATGTCATTAAGAGTCTTGAG

LEELLALELERE L FECRETE PR R LD T ]

CAAGAGAAACCATTGCTGGTGTGAATCCTAATGTCATTAAGATTCTCAAG

GAATTTCCACCACGAAGCAAGCTGGATACTCAATCCTTTGGTGATCATAC

LETT VLR PP FLEETE DT T ey 1

GAGTTCCCACCACGTAGCACGCTGGACACTCAAGCCTATGGTGATCACAL

TTCCATTATAACGAAAGAACATTTGGAGATTAACTTAGGTGGGCTCACTG

LU HVEEEE PR R T VR TR

CTCTATCATAACGARAGAACATTTGGAGCCTAAATTAGGAGGGCTCACTG

TTGAGCAGGCTATCCAARGCAAGAAGTTGTTCATTTTGGATCACCATGAC

LECPELII LR E E PR R TR LT

TTGAGCAGGCTATCGAGARACAAGAAGTTGTTCATCTTGGATCACCATGAC

CCATATTTGAGGAGAATAAATGCATCTGCCACAARAGACTTA

IHIHI!IIllllllll[lllllllllll LELEL THEET T

CCATATTTGAGCGAGAATAAATTCATCTACCACAAAGACTTA

TGCTACAAGAACCATATTTTTCTTGAAAAGTGATGGAACTTTGGCACCAT
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TGGCCATTGAGTTAAGTAAGCCGCATCCTCAGGGCGACGAACATGGTCCT

EV R T e PV T LT L

TAGCCATTGAGTTAAGTAAGCCGCATCCTCAGGGCGACGAACATGGTCCT

GTTAGCGAAGTCTATGTTCCTGCATACGAGGGAGTTGAAGCTTACATTTG

COERCLEY LA L TR E LT

GTTAGCGAAGTCTATGTTCCTGCATACGAGGGAGTTGAAGCTTACATTTG

GTTACTGGCAAAGGCTTATGTTGTTGTGAACGACTCGTGCTACCATCAAC

LEVELEYEET L CE R LT B R

GTTACTGGCAAAGGCTTATGTTGTTGTGAACGACTCGTGCTACCATCAAC

TTGTTAGCCATTGGCTAAACACTCATGCAGTTGTTGAACCATTCGTCCTA

LLLVEET LR LR PR T il

TTGTTAGCCATTGGCTAAACACTCATGCAGTTGTTGAACCATTCGTGATA

GCAACAAACAGGCAACTGAGTGTGGTTCACCCTGTTTACAAACTCCTGTYT

LT EE T E R PR R T LT L

GCAACAAACAGGCAACTGAGTGTGGTTCACCCTGTTTACAAACTCCTGTT

TATCGTGACACCATGAA 974

llllllllilllllllllllllll

TATCGTGACACCATGAA 974

750

750

800

800

850

850

900

900

850

950

Figura 11. Alineamiento de la ciona 75 con pLOH3.
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IDENTIFICACION DEL NUMERO PROBABLE DE GENES DE LOX

Con la idea de identificar si con los oligonucleétidos Pv3 y Pv35,
se podian amplificar algin otro gen que no se hubiera expresado
como respuesta a la herida, se emple6 DNA gendémico como templado.
También se disefiaron oligonucleétidos especificos para la PvLOX2 y
la PvLOX4, denominados lox2, y lox3 (figura 6). Con el par Pv5-Pv3,
se amplifican 3 bandas (figura 12, linea 1), que muy probablememte
correspondan a LOXI1, PvLOX2 y PvLOX4, ya que sobre estas
secuencias fueron disefiados los oligonucledtidos. Con el par lox2-Pv3
se obtuvo una sola banda (figura 12, linea 2), indicando que el
oligonucleétido lox2 es especifico para la PvLOX2. Con lox3-Pv3, se
amplificaron 3 fragmentos de diferente tamafio (figura 12, linea 3).
Una de estas bandas debe corresponder a PvLOX4. El otro de los
fragmentos puede ser PvLOX2 ya que la secuencia del oligonucledtido
lox3, comparte 4 nucléotidos del extremo 3' con una region de
PvLOX2, por lo tanto puede ser un producto inespecifico. La tercera
banda parece ser una LOX con una identidad alta con PvLOX4.

Al incrementar 2 °C la temperatura de apareamiento  durante el
PCR, se amplifican solo dos bandas sobre DNA genémico con lox3-Pv3
(figura 12, carril 5), y con Pv3-Pv5 (figura 12, carril 7) .

