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REGULACION ESPACIO-TEMPORAL DE FENILALANINA AMONIO LIASA
EN CLAVEL (Dianthus caryophyllus 1..) DURANTE
SU INTERACCION CON EL PATOGENO Fusarium oxysporum
. sp. dianthi

SPATIO-TEMPORAL REGULATION OF PHENYLALANINE AMMONIA LYASE
ENZYME IN CARNATION (Dianthus caryophyllus 1..) DURING ITS
INTERACTION WITH THE PATHOGEN Fusarium oxysporum
f. sp. dianthi

REGULACAO ESPACIO-TEMPORAL DA ENZIMA FENILALANINA AMONIO
LIASA (PAL) EM CRAVO (Dianthus caryophyllus 1..) DURANTE
A SUA INTERACCAO COM 0 PATOGENICO Fusarium oxysporum
f. sp. dianthi

Harold D. Ardila’?, Sixta T. Martine7', Blanca L. Higuera’
Recibido: 15/02/11 - Aceptado: 29/04/11

RESUMEN

Se estudio la regulacion espacio-temporal
de la actividad enzimatica y de los niveles
transcripcionales de la enzima fenilalani-
na amonio liasa (PAL por sus siglas en in-
glés) en clavel (Dianthus caryophyllus
L.) inoculado con el patégeno causal del
marchitamiento vascular. Se inocularon
con Fusarium oxysporum f. sp. dianthi
esquejes de dos variedades con diferen-
cias en los niveles de tolerancia a la enfer-
medad -Kiss (tolerante) y Uconn (suscep-
tible)- y se realizaron muestreos posi-
noculacioén a diferentes horas, tanto en el
tallo como en la raiz, con el fin de evaluar
los parametros en estudio. Se determind

que durante la infeccion con el patogeno,
la variedad tolerante presentd induccién
de la actividad PAL en la raiz a las 48 ho-
ras de la inoculacién. Esto indica que en
este 6rgano de la planta se estimula la ruta
fenilpropanoide, responsable de la gene-
racion de metabolitos fenolicos presentes
en una alta diversidad de fenémenos aso-
ciados a resistencia vegetal. Consideran-
do que durante la evaluacion de los nive-
les de transcripcion en este 6rgano de la
planta mediante la técnica semicuantitati-
va de transcripcion reversa y la posterior
reaccion en cadena de la polimerasa
(RT-PCR por su nombre en inglés) no se
present6 aumento importante en los nive-
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les de mRNA para esta enzima, se eviden-
cia la participaciéon de mecanismos de re-
gulacion postranscripcional que determi-
nan la generacion de la enzima activa. En
el tallo no se presentaron cambios en la
actividad enzimética ni en los niveles
transcripcionales, lo cual indica que la re-
gulacion de la respuesta de defensa de la
planta estd determinada por el rgano in-
volucrado en el proceso de infeccion.

Palabras clave: Fenilalanina amonio
liasa, clavel, Fusarium oxysporum f. sp.
dianthi, defensa, Dianthus caryophyllus.

ABSTRACT

The spatio-temporal regulation of enz-
ymatic activity and that of transcriptional
levels of phenylalanine ammonia lyase
enzyme in cuttings of carnation infected
with the pathogen responsible of vascular
wilting were studied. Carnation cuttings
of two varieties which differ in disease to-
lerance-Kiss (tolerant) and Uconn (sus-
ceptible)-were inoculated with Fusarium
oxysporum f sp. dianthi and samplings
were taken from root and stem at different
times after inoculate them, to evaluate the
parameters of interest. During infection,
the tolerant variety showed an induction
of PAL at 48 hours post-inoculation in
roots, showing in this organ that the
phenylpropanid pathway is stimulated.
This pathway is responsible for produ-
cing phenolic metabolites that participate
in phenomena associated with plant resis-
tance. Having in account that during the
evaluation of transcription levels in root,
measured with semiquantitative techni-
que RT-PCR, the levels of PAL mRNA
were not increased, the participation of
post-transcriptional regulation mecha-
nisms for this active enzyme is evident.

Taking in consideration that stem not pre-
sented differential induction in the
enzymatic activity nor in levels of
mRNA, we evidenced that regulation of
responses of plant defense in this model is
determined by the organ of the plant in-
volved in the infection process.

