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COMPENDIO

DESCRIPCION Y CARACTERIZACION DE GENES DEHIDRINAS EN CHILE

PIQUIN (Capsicum annuum var. glabriusculum)

POR
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Dr. Edmundo Mario Rodriguez Campos.- Asesor

Palabras Clave: Proteinas LEA, sequia, transcritos, dehidrinas, Tas14,

transcripcion

Se compararon plantas de dos poblaciones de chile piquin, que crecen en
condiciones de humedad contrastantes, en cuanto a su respuesta a condiciones
de estrés hidrico en invernadero e In vitro. Los tratamientos consistieron en

suspender el riego durante 16 dias mas un riego de recuperacion y una



evaluacion final a 19 dias. Las plantas control se regaron normalmente, se
midié la tensidn de agua en el suelo, potencial hidrico en hojas antes del
amanecer y el contenido relativo de agua en las hojas. Las condiciones de
estrés hidrico In vitro solo consistieron en poner hojas de plantas de chile a
desecar en cajas Petri. En ambos experimentos (en invernadero e In vitro) se
hizo analisis de la expresion por RT-PCR. También se hizo la caracterizacion
del gen de dehidrina Tas14 en plantas de chile piquin adultas, esto se realizd
haciendo Genome Walking y un posterior analisis bioinformatico de la
secuencia. Los datos de potencial hidrico y contenido relativo de agua en las
hojas indicaron que la poblacién de Coahuila perdi® menos agua respecto a la
poblacion de Veracruz. En el analisis de expresion de dehidrinas solo se
observaron diferencias en el gen KS18 que si parece responder al gradiente de
la perdida de agua en condiciones de desecacion de plantas de chile piquin.
Los condiciones en las que se realizd el ensayo de sequia en plantas de chile y
de acuerdo a los parametros fisiolégicos medidos determinan que el estrés
hidrico impuesto fue severo, sin embargo las plantas recurren a otros
mecanismos diferentes al de expresion de dehidrinas analizadas. Con la técnica
de Genome Walking se obtuvo una secuencia de Tas14 de 610 pb, esta
secuencia se ensambld con un cDNA de la base de datos de CINVESTAV, lo
que da como resultado una secuencia de 1648 pb que contiene a toda la EST
mas el intrén detectado, la secuencia incluye una parte del promotor, la caja

TATA esta en la posicion 464 y esto da la oportunidad de detectar algunos

VI



factores de regulacion de transcripcion.

ABSTRACT

EXPRESSION OF FOUR DEHYDRIN GENES IN “CHILE PIQUIN” (Capsicum

annuum var. glabriusculum) UNDER WATER STRESS

BY

JOSE MARCIANO DE LA CRUZ OLIVARES

MASTER OF SCIENCE

IN HORTICULTURE

UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA
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Buenavista, Saltillo, Coahuila, México, Diciembre de 2013.

Dr. Edmundo Mario Rodriguez Campos.-Adviser

Index words: LEA proteins, drought, transcripts, dehydrins, Tas14, transcription.

The aim study was to campare two populations of “chile piquin” to test the
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response to water stress in greenhouse and In vitro. The treatments consisted in
stop the watering during 16 days plus a three-day recovery period after
watering. The control plants were irrigated every day. Several parameters were
measured were water tension within the soil, leaf water potencial before sunrise
and leaf relative water content. The In vitro water stress exoeriment was
imposed to the chile plants by simply letting the chile leaves to dehydrate in
Petri dishes. The Capsicum Dhn1, Dhn13, Tas14 and KS18 gene expression
was analyzed by RT-PCR in both experiments. The data of water stress and
relative water content in leaves indicated that the population of Coahuila lost
less water in relation to the population of Veracruz. Within the analysis of
dehydrin expression, only KS718 seems to be a water stress responsive gene
under the conitions studied. The water stress accomplished was severe
according to the conditions imposed and the physiological parameters
measured; therefore, we concluded that chile piquin plants utilize different
mechanisms to cope with water stress than those in which the dehydrins

analyzed in this paper are involved.
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I. INTRODUCCION

El chile se cultiva en casi todo el territorio nacional y a la vez México es centro
de origen de la especie Capsicum annuum L, es donde se cultivan la mayor
variedad de chiles de esta especie. La produccién nacional en el 2009 fue de
2,059 (en miles de toneladas), Chihuahua destaca con una produccién del 25%,
en los cuales el 31% de la produccién fue chile jalapefio, el 10.9% fue de chile
serrano, 9.7% de chile poblano y 8.1% fue de morrén (SIAP, 2010). Estas
variedades son de las mas importantes en términos econdmicos y su
contraparte silvestre son las poblaciones pertenecientes a Capsicum annuum
var. glabriusculum (Duna) Heiser & Pickersgill, que se encuentran distribuidas
en todo el territorio mexicano (Nee, 1985). Los chiles silvestres mantienen la
mayor diversidad genética y una parte de ella fue transmitida a los chiles
cultivados (Aguilar-Meléndez et al., 2009).

Las plantas son organismos sésiles por lo tanto es importante entender la
funcién de los genes que pudieran estar relacionados con su adaptacion para
sobrevivir a condiciones abidticas cambiantes. Debido a que las plantas
silvestres como los chiles han tenido que sobrevivir en ecosistemas diversos
con disponibilidad cambiante de recursos (agua, luz, etc.), se estima que existe
una gran diversidad genética que le permite a las plantas sobrevivir e ambientes

contrastantes como el semidesierto de Coahuila y el tropico humedo de



Veracruz. Esta informacion genética de los chiles silvestres podria servir en el
futuro para tomar decisiones relacionadas al manejo de poblaciones o realizar
fitomejoramiento (clasico o asistido por marcadores moleculares) en los chiles
domesticados de la especie C. annuum L. que se cultivan en todo el mundo.

El rendimiento se ve afectado por la incidencia de diferentes tipos de estrés
donde las condiciones ambientales desfavorables pueden disminuir hasta en un
70% el potencial genético de las plantas (Boyer, 1982). Existen varios tipos de
estreses abiodticos, pero uno de los que causa mayor problema a los
agricultores, es el estrés hidrico en cultivos a campo abierto debido a las
sequias. Para hacer frente al estrés ambiental las plantas modifican eventos
especificos del desarrollo, cambios que pueden incluir la variacion en el
programa de expresion de genes. Entre otras respuestas las plantas pueden
producir cambios en el tipo, cantidad o actividad de determinadas proteinas de
la planta, generando componentes utiles para adaptarse a las nuevas
condiciones (Sunkar et al.,2007). Esto implica la activacion o inactivacion de los
genes a partir de los cuales estas proteinas son sintetizadas. Algunas de estas
proteinas especificas son las dehidrinas (Close, 1996) que se ha comprobado
responden a condiciones de estrés hidrico.

Las dehidrinas (DHNs) son parte de un grupo extenso de proteinas conocidas
como LEA (Late Embryogenesis Abundant), las cuales se caracterizan por su
alta hidrofilicidad, por permanecer en solucion a temperaturas de ebullicion y
tener poca y a veces nula estructura secundaria. Las DHNs tipicamente se

acumulan en tejidos vegetativos en respuesta a déficit hidrico, como baja



temperatura, sequia, salinidad o aplicacion de acido abscisico y en las semillas,
durante la fase tardia de embriogénesis, por lo que se les asocia con un papel
de proteccion o estabilizador de membranas y proteinas (Close, 1996; Campbell
y Close, 1997; Close, 1997).

La regulacion de la expresion de los genes ocurre en diferentes niveles, el de la
transcripcion, regularmente es el nivel mas importante. Pero existen otros
puntos de regulacién, que incluyen las vias de procesamiento de los ARN
mensajeros, el transporte de los mismos una vez maduros, su traducibilidad, y
por ultimo las modificaciones postraduccionales y transporte de la proteina
sintetizadas (Sunkar et al., 2007).

Se ha documentado que algunas variedades de chiles muestran caracteristicas
adaptativas a bajos potenciales hidricos (Nieto-Garibay et al., 2010) por lo que
resulta interesante conocer que ocurre con los genes de dehidrinas en el chile
piquin (C. annuum var. glabriusculum). En la actualidad no existe un estudio de
las dehidrinas, desde el punto de vista de los procesos de regulacién de la
expresion geénica en plantas del género Capsicum. En el presente trabajo se
establecio como objetivo evaluar la expresion de los genes para dehidrinas del
chile piquin de dos poblaciones sometidas a condiciones de estrés hidrico y la

caracterizacion del gen de la dehidrina Tas14.



OBJETIVOS

OBJETIVOS ESPECIFICOS
» Evaluar la expresion de los genes para cuatro dehidrinas del chile piquin

de dos poblaciones sometidas a estrés hidrico.

» Describir el gen de la dehidrina Tas14 por medio del estudio de su

secuencia en chile (Capsicum annuum).

HIPOTESIS
El estrés hidrico provoca una expresion diferencial de los genes para dehidrinas

entre las poblaciones de estudio.



Il. REVISION DE LITERATURA

El estrés en plantas

Las plantas (silvestres y cultivadas) estan expuestas constantemente a estreses
ambientales. El estrés se define como un factor externo que ejerce una
influencia negativa sobre la planta, que puede ser bidtico (malas hierbas,
patogenos e insectos depredadores) o abidtico (clima, sequia). El estrés se
mide por sus efectos en diferentes parametros, como son supervivencia de la
planta, el rendimiento del cultivo, crecimiento (acumulacién de biomasa) o los
procesos de asimilacion primaria (incorporacion de CO. y minerales) (Taiz y
Zeiger, 2006).