Por otro lado, en el laboratorio hemos aislado una clona de LOX
de una banco gendmico de frijol. Con el fin de identificar si esta clona
contenia el gen de algunas de las tres LOXes de frijol conocidas, se
emplearon los pares de oligonucledtidos lox2-Pv3, lox3-Pv3 y Pvs-
Pv3, usando como templado DNA de la clona genémica. Con el par de
oligonucledtidos lox2-Pv3, no hubo amplificacidn, por lo tanto la clona
genomica no es PvLOX2 (figura 12, linea 9). Con los oligonucle6tidos
Pv5-Pv3, se amplifico6 un fragmento de aproximadamente 1565 pb,
(Figura 12, linea 8). Este fragmento se cloné y secuenci6é. La
comparacidon entre la secuencia del fragmento 1565 y la clona 75
muestran una identidad de 98.76% (figura 13). Esta identidad es alta,
sin embargo, luego de repetidas secuenciaciones (tanto manuales
como con secuenciador automdtico), y de comparar su secuencia a
nivel de proteina (figura 14), los cambios presentados son reales, por
lo que pensamos se trata de genes diferentes. La secuencia de estos
dos genes se esta completando, asi que con la comparacion de las
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DNA DNA y CLONAR
GENOMILCDOD GENOMICOS

1 M 2 3 4 5 M 6 7 8 9

Figura 12. PCRs sobre ODNA genomico de frijol
y la clona gendmica de LOH.

Lineas 1, 2 y 3 productos obtenidos sobre
DNA gendmico con los pares de oligonu-
cledtidos Pv5-Pu3, lox2-Pu3 y

iox3-Pv3, respectivamente, a 56 grados
Celsius de temperatura de alineamiento.
Lineas 4, 5y 7, PCRs a una Tm=58 grados Celsius,
con los pares lox2-Pv3, lox3-Pv3 y

Pu5-Pvu3 sobre DNA genomico. Lineas 6, 8

y 9 PCRs sobre {a clona gendmica con
lox3-Pv3, Pv5-Pu3 y lox2-Pv3 a una

Tm=58 grados Celsius.
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TACCCTCGCAGAGGAAGAACAGGAAGAGCARAAACCAARAAAGAAACAGA

SRR s s nnn s nsa nana s anny I

TACCCTCGCAGAGGAAGAACAGGAAGAGCAAARACCAARRA . . . ... AGA

TCCTAACAGTGAGAAGCCCGACGACTTTGTTTACCTTCCAAGAGACGAAG

ECLLERL RO RO LR FE LT T

TCCTAACAGTGAGAAGCCCGACGACTTTGTTTACCTTCCAAGAGACGAAG

ATCAGATTTTCTCGCTTACGCATTGAAATCT

IIII|Il|iI|lI|!I|II|I||IiI|||Il|l|1||l||ll||l|||||

TCAGATTTTCTCGCTTACGCATTGAAATCT

GTATCGCAAGATGTGTTGCCAGTGTTGACTGATGCATTCGATGGAAGTCT

COPLECEE LR E LT TR TR T

GTATCGCAAGATGTGTTGCCAGTGTTGACTGATGCATTCCGATGGAAGTCT

TTTGAGCCTTGAGTTTGATAACTTCGCTGAAGTGCACAAGCTTTATGACG

CEELTVLEEET TR LR PV T T T
TTTGAGCCTTGAGTTTGATAACTTCGCTGAAGTGCACAAGCTTTATGACG
Dde I

GTGCGAGTTACATTGCCTACAGGCTTTCTTAGCARATACGCTCCTATACCA

LELTTEL L TP LR R LR

GTGGAGTTACATTGCCTACAGGCTTTCTTAGCARATACGCTCCTATACCA

ATTGTCAAGGAAATTTTCCGATCTGATGGTGAACAGTTCCTCAAGTATCC

LLLELE VR LR LT R LR TEL b

ATTGTCAAGGARATTTTCCGATCTGATGGTGAACAGTTCCTCAAGTATCC

ACCACCTAAAGTCATGCAAGTGGATAAGTCTGCATGGATGACTGATGAAG

LR DR RV LR LT A LR TR

ACCACCTAAAGTCATGCAAGTGGATAAGTCTGCATGGATGACTGATGAAG

AATTTGCAAGAGAAACCATTGCTGGTGTGAATCCTAATGTCATTAAGATT

CELELEEETEEC LT R LT T LR EIT T

AATTTGCAAGAGAAACCATTGCTGGTGTGAATCCTAATGTCATTARGATT

CTCAAGGAGTTCCCACCACGTAGCACGCTGGACACTCAAGCCTATGGTGA

CELPEVRTLEL TPV TR )