Key words: Phenylalanine ammonia
lyase, carnation, Fusarium oxysporum f.
sp. dianthi, defense, Dianthus car-
yophyllus.

RESUMO

com o fungo patogénico que causa o mur-
chamento vascular. Inocularam-se esta-
cas de cravo de duas variedades com dife-
rentes niveles de tolerancia a doenga,
Kiss (tolerante) e Uconn (susceptivel)
com uma Nesta investigacao foi estudada
a regulacio espaco-temporal da atividade
enzimatica e dos niveis transcripcionais
da enzima fenilalanina amonio liasa em
estacas de cravo inoculadas cepa de Fusa-
rium oxysporum f. sp. dianthi, e realiza-
ram-se amostragens no caule e na raiz em
diferentes horas pds-inoculagido com a fi-
nalidade de avaliar os parametros em es-
tudo. Foi determinado que durante a in-
feccio com o fungo patogénico, a
variedade tolerante Kiss apresenta uma
inducio da atividade PAL as 48 horas
pds-inoculacdo na raiz, indicando que
neste 6rgao da planta se estimula a via fe-
nilpropanoide, responsavel da geracio de
metabolitos de tipo fendlico que partici-
pam numa alta diversidade de fendmenos
associados a resisténcia vegetal. Da mes-
ma forma, considerando que durante a
avaliacdo dos niveis de transcri¢io neste
6rgio da planta usando a técnica
semi-quantitativa de RT-PCR n3o se
apresentou aumento importante nos ni-
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veis de mRNA para esta enzima, se evi-
dencia a participagdo de mecanismos de
regulacdo postranscripcional que deter-
minam a geracdo da enzima ativa. No
caule ndo se apresentaram modificacdes
na actividade enzimaética, nem nos niveis
de transcricdo, indicando que a regulagado
da resposta de defesa da planta esta deter-
minada pelo 6rgao implicado no processo
de infeccao.

Palavras-chave: fenilalanina amonio
liasa, cravo, Fusarium oxysporum f. sp.
dianthi, defesa, Dianthus caryophyllus.

INTRODUCCION

La floricultura es una de las actividades
de mayor importancia econémica en Co-
lombia. En este sector, el clavel (Diant-
hus caryophyllus L.) es uno de los pro-
ductos de mayor impacto econémico y
social (1). Uno de los principales factores
que afectan la produccion de esta flor es el
marchitamiento vascular causado por el
hongo Fusarium oxysporum f. sp. dianthi
(Fod), patégeno ampliamente distribuido
en las zonas donde se cultivan claveles en
el mundo. Aunque diversos grupos de in-
vestigacion han enfocado sus estudios en
comprender cudles son los fenomenos
histolégicos y bioquimicos involucrados
en la interaccion entre estos dos organis-
mos, dichos fendmenos no han sido total-
mente dilucidados y no se conocen por
completo las bases bioquimicas y molecu-
lares en que se fundamenta la defensa del
clavel contra este patogeno. Diversos es-
tudios realizados al respecto permiten
proponer que la ruta fenilpropanoide,
causante de la generacion de bloques de
construccién de estructuras de defensa
(2), lignificacién (3) y produccion de me-
tabolitos con actividad antifingica (4-6),

puede representar un papel importante en
la activacion de la respuesta de defensa
del clavel. En estudios con otras plantas
se ha encontrado que la enzima PAL
(E.C.4.3.1.5) cataliza la primera reac-
cion en esa ruta biosintética y regula, por
tanto, la generacion de los metabolitos
que, potencialmente, pueden participar
en defensa de microorganismos patdge-
nos (7). Esta enzima ha sido objeto de es-
tudio en el modelo Clavel- Fod, conside-
rando el potencial efecto regulatorio que
puede presentar sobre la ruta fenilpropa-
noide. Se ha encontrado que, mientras
elicitores de origen flngico estimulan la
induccién de actividad enzimatica en el
tallo, la infeccidn directa con el patogeno
no tiene ningdn efecto sobre la actividad
en este rgano de la planta (8). La estimu-
lacién de la ruta fenilpropanoide durante
la infeccién es de particular interés ya
que, a pesar de estas evidencias, otros es-
tudios han demostrado que, debido a la
interaccion con el patogeno, se presentan
cambios en la acumulacion de metaboli-
tos, productos de dicha ruta (5), sobre
todo en la raiz, 6rgano en donde se pre-
senta el primer contacto entre la planta y
el patégeno (6). En el presente estudio se
analiz6 la participacion de la PAL con el
fin de profundizar en el estudio de los me-
canismos bioquimicos y moleculares de
la interaccion clavel-Fusarium, evaluan-
do su actividad enzimética en cuanto a
proteina y las variaciones en el mRNA en
el aspecto transcripcional, tanto en el ta-
llo como en la raiz, para dos variedades
de clavel con diferencias en la tolerancia a
la enfermedad durante la infeccion con el
patégeno. De esta manera, se obtuvo in-
formaciéon sobre la regulacién espa-
cio-temporal de las respuestas de defensa
que se activan en las plantas de clavel, es-
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pecificamente en lo que tiene que ver con
la ruta fenilpropanoide durante la interac-
cion con el patogeno causal del marchita-
miento vascular.