Los factores ambientales tales como la sequia, salinidad y temperaturas
extremas afectan significativamente la productividad de los cultivos y causan
pérdidas economicas en la agricultura (Rodriguez et al., 2005; Beck et al.,
2007). El efecto de la sequia se manifiesta cuando el contenido de agua en la
planta disminuye, las células pierden turgencia y aumenta la concentracién de
solutos en las células, esto afecta también a las actividades que dependen de la
turgencia, como la expansion foliar y la elongacion radicular. Otro mecanismo,
llamado cierre hidroactivo, tiene lugar cuando la hoja o las raices estan
deshidratadas (Taiz y Zeiger, 2006). A nivel bioquimico como respuesta al

estrés hidrico las plantas inician una cascada de sefales que activan factores



de homeostasis. Por ejemplo, el estrés osmotico activa un conjunto de
protein-cinasas que inducen mecanismos de homeostasis osmotica y/o
respuesta a destoxificacion (Rodriguez et al., 2005). Otro ejemplo en algunas
plantas es el aumento en el contenido de prolina en hojas, azucar-alcoholes
(como por ejemplo, el sorbitol y el manitol), glicina betaina, entre otros, que
juega un papel importante en los procesos de ajuste osmético (Parra et al.,
1999); Caramelo & Lusem, 2009).

Desde un nivel bioquimico en las plantas ocurren cambios, como la disminucion
parcial o total de la sintesis de ciertas proteinas y al mismo tiempo habra una

induccion de la sintesis de otras proteinas como las dehidrinas (Close, 1996).

Las dehidrinas (DHNs)

Las dehidrinas son proteinas que pertenecen al grupo de las llamadas LEA
(Late Embryogenesis Abundant). Estas proteinas aparecen y se acumulan en la
fase tardia de la embriogénesis (como su nombre lo indica), cuando las semillas
pierden la mayor parte del contenido de agua, también en los tejidos
vegetativos cuando la planta se somete a déficit hidrico, como ocurre en la
sequia, alta salinidad o bajas temperaturas, por lo que se les asocia con un
papel de proteccion o estabilizador de membranas y otras proteinas (Close,
1996; Campbell y Close, 1997; Close, 1997).

Las dehidrinas se caracterizan por ser altamente hidrofilicas, permanecer en
solucion a temperatura de ebullicion y por tener poca o nula estructura

secundaria, poseen una region conservada de 15 aminoacidos rico en lisinas,



conocido como segmento K. También tienen una serie continua de residuos de
serina, el segmento S y un segmento llamado Y. La presencia y numero de
cada uno de estos segmentos permiten agrupar a las diferentes dehidrinas

(Campbell y Close, 1997).

Clasificacion de las dehidrinas

La presencia y disposicion de las secuencias motif, permite clasificar a las
dehidrinas en el grupo Il de las proteinas LEA. El numero y el orden de
segmentos Y-, S- y K- define diferentes DHNs en cinco subgrupos: Y.SK,, Y.K,,
SK,, Kny K,S (Campbell y Close, 1997; Svensson et al., 2002).

El segmento K es un motif muy conservado de 15 aminoacidos (secuencia
consenso: EKKGIMDKIKEKLPG) que son capaces de formar un a-hélice
anfipatica en un medio hidrofobico. Los anticuerpos contra esta secuencia de
aminoacidos se han utilizado para detectar dehidrinas en una amplia gama de

plantas (Close et al., 1993).
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Figura 1. Arreglo de los distintos motivos en las DNHs (80-620 aminoacidos). Cada uno
de los cinco subgrupos contiene una representacion esquematica de la disposicién de
los aminoacidos (tomado de Battaglia et al., 2008).

Las dehidrinas en plantas

Se ha documentado ampliamente una correlacion positiva entre la acumulacion
de las dehidrinas y la adaptacién a la deshidratacion celular en las plantas.
Chung et al. (2003) analizaron la expresién del gen Dhn-1 en un experimento
con hojas de chile de una variedad coreana (Capsicum annuum L. cv. Bukang),

a las que sometieron a tratamiento In vitro de estrés hidrico, estrés por frio,



estrés salino y aplicacion de ABA por 24 h. Los autores encontraron que el gen
dhn-1 esta regulado por varios tipos de estrés en las plantas de chile. En
particular, en su experimento encontraron que la presencia de transcritos fue
evidente desde las 2 h de impuesto el estrés hidrico y la expresion aumento
gradualmente a las 4 h, a las 8 h alcanzo niveles muy altos y a las 24 h el nivel
de expresion disminuyo.

Rodriguez et al. (2005) encontraron en cebada que el gen dhn-13 codifica una
dehidrina tipo KS, con un nivel de expresion basal bajo condiciones normales y
la expresion se elevo bajo condiciones de estrés por frio. Los autores sugieren
profundizar las investigaciones en dhn-13 ya que puede estar relacionada con
un papel importante en la aclimatacién al frio en plantas.

Godoy et al. (1990) sometieron a plantulas de tomate (Lycopersicon esculentum
var. Rutgers) a estrés salino y aplicaciéon de ABA por 24 h, con el analisis por
Southern blot encontraron que en hojas de tomate el mMRNA de Tas-14
incrementa sustancialmente con el tratamiento de estrés salino que con la
aplicacion de ABA. Los autores sugieren que la induccion sistematica de Tas-14
por ABA y estrés salino pueden jugar un papel importante en la respuesta de las
plantas a estrés por agua y por salinidad.

El estudio de las dehidrinas puede conducir al uso de estos genes y sus
productos como marcadores moleculares para respuesta a estrés por diversos
factores abidticos como sequia, frio, entre otros. Pero, hasta donde es de
nuestro conocimiento, no existe un estudio de las dehidrinas, desde el punto de

vista de los procesos de regulacion de la expresidn génica en plantas del



genero Capsicum. Particularmente, los chiles silvestres como el chile piquin
(Capsicum annuum var. glabriusculum) tienen mucho potencial ya que
mantienen la mayor diversidad genética y que a la vez una parte de ella fue

transmitida a los chiles cultivados (Aguilar-Meléndez et al., 2009).

El chile piquin

El chile piquin (Capsicum annuum var. glabriusculum (Duna) Heiser &
Pickersgill) es la variedad considerada como el progenitor silvestre de los chiles
domesticados de la especie C. annuum (Eshbaugh, 1980). La amplia
aceptaciéon que tiene esta variedad se debe a las caracteristicas de picor, sabor,
aroma, color, etc. Sin embargo, su cultivo comercial es limitado, debido en
gran parte a la dificultad para hacer germinar la semilla, la mayoria de chile
piquin que se comercializa proviene de las colectas de plantas silvestres

(Rodriguez, 2004).

Botanica del chile piquin

El chile silvestre es un arbusto silvestre, perenne, el fruto es una baya redonda
u oblonga de 3 a 6 mm de diametro que crece en posicién eréctil. En estado
inmaduro el fruto es de color verde oscuro, debido a la alta concentracion de
clorofila, sin embargo al madurar se torna de color rojo, causado por una alta
concentracion de licopersinas. Las plantas de chile piquin alcanzan la madurez
reproductiva entre los 6 y 10 meses de edad. La floracién en Arizona comienza

durante los meses de mayo y dura hasta agosto y la fructificacion es de junio a
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octubre (Nabhan 1985; Nabhan et al., 1990).

Dispersion y distribuciéon geografica

El color rojo de los frutos atrae a diversas aves, que al comerlos se encargan de
dispersar las semillas (las aves carecen de sensores receptores de capsaicina).
Las semillas al pasar por el tracto digestivo eliminan el efecto inhibitorio
causado por diferentes compuestos quimicos presentes en la semilla, asi el
chile piquin crece bajo arboles en sitios montafiosos cercanos a margenes de
arroyos o cafones (Nabhan 1985, Nabhan et al., 1990).

Esta solanacea se extiende al norte del Tropico de Cancer y se distribuye
ampliamente desde el sur de los Estados Unidos hasta el noroeste de
Sudamérica; sus limites hacia el norte ocurren en los desiertos sonorense y
chihuahuense, mas alla de 50 km de la frontera entre México y los Estados
Unidos, en Arizona, Nuevo México y Texas (Eshbaugh, 1993). En México se
encuentra en toda la zona costera del pais, desde Sonora a Chiapas por el
Pacifico y de Tamaulipas a la Peninsula de Yucatan, incluyendo Quintana Roo,
por el Golfo de México en donde recibe muchos nombres locales (Galmarini,
1999; Medina et al., 2009). Las poblaciones de chile piquin se localizan
principalmente en altitudes menores a 1300 msnm, con una precipitacién anual
de mas de 500 mm y una temperatura media anual de entre 21-24° C y con
baja probabilidad de ocurrencia de heladas (Rodriguez et al., 2004), aunque
también se encuentra en condiciones de precipitacién pluvial escasa, la cual

oscila entre 100 y 200 mm de lluvia con una evapotranspiracion media anual de
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2000 mm y temperaturas de 34 a 40°C durante el verano y aun a fines de
primavera (Murillo-Amador et al. 2001; Nieto-Garibay et al. 2009).

Las fluctuaciones de temperatura influyen en la regulacién de la germinacién de
las semillas, sin embargo existen desde luego diferencias en el porcentaje y
velocidad de germinacién de acuerdo con las poblaciones o el sitio donde se
encuentre (Hernandez-Verdugo et al., 2010).