CTCAAGGAGTTCCCACCACGTAGCACGCTGCGACACTCAAGCCTATGGTGA

TCACACCTCTATCATAACGAAAGAACATTTGGAGCCTAAATTAGGAGGGC

BN RN m

TCACACCTCTATCATAACGAAAGAACATTTGGAGCCTAAATTAGGAGGGC

TCACTGTTGAGCAGGCTATCGAGAACAAGAAGTTGTTCATCTTGGATCAC

LR R R TR TV LT R

TCACTGTTGAGCAGGCTATCGAGAACARGAAGTTGTTCATCTTGGATCAC

CATATTTGAGGAGAATAARTTCATCTACCACAAA

||||I||||l||I|H|H|Il|I|i|IEIIIIIIHIIIIIIIIiIIiI

ATATTTGAGGAGAATARATTCATCTACCACAAA

GCTACAAGAACCATCTTTTTCTTGARAGATGATGGAACATTGG

|||Ii||IHIIilIiIIIIHIIIIIIiIiIIIIIII[IIIIII|I|II

TCTTTTTCTTGARAGATGATGGAACATTGG
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1565
CACCATTAGCCATTGAGTTAAGCAAGCCGCATAGTCACGGTGACGAGCAT
CECEIYREEEE LT ery vt ey et teeer 1o
CACCATTAGCCATTGAGTTAAGTAAGCCGCATCETCAGBGGCGACGAACAT

75 Dde I
GGTCCTGTCAGCGAAGTCTATGTGCCTGCATACGAGGGAGTTGAAGCTTA

EELYLELE BT L LR R EIT T

GGTCCTGTTAGCGAAGTCTATGTTCCTGCATACGAGGGAGTTGAAGCTTA

CATTTGGTTACTGGCAAAGGCTTATGTTGTTGTGAACGACTCATGCTACC

LELLRLTLERL LD TR R T

CATTTGGTTACTGGCAAAGGCTTATGTTGTTGTGAACGACTCGTGCTACC

ATCAAATCGTTAGCCATTGGCTAAACACTCATGCAGTTGTTGAACCATTC

FOVIE L LDV PR LT T T T T
ATCAACTTGTTAGCCATTGGCTAAACACTCATGCAGTTGTTGAACCATTC
Dde I

GTGATAGCAACAAACAGGCAACTGAGTGTGGTTCACCCTGTTTACAAACT

LECTEPCEETET TR L PE R R PR T

GTGATAGCAACARACAGGCAACTGAGTGTGGTTCACCCTGTTTACAAACT

CTCACTATCGTGACACCAGAA. 979

IIIIHIIIIIIIIIIIIIIHHII I

TTCCTCACTATCGTGACACCATGAR

Figura 13. Alineamiento de 1as clonas 1565 y 75.

Se sefialan los sitios de restriccion de Dde |
y los oligonucleé6tidos especificos.
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secuencias completas sabremos si son realmente diferentes. Con el
par de oligonucledtidos lox3-Pv3, se amplifico un fragmentos (figura
12 linea 6) este fragmento no se clond, pero el oligonucledtido lox3,
esta contenido en la secuencia -del fragmento Pv5-Pv3, asi que este
fragmento debe corresponder a'la misma clona. Datos de secuencia
de la clona aislada del banco gendémico, indican que hay dos genes
orientados cola con cola en esta clona. Ninguno de estos dos genes
corresponde a la secuencia de LOX1, PvLOX2 o PvLOX4,

Con estos pares de oligbnucleodtidos, podemos detectar 4 genes
de LOX en Phaseolus vulgaris cv. Negro Jamapa: LOXI, PvLOX2,
PvLOX4 y PvLOXS. El quinto gen esta codificado en la clona gendmica
y le llamamos PvLOX6.

DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS 75 Y 1565

El analisis de la secuencia de las clonas 75 y 1565, mostro que
ambos fragmentos tiene una identidad alta con pLOX3: 947 % y
03.52 %, respectivamente. De hecho el oligonucleétido, lox3, no las
diferencia. De tal modo, que se disefiaron oligonucleétidos especificos
para cada una de ellas, basadas en un sitio de restriccién unico de
Dde I que no estd contenido en la clona 1565 (figura 13), llamados 75
y 1565, para PvLOX4 y PvLOXS5, respectivamente. Se utilizd como
oligonucleétido 3°, a Pv3, de tal manera que los productos esperados
son: 248 pares de bases para ambas en una reaccién de RT-PCR y 348
para una reaccion de PCR sobre DNA gendémico Se realizaron PCRs
para fijar las condiciones de la reaccién para cada uno de los pares de
oligonucleétidos, quedando las condiciones para 75-Pv3 Tm=60 °oC y
ImM de MgCly, vy para 1565-Pvd Tm=56 °C y 1.5mM de MgCl,.
Teniendo ya los oligonucledtidos especificos para tres miembros de la
familia génica de LOX en frijol, nos propusimos evaluar su expresion
en las cinéticas de herida y acido jasmoénico,

CINETICA DE HERIDA

En la Figura 15 se puede observar la expresiéon de LOX en hojas
de frijol de 21 dias en respuesta a la herida. Las PvLOX2 y PvLOX4,
mostraron un comportamiento muy similar: su expresion inicia desde
las 6 horas. aumentando hasta alcanzar su maximo a las 24 h,
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CINETICAH HERIDA

Tiempo (hrs)
o0 1 2 4 6 12 24 36 48

PuL0i2

PrLOK4

Figura 15. Expresion de los diferentes
miembros de LOX en Ia cinética de herida.
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disminuye a su valor basal a las 36 y 48 horas. Se aprecia una
expresion mayor para la PvLOX2 comparada con la PvLOX4. Esta
diferencia en la expresion del mensajero de PvLOX2 y PvLOX4
pudiera estar indicando el grado de induccién por herida entre estos
dos genes, lo cual queda reflejado en la reacciéon de PCR. No se
observé la expresiéon de PvLOXS en ningun punto de la cinética de
herida. La expresion del gen de acuaporina (Campos et al., 1997), se
usd como control constitutivo.

CINETICA DE ACIDO JASMONICO

En la figura 16, se muestra la expresion de las LOXes en hojas
de plantas de frijol tratadas con MEJA a diferentes tiempos. La
PvLOX2 muestra un incremento considerable en su expresién a las 9
h, que decrece entre las 12 y 15 horas; en el control tomado a las 15
horas no se detecté expresidén. La expresiéon de PvLOX4, se observa
desde las 4.5 h de tratamiento con MEJA, su punto maximo de
expresion es a las 9 h y entre las 12 y las 15 h desciende sin llegar al
basal. El control negativo tomado a las 15 h no muestra expresién. El
punto de la expresién maxima para ambos genes, fue las 9 horas.
PvLOXS5 no se expresd en ninglin punto de la cinética. Se observa una
expresion mayor para el gen PVLOX2, comparada con PvLOX4.

DIGESTIONES CON PSTIY CON HIND III

El hecho de que PvLOX2 y PvLOX4 dieran un patrén de
expresién semejante, nos llevé a revisar la especificidad del
oligonucledtido 75 sobre la secuencia de PvLOX2. Ciertamente, el
oligonucledtido 75, es especifico para discriminar entre PvLOX4 vy
PvLOXS, pero cabria la posibilidad de estar amplificando también
secuencia de PvLOX2, ya que en esa regiéon la secuencia de PvLOX4
es casi idéntica a PvLOX2., Desafortunadamente, como las secuencias
de PvLOX4 y PvLOXS5 tienen una identidad alta, no teniamos otra
region para disefio de oligonucleétidos, asi que una manera de
esclarecer la expresidn exclusiva de PvLOX2 o de PvI.OX4, en las
cinéticas de herida y de MEJA, era digirerir los productos de RT-PCR
resultantes de amplificar con 75-Pv3, con Pst I, que digiere PVLOX2 y
con Hind III, que digiere PvLOX4. En la figura 17, se muestra el
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CINETICAH JR

Tiempo (hrs)
45 6 9 12 16 15 control

PuLOK2

PrLOHS

Figura 16. Expresion de los diferentes
miembras de LOH en la cinética de JA.
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CINETICA HERIDA CINETICA JA

pb TIEMPO (hrs.) pb
15 12 9 6 45

2 4 6 12 24 36 48

Hind Il

Pst |

Figura 17. Digestidn de los productos
PvLOH4 con Hind 11l y Pst ]| en cada una
de las cinéticas.
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resultado de las digestiones. Para la cinética de herida, los productos
del RT-PCR se cortaron unicamente con Hind III, por lo tanto
corresponden a la expresiéon del gene PvLOX4. En la cinética de MEJA,
los productos del RT-PCR son cortados con Hind III principalmente,
sin embargo, se observa digestion con Pst I, en menor proporcién que
con Hind III. En este caso se observé la suma de la expresion del gen
correspondiente a la clona PvLOX4 principalmente, y en menor
proporcion, PvEOX2.