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

Para el presente estudio se utilizé un ais-
lamiento de Fusarium oxysporum f. sp.
dianthi -obtenido de plantas de clavel con
la sintomatologia tipica de marchitamien-
to vascular-, transferido y mantenido en
medio PDA (papa, dextrosa, agar). El
indculo para el ensayo in vivo se prepar6 a
partir de este aislamiento, transfiriéndolo
a medio liquido Czapek-Dox-Broth a 25
°C con agitacion de 80 rpm por 3 dias.
Después de filtrar con gasa estéril, se pre-
par6 una suspension de 1,0 x 10° coni-
dias/mL. Se usaron esquejes de clavel
con 15 dias de enraizamiento, de las va-
riedades Uconn (susceptible al marchita-
miento vascular causado por este patoge-
no) y Kiss (tolerante). Este material
biologico fue suministrado por la empre-
sa América Flor S. A.

Extraccién de PAL y cuantificacion
de actividad enzimatica

La extraccion y la cuantificacion de la ac-
tividad PAL presente en tallos y raices de
clavel se realiz6 de acuerdo con estudios
reportados para esta especie vegetal (8).
La extraccion se llevo a cabo utilizando
de 0,3 a 0,4 g de material vegetal previa-
mente lavado y secado, el cual se macero
con nitrégeno liquido y se le adicion6 ace-
tona en una relacién 1:2. Se realizaron
dos lavados adicionales con este solvente,
para eliminar compuestos fendlicos que
pueden ser potenciales inhibidores de esta

10

enzima (9). Se adicion6 amortiguador bo-
rato 100mM pH 8,8, 4cido etilendia-
minotetraacético (EDTA por sus siglas en
inglés) 20mM y -mercaptoetanol 18mM;
posteriormente se centrifugd a 11000 x g
durante 30 min. El sobrenadante se retir6
cuidadosamente y se guard6 a -15 °C para
someterlo a los analisis posteriores de acti-
vidad enzimética y de cuantificacion de
proteina por el método de Bradford (10) y
la linealizacion reportada por Zor y Sellin-
ger (11).

La actividad se determiné en los ex-
tractos crudos mediante cuantificacion
del 4cido cindmico, generado del sustrato
L-fenilalanina por la enzima, a 270 nm
(8). Considerando que algunos estudios
reportan la posible presencia de isoenzi-
mas con patrones de expresion diferen-
ciales en tallos y raices (12,13), las condi-
ciones de cuantificaciéon variaron en
funcién del 6rgano de la planta que iba a
analizarse (8). Para el caso de los extrac-
tos obtenidos de tallos de clavel, se usé un
ensayo discontinuo en el que 100 L de
extracto enzimatico se mezclaron con 400
uL de L- fenilalanina en amortiguador
borato de sodio-HCl, pH 8,0. La concen-
tracion final del sustrato en la mezcla de
reaccion fue 35 mM. Luego de 20 min a
37°C, la reaccion se detuvo por calenta-
miento a 80°C durante 10 min y se adicio-
né 1 mL de H,O desionizada. Se realiz6 la
correspondiente lecturaa 270 nm y se cal-
cularon los moles de acido cindmico ge-
nerados, usando una curva de calibracién
realizada bajo las mismas condiciones.
Para el caso de los extractos obtenidos de
raices de clavel se realizaron variaciones
en cuanto a la concentracion final del sus-
trato en la mezcla de reaccién (20 mM),
el amortiguador para la determinacion de
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la actividad enzimatica (Na,HPO,-
NaH,PO, 100 mm pH 6,0) y el tiempo de
reaccion (20 min). Los resultados se ex-
presaron como actividad especifica (n
moles &cido cindmico/min*mg proteina).