El chile piquin en estado natural o silvestre se ha adaptado a toda esa gama de
climas; esto quiere decir que esta solanacea prospera en condiciones de aridez,
poca precipitacion anual y heladas, condiciones de exceso de agua, resistencia
a plagas y/o enfermedades (Tewksbury, et al., 1999). Desde esta perspectiva,
el conocimiento de la expresién y diversidad de los genes de dehidrinas del
chile silvestre en relacion a su capacidad de adaptacién en diferentes
ecosistemas, pordria ser extrapolado a los chiles cultivados y su mejoramiento

para resistir condiciones de estrés.
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Resumen

Se compararon plantas de dos poblaciones de chile piquin, que crecen en condiciones de
humedad contrastantes, en cuanto a su respuesta a condiciones de estrés hidrico en
invernadero e In vitro. Los tratamientos consistieron en suspender el riego durante 16
dias mas un riego de recuperacion y una evaluacion final a 19 dias. Las plantas control
se regaron normalmente. Se midi6 la tension de agua en el suelo, potencial hidrico en
hojas antes del amanecer y el contenido relativo de agua en las hojas. Las condiciones de
estrés hidrico In vitro solo consistieron en poner hojas de plantas de chile a desecar en
cajas Petri. En ambos experimentos (en invernadero e In vitro) se hizo andlisis de la
expresion por RT-PCR. Los datos de potencial hidrico y contenido relativo de agua en
las hojas indicaron que la poblacion de Coahuila perdid menos agua respecto a la
poblacion de Veracruz. En el andlisis de expresion de dehidrinas solo se observaron
diferencias en el gen KS18 que si parece responder al gradiente de la pérdida de agua en
condiciones de desecacion de plantas de chile piquin. Los condiciones en las que se
realizé el ensayo de sequia en plantas de chile y de acuerdo a los parametros fisioldgicos
medidos determinan que el estrés hidrico impuesto fue severo, sin embargo las plantas
recurren a otros mecanismos diferentes al de expresion de dehidrinas analizadas.

Palabras Clave: Proteinas LEA, sequia, transcritos.

Abstract
In this study two populations of ‘“chile piquin” were compared to test the response to
water stress in greenhouse and /n vitro. The treatments consisted in stop watering during

16 days plus a three-day recovery period after watering. The control plants were
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irrigated every day. Parameters measured were water tension within the soil, leaf water
potencial before sunrise and leaf relative water content. The In vitro water stress was
imposed by simply let to dehydrate chile leaves in Petri dishes. The Capsicum Dhnl,
Dhnli3, Tas14 and KS18 gene expression was analyzed by RT-PCR in both experiments.
The data of water stress and relative water content in leaves indicated that the population
of Coahuila lost less water in relation to the population of Veracruz. Within the analysis
of dehydrin expression, only KS/8 seems to be a water stress responsive gene under the
conitions studied. The water stress accomplished was severe according the conditions
imposed and the physiological parameters measured; therefore, we conclude that chile
piquin plants utilize different mechanisms to cope with water stress than those in which

the dehydrins analyzed in this paper are involved.

Index words: LEA proteins, drought, transcripts

Introduccion
La importancia del estudio de las DHNs es que tipicamente se acumulan cuando existe
un déficit en el contenido de agua de las células (Close, 1997; Eriksson y Harrison
2011). Estas se acumulan en grandes cantidades en los embriones de las plantas durante
las etapas finales del desarrollo de la semilla cuando empieza a perder humedad. Las
dehidrinas se acumulan también en diferentes tejidos vegetativos en respuesta a déficit

hidrico, baja temperatura, sequia, salinidad o aplicacion de acido abscisico por lo que se
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les asocia con un papel de proteccion o estabilizador de membranas y de ciertas
proteinas (Close, 1996; Campbell y Close, 1997; Close, 1997).

Se ha documentado ampliamente una correlacion positiva entre las dehidrinas y la
adaptacion a la deshidratacion celular en plantas. Los genes de dehidrinas pueden estar
involucrados, entre muchos otros, en la adaptaciéon de las poblaciones a ambientes
extremos, y explicar parte de la variabilidad genética de las poblaciones en cuanto a
respuesta a condiciones de sequia y otros estreses.

Las dehidrinas son parte de un grupo extenso de proteinas conocidas como LEA (Late
Embryogenesis Abundant), las cuales se caracterizan por ser altamente hidrofilicas, por
permanecer en solucion a temperaturas de ebullicion y tener poca o nula estructura
secundaria. Las dehidrinas en particular, se distinguen por poseer una region conservada
de 15 aminodcidos rico en lisinas, conocido como segmento K. También poseen una
serie continua de residuos de serina, el segmento S y algunas tienen también un
segmento consenso llamado segmento Y. La presencia y niimero de cada uno de estos
segmentos permite agrupar a las diferentes dehidrinas (Campbell y Close, 1997): el
numero y el orden de segmentos Y-, S- y K- define diferentes DHNs en subclases:
Y.SK,, YoK,, SK,, K, y KiS (Campbell y Close, 1997; Svensson et al., 2002).

Pelah et al. (1997) observaron una relacion positiva entre la acumulacioén de dehidrinas y
la tolerancia a la sequia en el alamo (Populus tremula). Algo similar encontraron
Tabaei-Aghdaei et al. (2000) al comparar la acumulacién de dehidrina en los tejidos de
dos especies de pastos, Agropyron desertorum tolerante a sequia contra Lophopyrum
elongatum que tolera en menor proporcion la sequia. Los autores observaron diferentes

niveles de tolerancia bajo estrés por, los investigadores detectaron niveles mucho mas
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altos de polipéptidos de dehidrina en Agropyron desertorum tolerante a la sequia que en
Lophopyrum elongatum.

Investigaciones realizadas por Cellier et al. (1998) de una variedad de girasol
(Helianthus annuus) tolerante a la sequia en comparaciéon con una variedad sensible.
Observaron altos niveles de transcritos de genes de dehidrinas HaDhnl y HaDhn2 en la
variedad tolerante a sequia. La acumulacién de transcritos de HaDhnl y HaDhn2 se
correlacionan con el potencial hidrico en la hoja de la planta cuando se comparan los
cultivares bajo el mismo contenido gravimétrico de agua del suelo. Godoy et al. (1990)
sometieron a plantulas de tomate (Lycopersicon esculentum var. Rutgers) a estrés salino
y aplicacion de ABA por 24 h, con el analisis por Southern blot encontraron que en hojas
de tomate el mARN de la dehidrina Tas-14 incrementa sustancialmente con el
tratamiento de estrés salino que con la aplicacion de ABA. Chung et al. (2003)
analizaron la expresion del gen Dhn-1 en un experimento con diferentes hojas de chile
de una variedad coreana a las que sometieron a tratamiento /n vitro de estrés hidrico, los
autores encontraron la presencia de transcritos fue evidente desde las 2 h de impuesto el
estrés hidrico y la expresion aument6d gradualmente a las 4 h, a las 8 h alcanzo niveles
muy altos y a las 24 h el nivel de expresion disminuy6. Actualmente, existen pocos
estudios de las dehidrinas en plantas del género Capsicum. Los chiles silvestres como el
chile piquin (Capsicum annuum var. glabriusculum) tedricamente tienen la mayor
diversidad genética de la cual una parte fue transmitida a los chiles domesticados y que
hoy en dia son cultivados en todo el mundo (Aguilar-Meléndez et al., 2009). Los chiles
cultivados de C. annuum son los chiles econdmicamente mas importantes y sus parientes

silvestres (Capsicum annuum var. glabriusculum) se distribuyen en todo México a
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menos de 1500 msnm (Pickersgill, 1971). Es importante entender la funcién de los genes
de dehidrinas que pudieran estar relacionados a funciones de adaptacion de la planta
para sobrevivir a condiciones abidticas cambiantes como la sequia. Si logramos entender
el papel de las dehidrinas en las plantas de chile silvestre entonces podriamos en el
futuro para tomar decisiones educadas para la conservacion de estas poblaciones en su
ambiente natural o realizar fitomejoramiento de los chiles cultivados de la especie
Capsicum annuum. En este trabajo se hizo un andlisis comparativo en la expresion de
dehidrinas y respuesta fisiolégica en plantas de dos poblaciones distantes
geograficamente y contrastantes en cuanto a condiciones climatoldgicas. El objetivo fue
evaluar la respuesta fisioldgica y la expresion de 4 dehidrinas en chile piquin sometido a

diferentes condiciones de estrés hidrico.

Material y métodos
Material vegetal
Semillas de chile silvestre fueron colectadas de una poblaciéon en el estado de Veracruz
(18°45' 58.56" N, 96° 48' 20.40" O, altitud 446 msnm). La semilla de una poblacion del
estado de Coahuila (27° 53' 01" N, 101° 29' 29" O, altitud 440 msnm) fue proporcionada
por el Dr. Horacio Villalon Mendoza de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn. La

distancia lineal entre una poblacion y otra es de 1,110 km.

Experimento de sequia en invernadero

Las semillas de ambas procedencias se sometieron a un tratamiento de

osmo-acondicionamiento con nitrato de potasio (Marin ef al., 2007). Posteriormente las
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semillas se sembraron en charolas de poliestireno con un sustrato consistente en una
mezcla de peat moss, vermiculita y agrolita, (2:2:1). Después de 20 dias las plantulas se
trasplantaron a macetas de 20 kg con suelo de bosque de pino. La nutricioén del cultivo se
realizd con una solucion universal de Steiner (1961), ajustada a las condiciones del
sustrato en las macetas y de agua de riego cada semana. Las macetas se mantuvieron
elevadas del suelo, para mejorar el drenaje. Las plantas de cada procedencia se
distribuyeron en dos bloques, dentro de cada uno, las plantas sometidas al tratamiento
de sequia y las controles se distribuyeron al azar. El tratamiento de sequia consistié en
suspender el riego 3 meses después del trasplante, las plantas se dejaron de regar por 15
dias, tiempo en el cual las plantas mostraron sintomas de marchitamiento. En este
tiempo se regaron de nuevo para observar la recuperacion. Las plantas control se regaron

normalmente.