DISCUSION

La actividad de LOX y la expresién de sus genes, se ha
demostrado ampliamente en respuesta a la herida y a la aplicacién
de MEJA, y el frijol no es la excepcién. En este trabajo, se muestra la
activacion de la expresion de dos genes de LOX llamados PvLOX2 y
PvLOX4, en respuesta a la herida y en respuesta a la aplicacion
exdégena de MEJA.

Nosotros empleamos el RT-PCR, para aislar genes que se
expresan en una determinada condicién, esto es, durante respuesta a
la herida de las hojas y para analizar su expresiéon en el tiempo y en
respuesta a un inductor de genes implicados en la respuesta a herida:
el MEJA.

En lo tocante al aislamiento de genes relacionados a la herida,
pudimos aislar solo dos genes: el PvLOX2, aislado de un banco de
cDNA de frijol (Porta er al,) y la PvLOX4. La PvLOX4, tiene una
identidad de 94.7% con una secuencia incompleta de un cDNA de
frijol llamado pLOX3 (Meier et al., 1993), al que le falta la region 5' y
algunos nucleétidos de la region 3'.

En cuanto al analisis de la expresién de estos genes, la
expresion de LOX durante el desarrollo y bajo condiciones de estrés,
se reporté previamente en frijol (Porta et al, 1999). Sin embargo en
este estudio se empleé una sonda de PvLOX2 que puede estar
funcionando como una sonda genérica que no distingue entre
diferentes LOXes. En este trabajo, empleamos oligonucledtidos
especificos para determinar la expresion de 3 genes de LOX: PvLOX2,
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resultado de las digestiones. Para la cinética de herida, los productos
del RT-PCR se cortaron unicamente con Hind 1II, por lo tanto
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PvLOX4, que se aislaron de ¢cDNA de herida, y PvLOX5 codificado en
la clona genomica aislada en nuestra laboratorio, y de la cual no
conociamos su expresion. La expresién de estos tres genes de LOX se
analizaron durante la herida y la induccién con MEJA.

Los resultados de la cinética de herida indican que la expresiéon
de PvLOX2 se presente entre las 4 y las 48 h, mientras que Ia
PvLOX4 tiene una expresion en un periodo de tiempo mas corto,
yendo de las 6 a las 24 h, decayendo bruscamente, después de su
maximo a las 24 h. Ambos genes presentan una expresidn maixima a
las 24 h. Este comportamiento es similar al que presentan la LOX7 y
la LOX8 de hojas de soya heridas (Saravitz y Siedow,1996), en donde
incrementos en los niveles de transcrito de ambos genes, se detectan
después de las 8 h de herir. LOX7, tiene una expresion transitoria y
después de 24 h no se detecta, (similar a PvLOX4). En contraste, los
niveles de LOX8 se mantuvieron desde las 8 a las 72 h. Este patrén
de expresion se parece al de PvLOX2.

Con respecto a la induccion por MEJA, la expresién de PvLOX2
responde con un aumento importante a las 9 h. Los niveles de
transcritoc de PvLOX4, muestra un incremento paulatino alcanzando
un maximo a las 9 h sin llegar a los niveles de PvLOX2 y ambas
descienden al mismo nivel. De manera similar, tratamientos de
plantas de soya con MEJA resulta en la elevacién de los niveles de
transcrito en hojas de LOX7 y de LOX8 (Saravitz y Siedow, 1996).

El incremento en los niveles de PvLOX2 y PvLOX4 después de la
herida o de tratamientos con MEJA, sugiere su participacién en la
respuesta de defensa de la planta, ya que en general las LOXes que
responden a estos dos estimulos se ha visto que inducen genes, cuya
funcién parece ser el contrarrestar el estrés, aunque las proteinas
codificadas por estos genes, también pueden participar en los
procesos fisiolégicos de plantas. No se detectd la expresion de
PvLOX4, en hojas heridas, ni el la inducciéon con MEJA. Este gene se
expresa escasamente en nddulos (H. Porta, comunicacion personal).

Los genes PvLOX2 y PvLOX4, no contienen secuencia que
codifique para un péptido de transito a cloroplasto. Sin embargo
alguno de estos genes podria participar en la induccién de genes que
codifican enzimas que biosintetizan los compuestos volatiles, que
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poseen propiedades antimicrobianas (Croft er al, 1993; Bate y
Rothstein, 1998; Koch et al, 1999). Otra alternativa, podria ser la que
estuvieran funcionande como vsp inducibles por herida (Saravitz y
Siedow, 1996). Una alternativa mas, puede ser su participacién en la
biosintesis de JA que a su vez puede inducir genes del metabolismo
secundario, enzimas que participan en la sintesis de fenilpropanoides
y mondémeros de cutina, cuya funcidon sea la reparacién del dafio
(Sembder y Parthier, 1993; Creelman y Mullet, 1995).

La expresion de PvLOX2, ademés de responder a herida y a la
presencia de MEJA, se detecta durante el desarrollo del nédulo; en
raices de 3 a 21 dias de desarrollo inoculadas con Rhizobium etli,y
en no inoculadas; y en botén floral. No se detecté en semilla (datos
nos mostrados). Esto hechos sugieren un papel central de PvLOX2
durante el desarrollo, la respuesta a la herida. En el caso de PvLOX4,
se expresa también en raices inoculadas y no inoculadas de 3 dias de
edad, en botén y muy escasamente, en semilla. No se observa su
expresion en nddulo (H. Porta, comunicacién personal). Hasta el
momento no hay reportes de LOX en semilla de frijol.

Dado que se ha demostrado la participacién de las LOXes
cloroplasticas en la sintesis de JA en respuesta a la herida (Melan et
al., 1993), uno de los atractivos iniciales de este proyecto, era aislar a
una LOX con funcién en cloroplasto. Como antecedente, sabemos que
se observa la presencia de una banda de M;de aproximadamente
100 kDa que es el peso molecular esperado para una LOX funcional
en cloroplasto. Este resultado se obtuvo utilizando extracto de
proteinas de cloroplastos puros de frijol y un anticuerpo antiLOX de
soya. Sin embargo con los oligonucleétidos Pv5-Pv3 no pudimos
aislar ningin gene con una secuencia de péptido de transito a
cloroplasto (ya tenemos la regiéon 5' de PvLOX4 y no es cloroplastica).
Una estrategia para aislar estos genes puede ser disefar
oligonucledétidos sobre wun alineamiento multiple de LOXes
cloroplésticas y usar la técnica de RT-PCR sobre RNA de hojas
heridas, o bien, hacer un banco de ¢cDNA en un vector de expresion de
proteina y utilizar los anticuerpos antiLOX de soya como detector,
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posteriormente se haria un analisis de restriccién para detectar las
cloroplasticas.

La técnica de RT-PCR, es una herramienta poderosa para aislar,
y analizar genes con expresion baja. Ademas, es muy util para
analizar la expresidén diferencial de familias génicas. Algunos
ejemplos incluyen: el analisis de la expresidén de 4 genes de ferritina
de Vigna wunguiculata en diferentes organos de la planta (Wardrop et
al., 1999), y el analisis de la expresion de 4 genes de asociados a la
germinacion de semillas de chicharo. Con ese estudio, se definié a un
miembro de la familia de LOX, como un nuevo marcador del
crecimiento del eje de la semilla (Chateigerner er al., 1999). El uso del
RT-PCR, nos permitid diferenciar la expresion de PvLOX2 y PvLOX4 lo
que no es posible empleando sondas en analisis tipo northen, ya que
son genéricas y no diferencian entre genes con secuencias con una
alta identidad. Es mas, empleando la region 3' no traducida de! gene
de PvLOX2 en un southern gendmico, se distinguen dos bandas. Por lo
tanto, s1 emplearamos la regién 3' no traducida como sonda, que
tedricamente no esta conservada entre genes de la misma familia,
podriamos estar reconociendo la expresion de mas de un gen. Asi
pues la técnica del RT-PCR nos brinda mas ventajas para diferenciar
la actividad de los miembros de la familia génica de LOX, ya que se
pueden disefiar oligonucledtidos especificos, y en caso de no serlo, se
pueden digerir con enzimas de restriccion que son exclusivas para
cada gene de LOX.
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