Parametros para cuantificar el estrés hidrico

En las macetas se instalaron sensores de humedad del suelo Watermarck® 200ss para el
monitoreo de la pérdida de agua en el suelo de las macetas de ambas procedencias, tanto
tratadas como las plantas control. Las mediciones de la tension de humedad en el suelo
se realizaron cada dos dias. Las muestras de tejido y las determinaciones de potencial
hidrico y contenido relativo de agua en las hojas se realizaron alos 0, 5,9, 12, 16 y 19
dias.

La medicion de potencial hidrico se hizo antes del amanecer (Waa) entre 4 y 5 de la
mafiana con una cdmara de presion tipo Schollander, de acuerdo a la metodologia

recomendada por Day y Walsh (1980), esto se hizo en tres plantas diferentes.
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Para cuantificar el contenido relativo de agua en las hojas, se tomaron muestras de 1 g de
tejido en la misma planta en donde se obtuvo el potencial hidrico. Las hojas se colocaron
en tubos Falcon de 50 ml que previamente se llenaron con agua destilada y se dejaron
en refrigeracion a 4°C por toda la noche. Al siguiente dia a las hojas se secaron
superficialmente con papel absorbente y se midid el peso turgente. Posteriormente se
secaron en una estufa, a una temperatura de 60°C por 48 h y se registrd el peso seco. El
contenido relativo de agua en las hojas (CRA) se obtuvo de acuerdo a la férmula descrita
por Teulat et al. (1997). Las muestras de hojas para extraccion de ARN se sumergieron

inmediatamente en nitrogeno liquido y se conservaron a -80°C hasta su analisis.

Experimento de deshidratacion in vitro

Se utilizaron hojas de plantas adultas y en etapa de produccion de chile piquin de ambas
poblaciones (Veracruz y Coahuila), las hojas se colocaron en cajas petri con algodon.
Los tratamientos consistieron en que el algodon se humedecio y las hojas se colocaron
de tal manera que el peciolo tuviera contacto directo con el algodon humedo, esto fue
para las muestras control y el algodon se dejo seco para las muestras tratadas. y se
dejaron en un estante con luz artificial. Los muestreos se hicieron a las 2, 4 y 8 h, en
cada tiempo de muestreo se tomaron hojas y se pusieron de inmediato en nitrogeno

liquido. Como control absoluto se tomaron muestras frescas directo de la planta (0 h).

Analisis de la expresion por RT-PCR

La extraccion de ARN se realizo a partir de 80 mg de tejido de hoja, que se pulverizaron

en un mortero en presencia de nitrégeno liquido. Se siguié el método de cloruro de
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guanidinio, fenol y cloroformo de Chomczynski y Sacchi (1987), utilizando el reactivo
Trizol® de Molecular Research Center, Inc., siguiendo el protocolo del fabricante. La
cantidad y calidad de ARN fue analizada en una electroforesis en gel desnaturalizante de
agarosa al 1.3% , el ARN se tifid con bromuro de etidio contenido en el buffer de carga
(Sambrook y Russell, 2001).

Posteriormente el ARN se trato con deoxiribonucleasa de la marca Sigma, esto con el
fin de purificar las muestras. E1 ARN total se utilizO como molde para la sintesis de
cADN a una concentracion de 400 ng/ul, utilizando un kit TagMan RT-PCR (Applied
Biosytems) y utilizando hexameros generados al azar como oligonucleotidos iniciadores.
Con la misma muestra de cADN se realizaron las amplificaciones de los fragmentos de
cada uno de los genes de interés. Los oligonucleotidos cebadores se disefiaron usando
Primer3 (Rozen y Skaletsky, 2000). La secuencia de los oligonucledtidos utilizados se
presenta en la Tabla 1.

Las reacciones de PCR se hicieron en un volumen total de 25 pl, que contenia 1 pl de
cADN, 10 mM Tris/HCL, pH 9, 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl,, 0.1 mM de cada dNTP,
0.3 uM de cada uno de los oligonucleo6tidos cebadores y 0.5 U de polimerasa. Todas las
amplificaciones fueron realizadas en un termociclador Multigene 60 (Labnet
InteARNtional), bajo las siguientes condiciones: una desnaturalizacion inicial a 94 °C
por 10 min, seguido por 28 ciclos de 30 s a 94° C, 60 s a 56°C, 90sa 72° C, y una
incubacion final de 10 min a 72° C. Los productos de PCR fueron analizados utilizando
5 ul en una electroforesis en geles de agarosa al 2 % en TAE 1X. Los amplicones se
tiferon con colorante RedGel marca Biotium Sigma, contenido en el buffer de carga.

Finalmente los fragmentos fueron visualizados en un transiluminador UV.
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Resultados

En la figura 1 aparece el curso temporal de la pérdida de agua en macetas, las plantas de
la poblacion de Veracruz alcanzaron -150 KPa y las plantas de la poblacion de Coahuila
una tension de agua en el suelo de -127 KPa. Posteriormente al riego de recuperacion
después de 3 dias, las plantas de ambas poblaciones recuperaron su estatus hidrico
similar a las de las plantas control. Se realizaron mediciones de potencial hidrico antes
del amanecer (Waa) esto es cuando el potencial hidrico en la planta tiende a estar en
equilibrio con el potencial hidrico en el suelo. En la figura 2 aparece la tendencia del
potencial hidrico durante el ciclo de sequia. En efecto al inicio del ciclo (TO) tanto
plantas control como tratadas registraron un potencial hidrico cercano a cero, es de
esperarse puesto que las plantas fueron regadas a capacidad de campo y posteriormente
se suspendio el riego, ademas de que el invernadero donde se llevé a cabo el ensayo de
sequia registro en promedio una temperatura de 28° C durante el dia y 24° C en la
noche, y la humedad relativa se mantuvo entre 70 y 80%.

En la medida que transcurren los dias el potencial hidrico se hace mas negativo cayendo
drasticamente en el T3, las plantas de ambas poblaciones manifiestan un estrés hidrico
de -2.5 MPa, sin embargo en el T4 se observa que las plantas de la poblacion de
Veracruz experimentan un estrés hidrico mas severo cayendo su potencial hidrico hasta
-3.3 MPa. Por otra parte las plantas de la poblacién de Coahuila el potencial hidrico no
bajo tanto respecto a la poblacion de Veracruz.

Al final del ciclo en la fase de recuperacion, en la figura 2 se aprecia notablemente que

las plantas de chile piquin de ambas poblaciones tuvieron la versatilidad de responder al
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riego de emergencia y tomar el agua del suelo necesaria para revertir el déficit hidrico

producto del estrés impuesto.

Contenido relativo de agua en las hojas

El contenido relativo de agua en las hojas en conjunto con el potencial hidrico puede
determinar si existe mecanismo de ajuste desde el punto de vista bioquimico, tales como
el ajuste osmotico. La figura 3 muestra el gradiente de la pérdida de agua en hojas de
chile piquin en el tiempo T4 evidentemente existié diferencia entre poblaciones,
Veracruz registro 47% y Coahuila 60%. El contenido relativo de agua en las hojas
registrado por la poblacion de Veracruz parece ser demasiado fuerte visualmente las
plantas mostraron perdida de la turgencia celular (hojas flacidas). Sin embargo con el
riego de recuperacion las plantas de ambas poblaciones responden al riego y recuperan

su estatus de agua similar al estado de capacidad de campo.

Expresion de las dehidrinas bajo condiciones de sequia en invernadero

En la figura 4 primeramente se observa en general una expresion homogénea del gen
ARN-18s lo cual indica que la expresion menor o mayor de los demds genes es atribuida
directamente a los tratamiento impuesto.

De acuerdo con el andlisis RT-PCR Dhn-1 y Dhn-13 en las plantas de la poblacion de
Veracruz y Coahuila parecen presentar una expresion basal independiente del estrés
hidrico, puesto que en condiciones de riego (entre 93 y 90% de contenido relativo de
agua en las hojas) la presencia de transcritos en general es constante, y en condiciones

de estrés hidrico no hay expresion o diferencia de Dhn-1 y Dhn-13 con respecto a las
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plantas control, a pesar del gradiente en el contenido relativo de agua en las hojas.
Parece contrario el efecto del estrés hidrico, es decir la expresion puede ser dependiente
del riego pues a grandes rasgos se notan transcritos en las plantas bien regadas y las que
no se riegan no hay expresion, solo aparecen transcritos en el riego de recuperacion.

Los transcritos expresados de KS18 parecen no tener una respuesta clara con el estrés
hidrico en plantas de la poblacion de Veracruz y Coahuila, ya que hay expresion basal de
gen con fluctuaciones.

En la dehidrina Tas-14 no hubo presencia de transcritos en las plantas control ni en las
tratadas tampoco en las dos poblaciones analizadas.

Expresion de las dehidrinas en condiciones de desecacion In vitro

El analisis por RT-PCR de la expresion de 4 Dhns con respecto a un gen constitutivo
(ARN-18s) se muestra en la figura 5. Dhn-1 y Dhn-13 no mostraron diferencias en la
expresion entre procedencias ni entre tratamientos. Las condiciones de estrés hidrico /n
vitro impuesto en este experimento no impactaron en el aumento o disminucion de
transcritos, por el contrario estos genes muestran claramente que son constitutivos de
estas plantas, puesto que incluso en las cero horas aparece el fragmento tipico de ambas
dehidrinas.

La dehidrina KS18 (fig. 5) muestra un claro aumento en la expresion de transcritos de
este gen. En el caso de las muestras control a las 0 horas no hay expresiéon ni en los
tiempos posteriores, sin embargo en el tejido sometido a estrés hidrico muestra
evidentemente muestra un aumento en la expresion. Por una parte las hojas de plantas de
la poblacién de Coahuila muestran un rapido aumento en la expresion desde las 2 horas

y aumenta atin mas en las 4 horas y al cabo de las 8 la presencia de transcritos parece
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disminuir.

Las hojas de plantas de la poblacion de Veracruz parecen responder con aumento en la
expresion de KS18 hasta las 8 horas de impuesto el estrés hidrico.

En este caso Tas-14 no mostré una clara expresion que permite distinguir entre hojas
control y tratadas, sin embargo en hojas de la poblacion de Veracruz hay una aparente
expresion a las 4 h, en las hojas de la poblacion de Coahuila no hay expresion. Aunque a
las cero horas aparece una aparente expresion basal que con el paso de las horas

desaparece.

Discusion
El potencial hidrico mostr6é diferencias en su curso temporal en las dos poblaciones,
pudo observarse que las plantas de la poblacion de Veracruz mostraron mayor
marchitamiento que posteriormente se revirtid con el riego de recuperacion. En
contraste, las plantas de la poblacion de Coahuila no se notaron marchitas. Las
diferencias mostradas por las poblaciones, tanto en potencial hidrico, como en contenido
relativo de agua, pudieran explicarse por el hecho de que la poblacion de Coahuila tenia
menos follaje y pudo perder menos agua por evapotranspiracion. Algunas
investigaciones como la de Kulkarni y Phalke (2009) en el que evaluaron el efecto del
estrés hidrico en este caso en un sistema de riego por goteo, completamente regadas (6
L) y medianamente regadas (3 L) por dos semanas, los autores encontraron diferencias
significativas en el tamafio de la raiz, y el rendimiento de varios cultivares de chile
picante (Capsicum annuum L.). También encontraron que a un potencial hidrico de -0.42

MPa las plantas aumentaron el crecimiento de raices primarias, secundarias y raices
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laterales superficiales. De esta manera pueden aumentar la capacidad de absorcion de
agua en la superficie del suelo bajo condiciones de sequia. El potencial hidrico obtenido
en nuestro experimento abre la posibilidad de que en plantas de la poblacion de Coahuila
haya un temprano cierre estomatico (a los 12 dias de impuesto el tratamiento) con
respecto a las plantas de Veracruz. Delfine et al. (1999) compararon la fotosintesis entre
plantas de chile irrigadas y de temporal, los autores encontraron una menor conductancia
estomatica en las plantas de temporal y esto afect6 también la produccion.

El estrés hidrico impuesto a plantas de chile en este experimento provocod que el
contenido relativo de agua en hojas bajara hasta 47% en la poblacion de Veracruz y hasta
60% en la poblacion de Coahuila. Las diferencias obtenidas de CRA entre poblaciones
exhiben los mecanismos fisiologicos de adaptacion que en forma natural recurren las
plantas para sobrevivir a las condiciones ambientales adversas. Cabe resaltar que las
condiciones ambientales de la localidad donde se colectdé la poblaciéon de Veracruz
presenta un clima calido humedo con lluvias en verano, la precipitacion total anual es de
2,830 mm, la temperatura media anual es de 24°C (Castillo et al., 2003). Las
condiciones ambientales de la localidad de la poblacién de Coahuila es un clima seco
semicalido, la temperatura media anual es de 20.6° C y la precipitaciéon media anual de
592 mm (SMN, 2013). En esta investigacion en base a los datos de ¥ aa y CRA se puede
suponer que las plantas no mostraron ajuste osmotico en las hojas. Sin embargo, parece
que en la poblacion de Coahuila hubo un cierre estomatico oportuno para perder menos
agua, con respecto a la poblacion de Veracruz. En investigaciones como Del Amor ef al
(2010) donde evaluaron el efecto de la aplicacién de antitraspirante (pinoleno) en la

fotosintesis y sus relaciones hidricas bajo diferentes niveles de CO; y estrés hidrico en
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plantas de pimiento. Los autores encontraron que en plantas de pimiento sometidos a
estrés hidrico severo (CRA < 60%) el contenido de prolina en hojas aumenta
significativamente de 2.4 a 120.6 mmol kg en masa seca.

A pesar del severo estrés hidrico impuesto en el experimento de sequia, la Dhn-1 parece
no haber una respuesta clara, esto puede deberse a que en plantas completas puede haber
otros mecanismos de respuesta para tolerar el estrés hidrico. Por otra parte el estrés en
condiciones de laboratorio presentado en este trabajo de desecacion In vitro tampoco
hubo cambios en los genes de Dhn-1 y Dhn-13, estos resultados no concuerdan con los
encontrados por Chung et al. (2003) donde los autores sometieron a estrés hidrico In
vitro hojas cortadas de plantas de chile de la variedad Bukang, dejaron que se
deshidrataran en una mesa de trabajo y analizaron la expresion de Dhn-1 por diferentes
tiempos hasta alcanzar las 24 h. Los autores encontraron que la mayor presencia de
transcritos fue a las 2 h y alcanz6 la mayor acumulacion a las 4 y 8 h y finalmente a las
24 h la presencia de transcritos desaparecio. Los autores impusieron condiciones de
estrés hidrico severo, sin embargo en nuestro experimento de estrés hidrico In vitro, que
es similar no encontramos diferencia en la expresion de Dhn-1, cabe resaltar que los
autores no consideraron un tiempo cero, como control absoluto que en dado caso pudiera
descartar la expresion producto de la herida al escindir la hoja y no por tratamiento
impuesto.

En el caso de Dhn-13, Tommasini et al/ (2008) en un estudio del transcriptoma de
plantas de cebada sometidas tanto a sequia como a heladas, encontraron que esta
dehidrina del subgrupo KS fue inducida en el ensayo de ciclos de congelamiento, pero

mostré6 muy poca inducciéon en el ensayo de sequia. Rodriguez et al. (2005) en un

28



estudio de caracterizacion de la Dhn-13 en cebada encontraron una expresion basal en
condiciones normales y un aumento al someter las plantas a condiciones de frio, por lo
que a esta dehidrina se le atribuye un papel en la aclimatacion al frio.

Por otra parte en nuestro experimento de sequia la dehidrina Tas-14 no respondi6 a las
condiciones impuestas. Sin embargo segun el experimento de estrés hidrico In vitro en el
tiempo cero aparecid una expresion basal y posteriormente desaparecen los transcritos.
La presencia de transcritos en el tiempo cero puede ser a tribuida a la herida causada por
corte de la hoja, ya que posteriormente desaparece y en el caso de las hojas de la
poblacion de Veracruz aparece una clara expresion a las 4 h, en las hojas de la poblacion
de Coahuila no hubo expresion. La expresion de Tas-14 bajo condiciones de estrés
hidrico no es muy clara en nuestra investigaciéon ya que en otras investigaciones se ha
encontrado un aumento significativo de transcritos en respuesta a tratamientos de
manitol, NaCl (Godoy et al., 1990; Godoy et al., 1994) y ABA en plantas transgénicas
de Tabaco (gen exogeno GUS) y que a la vez es diferencial la expresion en mayor o
menor grado en drganos como anteras, pétalos, sépalos y pistilos (Parra et al., 1996).

La dehidrina KS18 que en nuestro experimento parece mostrar respuesta al gradiente de
la pérdida de agua en el experimento de desecacion In vitro cabe resaltar que los primers
de Ks-18 fueron disefiados a partir de EST de Dhn-1 de papa silvestre (Solanum
commersonii). Baudo et al. (1996) S. commersonii lo reportan como una especie
resistente a heladas en comparacion con especies cultivadas, los autores estudiaron la
expresion del gen Dhn-1 bajo tratamientos de ABA y baja temperatura, su analisis revelo
que en efecto la induccion del gen fue relativamente rapida y en grandes cantidades de

los transcritos después de un dia para el tratamiento de baja temperatura y a las 7 h para
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el tratamiento de ABA.
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Tabla 1. Oligonucléotidos cebadores utilizados. En cada par, la secuencia superior corresponde al directo, la inferior al complementario. La

clave en la secuencia base corresponde a la del Genbank.

Nombre Secuencia base Secuencia de los oligonucléotidos, Tamafio del

5-3 amplicon en pares
de bases

Dhnl3 AY 829646 GACACAAGGAAGGAGACAA 258
CACTGCTACTGCTACTATCA

Dhnl AY225438 CGGAAGACACTTCAGTTCCA 108
CCGTCTTCTTCTGTCCTCCA

KS18 KS18031E10 CAAGACACAGCAAGGACGAA 120
TGGCCACCACTAGAAATTGA

Tas14 KS050146T0 AGGTACTGGCACTGGAATGG 497
TATACACCATGGCGTGAGCA

RNAI8S AB434922 AAGTCTGGTGCCAGCAGCCG 155
GGAGCGCATCGCCGACAGAA
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Figura 1. Gradiente de la pérdida de agua en suelo de plantas de chile piquin de poblaciéon de Veracruz y Coahuila.
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Figura 2. Potencial hidrico antes del amanecer en plantas de chile piquin de la poblacién de Veracruz y Coahuila.
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Figura 3. Contenido relativo de agua en las hojas en plantas de chile piquin de la poblacién de Veracruz y Coahuila.
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VERACRUZ
Control Tratada

93% 90% 90% 92% 93% 91% 79% 79% 65% 47% 88%

RNA-18s 175 pb
Dhn-1 150 pb
Dhn-13 400 pb
Ks-18 200 pb

COAHUILA
92% 88% 89% 90% 91% 90% 80% 7T7% 68% 60% 88%

Dhn-1 150 pb
Dhn-13 400 pb
Ks-18

200 pb

invernadero. Los porcentajes representan el contenido relativo de agua en las hojas de las plantas (CRA).

Figura 4. Expresion de Dhns por RT-PCR en plantas de chile piquin de la poblacion de Veracruz y Coahuila bajo condiciones de sequia en
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Figura 5. Expresion de Dhns por RT-PCR en chile piquin de la poblacion de Veracruz y Coahuila bajo condiciones de estrés hidrico /n vitro.
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IV. ARTICULO Il
CARACTERIZACION DE LA DEHIDRINA Tas14 EN CHILE (Capsicum

annuum L).
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INTRODUCCION

El estudio de dehidrinas ha dado pistas para considerar que sus genes
responden a estrés por diversos factores abioticos como sequia y frio. Entre los
estudios previos en solanaceas se tiene que Godoy et al. (1990) sometieron a
plantulas de tomate (Solanum lycopersicum var. Rutgers) a estrés salino y
aplicacion de ABA por 24 h; con el analisis por Southern blot encontraron que
en hojas de tomate el mRNA de Tas-14 incrementa sustancialmente con los
tratamientos de estrés salino y aplicacién de ABA, mostrando ademas un efecto
aditivo. Los autores sugieren que la induccién sistematica de Tas-74 por ABAy
estrés salino pueden jugar un papel importante en la respuesta de las plantas a
estrés osmotico y por salinidad.

El estudio de la dehidrina Ks18 en chile fue iniciado a partir de la identificacion
de ESTs en una biblioteca de cDNA de chile (denominada KS). Varias
secuencias parecen codificar para proteinas con el segmento K caracteristico
de las dehidrinas. Una de éstas mostro alta similitud con el gen dhn-1 de papa
silvestre (Solanum commersonii). Baudo et al. (1996) reportdé a S. commersonii
como una especie resistente a heladas en comparacidn con especies
cultivadas, los autores estudiaron la expresion del gen dhn-1 bajo tratamientos
de ABA y baja temperatura, el analisis reveld6 que la induccion del gen fue

relativamente rapida y en grandes cantidades de transcritos después de un dia
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de tratamiento de baja temperatura y a las 7 h para el tratamiento de ABA.

Aunque se cuenta con informacién de estos genes en papa y tomate, no se
conocen en chile. El conocimiento de las secuencias de estos genes habriria la
puerta para utilizar las dehidrinas como marcadores moleculares para respuesta
a estrés por diversos factores abiéticos como sequia, frio y salinidad y su uso

en programas de mejoramiento.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y extraccion de DNA

Se utilizaron hojas de plantas adultas de chile piquin en etapa de produccién de
una poblacién de Coahuila.

Se hizo extraccion de DNA total de acuerdo a la metodologia de Doyle y Doyle
(1987), a partir de 100 mg de tejido fresco de hoja, primeramente se pulverizé
en un mortero con nitrégeno liquido y se agregé buffer de lisis (2% de CTAB,
100 mM de Tris HCI pH 8, 20 mM de EDTA pH 8, 1.4 M de NaCl, 1% de Polivinil
pirrolidona y 0.2% de B-mercaptoetanol), se mezcld y se incubd por 45 min a
65° C. Posteriormente se agrego un volumen de cloroformo-alcohol isoamilico
(24:1), se mezcldé y se centrifugd a 10.000 rpm por 10 min a temperatura
ambiente. Al sobrenadante se le agreg6 0.5 volumenes de acetato de amonio
3.3 M pH 6.1 y 0.6 volumenes de isopropanol, se dejé precipitar por 30 min, y
posteriormente se centrifugdé a 10.000 rpm por 20 min a temperatura ambiente.
Se descart6 el sobrenadante y la pastilla de DNA se lavo dos veces con etanol
al 70%. Finalmente la pastilla si disolvié en TE 0.1X (10 mM de Tris pH 8 mas 1
mM de EDTA pH 8). EI DNA extraido se cuantifico espectrofotométricamente a
260 nm y se estimd su calidad en una electroforesis en gel de agarosa al 0.8%
en TAE 1x (40 mM de Tris, 5 mM de acetato de amonio y 0.7 mM de EDTA pH

7.6).
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Secuenciamiento del gen de la dehidrina Tas14

En trabajos previos del laboratorio, se amplificaron y secuenciaron fragmentos
de la regién traducida de los genes para diferentes dehidrinas entre ellas, la
Tas14. Sin embargo, éstos son fragmentos incompletos del gen que no incluyen
toda la secuencia codificante. Con el fin de conocer la secuencia codificante,
deducir la secuencia completa de la proteina y avanzar en el conocimiento de
las regiones del promotor de este gen se recurrio a la técnica de “Genome
Walking” que consiste en la amplicacién por PCR de secuencias desconocidas
de DNA gendmico que se encuentran adyacentes a secuencias ya conocidas.
Se utilizo el kit Genome Walker™ (Clontech, Mountain View, CA, USA) usando
primers para el gen especifico (GSP1 y GSP2) siguiendo las recomendaciones

descritas en el kit.
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Figura 1. Diagrama de flujo del protocolo Genome Walking™. La figura muestra al final
un resultado tipico generado con bibliotecas Genome Walking en humano utilizando
primers especificos de genes.

De acuerdo al diagrama de flujo de Genome Walking, primero el DNA genémico

aislado de hojas de chile piquin se digirid con las cuatro enzimas de restriccion
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(Dra I, Pvu Il, Stu | y EcoR V) incluidas en el kit, después las muestras de DNA
digeridas se ligaron a un adaptador de secuencia Genome Walker™ (AP1).
Posteriormente se hizo una primera PCR usando el primer (oligonucleétido
cebador) AP1 y el primer del gen especifico de las siguientes dehidrinas:
GSPTas14 5-TATTGTGCCATCTCCTTTCTCTCT-3' de lado &' rio arriba y
GSPKS18 5'-CTAGTGGAAGGATAATCACACAGGTAG-3' del lado 3' rio abajo.
La PCR se desarrollé en 50 ul por reaccion utilizando JumpStart Tag®, con las
siguientes condiciones de PCR: 94° C por 5 min, seguido por 40 ciclos de 25 s
a 94° C, para el alineamiento fueron 2 min a 67° C, para la extension fueron 60
s a 72° C, con una incubacién final de 10 min a 72 °C. Los productos de PCR
de cada reaccion fueron usados como molde en una reaccion de PCR anidada,
la cual fue desarrollada con el primer AP2 y el primer del gen especifico
GSPTas14 5- CTCTCTCTGATCAACACTCAAAAACAC-3' y GSPKS18
5'-GTACGTTGTATCATGTACCTCGTTATG-3', las PCR fueron realizadas en 50
Ml por cada reaccion utilizando JumpStart Tag®, las condiciones de PCR fueron
igual a las condiciones anteriormente descritas.

Los productos de PCR fueron analizados utilizando una electroforesis en geles
de agarosa al 1.5 % en TAE 1X. Los fragmentos de mayor peso molecular de
las dehidrinas Tas14 5' y Ks18 5' fueron purificados a partir del gel de agarosa
utilizando el kit de purificacion de DNA gendémico Wizard® de acuerdo a la
metodologia descrita en el kit. Posteriormente fueron reamplificados utilizando

JumpStart Tag® con las mismas condiciones de PCR anteriormente descritas.
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Clonacion del gen Tas14

Con el fin de contar con suficiente material para su secuenciacion los
fragmentos amplificados mediante “genome walking” fueron clonados en el
plasmido pGEM-T easy, que permite la incorporacién directa, sin digestion de
los productos de PCR.

La clonacién se llevo a cabo utilizando el kit pGEM-T Easy Vector® (Promega,
Madison, USA). Debido a que las Taq polimerasa deja en los extremos de cada
cadena del fragmento amplificado, un residuo de adenina extra, el fragmento
puede ser incorporado directamente al plasmido linearizado que a su vez,
cuenta con un residuo extra de timina. Esto se realiz6 mediante una reaccion de
ligamiento en una mezlca que contenia el producto de PCR de Tas14, 60 mM
de Tris-HCI pH 7.8, 20 mM de MgCl,, 20 mM de ATP y 10% de polietilenglicol
mw800, 50 ng de vector pGEM-T Easy y 3 U/ul de T4 DNA ligasa se dej6
incubar por 16 h. La transformacion de bacterias se desarrollé en un tubo
Eppendorf utilizando 2 pl de cada reaccion de ligacion mas 50 pl de células
competentes de alta eficiencia (Promega, Madison, USA, JM109, >10°%
UFC/ug), se mezclé por inversidon y se incubaron por 20 min a 2° C,
posteriormente se les aplico shock térmico a las células durante 45 s en
circulador de agua a 42° C, después se regresaron inmediatamente a 2° C
durante 2 min, enseguida se agregaron 150 ul de medio de cultivo SOC el cual
contenia: 2% de triptona, 0.5% de extracto de levadura, 100 mM de NaCl, 25
mM KCI, 200 mM de glucosa esterilizada por filtracion y 20 mM de solucion

madre de Mg?* (20.33 g de MgCl»'6H.0 mas 24.64 g de MgSO47H,0 en 100 ml
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de agua esterilizado por filtracion). Los tubos se incubaron durante 1.5 h a 37°C
con agitacion a 200 rpm. Se tomaron 100 ul de las células transformadas y se
distribuyeron sobre placas selectivas de medio de cultivo LB (cantidades por
litro: 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura, 5 g de NaCl y 15 g de agar,
pH 7) adicionadas con 100 ug/ml de ampicilina y con 100 pl de IPTG (100 mM)
y 100 pl de X-Gal (20 mg/ml) que se adicionaron inmediatamente antes que las
bacterias. Finalmente las placas se incubaron por 24 h a 37°C.

El éxito de la clonacion depende de la insercion del fragmento en el vector.
Cuando esto ocurre, la secuencia de codificacion de [-galactosidasa se
interrumpe y las bacterias transformadas que contienen el plasmido con el
inserto, pierden esta actividad enzimatica. Las colonias con y sin inserto pueden
ser diferenciadas por el color blanco de las que tienen el inserto y azules las
que desarrollan el color por la reaccion con el X-gal. Se tomaron 8 colonias
transformantes de Tas14 5' y se crecieron en medio de cultivo LB liquido en

agitaciéon constante a 150 rpm a 37°C por mas o menos 14 h.

Extraccion de DNA plasmidico

Para demostrar que las clonas contienen un inserto del tamafio esperado, se
realizd una extraccion del DNA plasmidico, digestion para liberar el inserto y
una electroforesis para su observacion.

Los tubos con las células se centrifugaron, se descartd el sobrenadante y se
agregaron 150 yl de buffer SET (20% sacarosa, 50 mM de Tris-HCI pH 8, 50

mM de EDTA pH 8) y 5 ul de solucion de RNasa (5 mg/ml en 10 mM de Tris pH
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7.5, 15 mM de NaCl, calentado a 10°C por 15 min para eliminar cualquier
actividad remanente de DNasa), se mezcl6 en vortex par suspender
completamente las células, se incubd a 2°C por 10 min y se agregaron 250 pl
de buffer de acetato de potasio (60 ml de acetato de potasio 5 M, 11.5 de acido
acético glacial y 28.5 de agua, pH 5.2). Se mezcl6 por inversion y se incubd a
2°C por 10 min, después se centrifugaron los tubos por 5 min a 4°C. El
sobrenadante se paso a nuevos tubos Eppendorf y se les agregdé un volumen
de isopropanol frio, se mezcld por inversion y se centrifugd por 5 min a 4°C, se
descartd el sobrenadante. Después a la pastilla se lavé con 500 pl de etanol al
70%. Posteriormente se desecho el sobrenadante y se dejo secar la pastilla.
Finalmente la pastilla de DNA se disolvié con 20 ul de buffer TE. Para liberar el
inserto del plasmido se utilizé la enzima de restriccidon EcoR | y finalmente se
hizo electroforesis en geles de agarosa al 1.5 % en TAE 1X.

Muestras del plasmido que contienen el inserto con el tamafio esperado fueron

enviadas para su secuenciacion a la empresa MacroGen (Seul, Corea).
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RESULTADOS Y DISCUSION
De acuerdo a la digestion del DNA con las cuatro enzimas de restriccion, las
enzimas que mostraron fragmentos mas grandes fueron Stu | y EcoR V. En la
figura 2 se observa la PCR primaria, la flecha uno de izquierda a derecha indica
que en el carril aparecen al menos 3 fragmentos que van de los 500 a 1200 pb.
En teoria, los fragmentos de restriccion son en promedio de 6.000 pb, el tamafo
de los amplicones derivados de la PCR dependera de la distancia del gen

estudiado al sitio de restriccion.

Dhnl_5' Dhnl_5' Dhnl_3' Tas14_5' Tasl4_3' Ks18_5' Ksl8 5
Stul EcoRV ~EcoRV EcoRV EcoRV Stul EcoR V

-

3000 pb-
2000 pb- [

1000 pb- |

500 pb-

Figura 2. Electroforesis de productos de la PCR primaria en el procedimiento de
“‘genome walking” se especifica en cada carril el origen de cada muestra, de que
dehidrina procede y a que lado del gen (5' o 3') corresponde, asi como de cual
biblioteca de restriccion fue obtenida. En el primer carril, MM son marcadores de peso
molecular.

Con el fin de obtener menos productos de la amplificacion y mas limpios se hizo
una PCR secundaria o anidada a partir de una dilucién 1:50 del producto de la

reaccion primaria. En la figura 3 se observan los productos de PCR secundaria,
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la primer flecha de izquierda a derecha sefiala fragmentos del gen Tas14 &', de
él cual no se logro obtener un fragmento mayor a 1000 pb, a pesar de que en la
PCR primaria si aparecen fragmentos de mas o menos 1200 pb. La siguiente
flecha sefala fragmento del gen Ks18 5' en este caso el fragmento obtenido en

la PCR primaria también se obtuvo en la PCR secundaria.

Dhnl_5" Dhnl_3' Tasl4_5' Tasl4_3' Ksl8 5' Ksl8_5'

Figura 3. Electroforesis de productos de PCR secundaria. En el primer carril, MM son
marcadores de peso molecular. La identificacion de cada muestra es similar a la figura
anterior.

Rishi et al. (2004) sefalan que la obtencion de fragmentos largos rio arriba esta
directamente relacionado con la polimerasa utilizada en la PCR, en este caso

los autores utilizaron polimerasa AmpliTag Gold® y FailSafe™ y obtuvieron
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fragmentos de aproximadamente 400 pb hasta 5 Kb, en nuestro trabajo se
utilizé una mezcla de PCR que incluye una Taq polimerasa JumpStart Tag®.

En la figura 4 se observan las digestiones de los vectores que contienen las
clonas de los fragmentos del gen Tas14 5'y Ks18 5'. En general se obtuvieron
fragmentos de buen peso molecular aparentemente limpios e integros, en lo
que respecta a la técnica de Genome Walking® utilizada en la presente
investigacion mostro ser muy eficiente en la obtencion de fragmentos rio arriba
de dehidrinas.

Los fragmentos de la PCR secundaria fueron extraidos del gel, purificados,
reamplificados y clonados en el vector pGEM-T easy. Los Clones se mandaron

secuenciar a MacroGen (Seul, Corea).
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Plasmido
3000 pb-

2000 pb-

1000 pb-

500 pb-

Figura 4. Electroforesis de clones de Tas14 5'y Ks18 3'. MM son marcadores de peso molecular. T= Tas14 5', K=Ks18 3'. Las flechas indican los
insertos liberados por EcoR | del plasmido.
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Analisis de la secuencia obtenida por “genome walking”

Debido a que solo se obtuvo secuencia del lado 3' de Ks18 no se analiz6 su
estructura. La secuencia obtenida de Tas14-5' fue analizada en el software
CodonCode Aligner, se quitaron los extremos de baja calidad y se hizo contig
con las secuencias de ambas cadenas.

En VecScreen (htt://www.ncbi.nih.gov/tools/vecscreen/) se detectaron las
secuencias del vector y del adaptador de Genome Walking y se eliminaron para
dejar la secuencia limpia en apenas 610 pb. Esta secuencia se junt6 en
CodonCode Aligner con la ya conocida previamente en el laboratorio (1160 pb).
La union da como resultado, el primer ensamble Genome Walking de la Tas14
con 1648 pb, esta secuencia incluye parte del promotor (figura 5).

La caja TATA esta en la posicion 464, por lo que hay oportunidad de detectar

algunos elementos cis.
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ctatgagtcatagectgetgecteotettactatgecacgtttacggetataaagttgecacgtegttgetacgtacaaaatgaatettecttggatattgecagteccttgtaatgecagecaaagtgteg

acgatttactttactttettetttttteocggttaaataaaaaccateccaccatgtatectttatgaattatgaccagtecaatacacTTGGCtteccactetatgetettagatgtecactegagtgte

ttttttecacttecegtaagttecactgttetttatttecagetaaatatettettatecaatetttaattecatgtttecageecgacactttecacacttgtetecaattttetgetgecacgettta
>TATA Box

ccattecttaceccgaaaatecctcaatteoecatttgtecacttaacacctgttatgeeccecgagttagecttttettacttetecetttgectatataaatececctactecatgecagetettttecatecaca

aaaccaaactTAATTACTTCTTGTGATTGCAATAGCARAATACAAGTGAARAACAGTGCGTTCCTTTTTTTEEERTCCCTGETTGTAAGTGTTTTTGAGTGTTGATCAGAGAGAGaaaggagatgg
SUTR-5'
cacaatacggtgaccaagaccaaatgcgccagactgatgaatatggaaaccgogtccaagaaactgggggcatgggaactggaggctatggaactcaccaaggtactggtatggggggecatgggt

>Exon 1

gccactggtggtatgggagacactggtggaatgggggccatgggtggaggtactggecactggaatgggtatgggecactggtggaactcacggocactggtacgggecatgggtatgggtactggtea

ccatgagggacaacagcagcttcgtcgatccgacagctctagotctgtaagtttacteottattocttttatttocttgtacgettaaatatgtegtgecatatgttcacaatatcattatttatgg
>Intron
aacatataagacacgtcatataaatgaattgaggatatttattttttcttttctcoccagtatttgatattaatatatgegtgtttgtgttaaattttcagtcggaggatgatggacaaggtgggag
>Exon 2

gagaaagaagggcataaaggagaagataatggagaagatgccaggaggacatggccaacaggaaggcactgaatatggtcaacatgggcaaacaactactactactacttatggtactactgaag

aagctggagagaagaagggaatgatggacaaaatcaaggacaagatccctgggatgcattgaacaatatgttgatcatcctttgttttcattttcagettatgaataagtgtctaaaaattagtg

>UTR-3'

cctgattttatttcatgcactgattagtagtaagtgtgatgtgagttatttccaatgttgtgtgtttaagggocagtgtgoctcacgeccatggtgtatatcggeggecatgococggteocttttotgt

aattctcaaggaaagtgcgtctactgtggtgtataagggattttgettccatgtectggaaagecagtgatgeccatgteccatcatgttaatgtgttgtggteccatectttaatgatgttttggaaa

taatattaagtttaaattgtgct < 1648

Features :

Exon 1 : [814 =@ 921]
Intron : [922 : 1100]
Exon 2 : [1101 : 1312]
TATA Box : [464 : 470)]
UTR-5"' : [511 : 813]
UTR-3' + [1313 : 1648]

250

375

500

625

750

875

1000

1125

1250

1375

1500

1625

Figura 5. Secuencia de la dehidrina Tas14 obtenida por Genome Walking y ensamblada con el software CodonCoder. Los colores indican

la estructura del gen.
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Se hizo el alineamiento con el software ClustalW del cDNA de Tas14 de la base
de datos del CINVESTAV con la secuencia genomica aqui obtenida y
posteriormente en el software Unigene se hizo la traduccién de aminoacidos, la

secuencia de aminoacidos que se dedujo es:

1 MAQYGDQDQM RQTDEYGNRV QETGGMGTGG YGTHQGTGMG GMGATGGVED

51 TGAVGAMSGEG TGTGVGMGTG GTHGTGTGMG MGTGHHEGQQ QLRRSDSSSS

101 SEDDGQGGRR KKG KEKI ME KMPGGHGCQQE GTEYGCHGQT TTTTTYGITE

151 EAGEKKGWVD KI KDKI PGVH

Figura 6. Secuencia proteica deducida de la secuencia del gen tas74. Las secuencia
marcadas en negritas son: TDEYGNR segmento Y, SDSSSSS es el segmento S,
KKGIKEKIMEKMPG es un segmento K y EKKGMMDKIKDKIPG es otro segmento K.

Nuestra secuencia de aminoacidos tiene un segmento-Y, un segmentos -S, y
dos segmentos K, por lo que de acuerdo con el sistema de clasificacion de esas
proteinas, Tas14 en chile es una dehidrina tipo YSK;. Tiene un peso molecular
de 17.39 kDa, un punto isoeléctrico de 6.39 y es particularmente hidrofilica: de
los 170 residuos de aminoacidos, 87 son polares y de los 83 hidrofobicos, 49
son residuos de glicina. Carece de cisteina, fenilalanina y de triptofano, en

cambio, treonina, lisina, metionina y glutamina son muy abundantes.
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CaTasl4 MAQYGDQDOMEQTDEYGNRYVOE TCGMGTGEYGTHQGTGMGGMGATGGMGDTGGMG AMGGEGE
S1Tasl4 MAQYGSNQDOMRKTDEYGNHYVOET ———————— GvVYQsT——————————————— GTGEGMMGE
StTasl4 MAQYGHNQDOMEKTNEYGNHYVQOET———————— GTHQGTGMGGEMOA ———————— GTGGMMGG
CaTasl4 TETG——MGMGTGGETHGTGT ——GMGMGTG——HHEGQQOLRRSDSSSSSEDDGOGGREKKGT
51Tasl4 TCTGGMMG-GTGGEYGTQ————— GMGTGTHHHEGQQOLERSDSSSSSEDDGEGGREKKGL
StTasl4 MGTGG-—MG-GTDGGYGTRTGMGMGMGTGTHHHEGOQQOLRRSDSSSSSEDDGEGGREKKGM
CaTasl4 EEKIMEKMPGGH COQESTEYGCOHGOTTTTTTYGTTEEACEKKGMMDREIRKDRIPGHMH
S51Tasl4 KEKIMEKMPG(OH ———EG-EYGCQT—————————— TGE———-EKKGMMDEIKDKIPGMH
StTasl4 EEKIMEKMPGGG ———HGOOEGOT—————————— TGEGACEKKGMMDETIKDKIPGMH

R KKK KA * . EE * = FEERAAXATAAARR AR K

Figura 7. Alineamiento multiple entre las secuencias proteicas de la dehidrina Tas14 de
chile (CaTas14), de tomate (SITas14) y papa (StTas14). Los segmentos caracteristicos
estan marcados. El segmento Y en negritas, el segmento S en negritas y cursivas y el
segmento K en negritas y subrayado. Las posiciones completamente conservadas
estan marcadas con asterisco. Las sustituciones conservadas estan marcadas con dos
puntos y las semiconservadas con un punto.

Posteriormente se alined nuestra secuencia de aminoacidos con la secuencias
depositadas en el GenBank de tomate (Solanum lycopersicum) y de papa
(Solanum tuberosum) como aparece en la figura 7.

Segun el alineamiento, las secuencias muestran que los segmentos tipicos de
esta dehidrina subclase YSK. son muy similares. Sin embargo, la proteina de
chile es mayor, con una insercion de un casette de tirosinas entre los
segmentos K y dos regiones ricas en glicina y metionina entere los segmentos
YyS.

Godoy et al. (1990) encontraron que en tomate la aplicacion de ABA y estés
salino induce la expresion de Tas14. Los autores sugieren que en la region del
promotor (analizaron 2,000 bp rio arriba del sitio de inicicacion de la
transcripcion) existen diferentes elementos cis- actuando en la regulacion del

Tas-14 y esto puede jugar un papel muy importante en la respuesta de las
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plantas a estrés hidrico y estrés salino.

Con la secuencia obtenida de chile se hizo analisis de la region del promotor
que fue posible secuenciar, en htt://plantpan.mbc.nctu.edu.tw/seg_analysis.php.
Con fines de comparacién se hizo lo mismo con la regidon del promotor de Tas14
de tomate (figura 8).

El analisis del promotor de la secuencia obtenida de Tas14 de chile reveld
varios elementos cis- entre otros, los mas importantes son: MYBST1, CBF-HV,
DPBF-COREDC-DC3, que estan relacionados con la respuesta a estrés hidrico.
Baranowskij et al. (1994) describieron el factor transcripcional MYBST1 que se
une a la secuencia GGATA, en nuestro trabajo se ubico en el sitio 91, segun
nuestra comparacion hecha en regiones del promotor en tomate, este elemento

MYBST1 se encontré en el sitio 137.

E
=
<
2
3
-1047  -918 -807 -630 -529 -483 -329  -287 -212 -137 3
| 5
{ACACTAGH CATGTG HCATAACCATCH ACGTG H‘I‘I‘I‘I"I'I’CCHAGAATI‘I‘I’CTHCATGTG H TGATT HAGAAAl GGATA TATA §
DPBF  MYC GAMYB ABRE  PYRIMIDINE HSEs MYC  ARRTAT POLLEN1 MYBST1 ‘n
CORE  ATERD1 LATERRD1 BOXHVEPB ATERD1 LELAT52 5]
DCDC3 1 g
0
=,
-]
420 -416 -330 -282  -207  -154 122 91 g
0
I TGTrAIACACCTG|GCCGAC|TI‘ITT[CC|ACAC1TG |CGGTTAH GTCGAC H GGATA H TATA }— g
®©
MYB  DPBF CBFHV PYRIMINE DPBF  mMyB CBFHV  MYBST1 Q

CORE CORE BoxHvePr CORE  cogrg

DCDC3 B1 DCDC3

Figura 8. Comparacién de elementos cis en la regidon promotora de Tas14 en tomate y
chile. En tomate se analizaron mas o menos 1000 pb rio arriba. En chile se analizaron
mas o menos 400 pb.

En nuestro analisis se encontraron elementos CBF-HV en la secuencia de
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Tas14 de chile, en otro estudio se encontroé que los elementos de cis- CBF (Hv
es de Hordeum vulgare) en cebada también se reconocen como elemento
sensible a deshidratacion, vinculando con elementos cis- DRE y DREBS (Xue
GP, 2002). En la figura 8 de la comparacion de elementos cis- en chile y tomate
tenemos que los elementos CBFHV no se encontraron en tomate, aunque si se
encontraron elementos MYBST1. Los elementos cis- CBF-HV, son
responsables de la expresidn génica durante la deshidratacion y etiolacion.

En el analisis del promotor en la secuencia de Tas14 se encontraron 2
elementos cis- llamados DPBF-COREDC-DC3 uno a 207 y otro a 416 pb rio
arriba. Los factores de transcripcion DPBF 1 y 2 (factor de unién al promotor
Dc3; Dc es de Daucus carota), determinan especificidad de expresion en el
embrion y también induccién por ABA (Kim et al., 1997).

Estos elementos claramente apuntan a una induccién de Tas74 por ABA 'y por
estrés hidrico en Capsicum annuum. Sin embargo, en nuestros ensayos de
expresion, no se observé una induccion de la expresion de este gen durante el
desarrollo del estrés hidrico. Una posible explicacion, es que esta induccion se
da solo en plantulas, pues es en este estado de desarrollo donde se han
realizado la mayor parte de los ensayos, por ejemplo, véase Chung, et al

(2003), Tomassinii et al (2008).
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CONCLUSIONES

De acuerdo a las metodologias realizadas en laboratorio e in silico se tienen las
siguientes conclusiones:

* EI método de genome walking estandarizado en el laboratorio, mostré

ser relativamente sencillo y eficiente.

* Fue posible clonar de manera correcta los genes Tas14 5'y Ks18 3'.
El analisis de la secuencia (464 pb) obtenida por Genome Walking de la region
del promotor del Tas714 permitié identificar factores cis relacionados con

respuesta a estrés hidrico y ABA.
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