Puesta a punto para la determinacion
de los niveles transcripcionales de
PAL por RT-PCR

Para la determinacion de los niveles trans-
cripcionales de los genes codificantes de la
enzima PAL, se recurrio a la técnica semi-
cuantitativa de transcripcién reversa y
posterior reaccion en cadena de la polime-
rasa, la cual permite establecer dicha de-
terminacion mediante la comparacion ra-
pida con un gen casero, usando trans-
cripcién reversa, PCR, electroforesis y
densitometria (14-16). Con el fin de reali-
zar este analisis, se llevaron a cabo diver-
s0s ensayos que buscaban asegurar una de-
terminacion confiable y especifica de los
niveles de mRNA para estos genes. En
primer lugar, se extrajo RNA total de ta-
llos y raices de clavel usando el reactivo
comercial trizol® de la casa comercial
Invitrogen®. Para la extraccion, el mate-
rial vegetal fue lavado, secado, macerado
con nitrégeno liquido en morteros previa-
mente lavados con agua tratada con una
solucion de pirocarbonato de dietilo
(DEPC por sus siglas en inglés) y almace-
nado a -70 °C. Se pesaron 0,2 g de tallos o
0,4 g de raiz para la extraccion, segin la
necesidad, y se sigui6 el protocolo reco-
mendado por la casa comercial. La pureza
y la integridad del RNA extraido fue veri-
ficada usando la relacion espectrofotomé-
trica A260/A280 nm y electroforesis en
gel de agarosa en buffer de acido 3-[N-
morfolino]-propano sulfénico (MOPS por
sus siglas en inglés) 1X y formaldehido,
como se recomienda para RNA total (17).

Posteriormente, se llevo a cabo trans-
cripcién reversa usando extractos de
RNA total provenientes de tallos y de rai-
ces de clavel. Aproximadamente 2 pg de
RNA se sometieron a la reaccién de retro-
transcripcion con la transcriptasa reversa
de Moloney Murine Leukemia Virus
(MMLYV por sus siglas en inglés) de la
casa comercial Invitrogen®. En este pro-
cedimiento, al RNA se le adicionaron 40
pmol de oligodT, 10 nmol de cada ANTP
y se complet6 con H,O a 12 uL.. Luego de
calentar por 5 min a 65 °C y enfriar en
hielo, se adicionaron 4 uL de buffer de
reacciéon 5X (250 mM tris-HCI pH 8.3,
375 mM KClI, 15 mM MgCl,) y 2 uL de
ditiotreitol 0,1 M. Después de mezclar e
incubar por 2 min a 37 °C, se adicionaron
200 U de la enzima. La mezcla de reac-
cion se mantuvo a 37 °C por 50 min y lue-
goa 70 °C por 15 min. El cDNA se alma-
cend a -20 °C.

La amplificacién del cDNA codifican-
te para las enzimas PAL en clavel fue rea-
lizada usando cebadores disefiados espe-
cificamente para tal fin, con la secuencia
de nucledtidos del cDNA reportada para
la enzima PAL-1 del clavel (GI
11761145). El disefo tuvo en cuenta ali-
neamientos de la secuencia de proteina
PAL-1 (GI:11761146) con proteinas pro-
venientes de otras fuentes vegetales de las
familias PAL1, PAL2, PAL3 y PAL4
(12,13). Asi se seleccion6 un dominio
que, al estar conservado en todas las PAL
vegetales, permita amplificar todas las
secuencias codificantes para la enzima
PAL en el clavel. Es importante resaltar
que los cebadores disefiados (Tabla 1)
flanquean una secuencia de un intrén per-
mitiendo realizar una seleccion de las
muestras que presentaban contaminacion
con DNA. Asimismo, se disenaron los
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Tabla 1. Secuencias de los cebadores usados para la amplificacién de fragmentos para PAL y

Actina.
Amplificado Cebadores Tamaiio
esperado
PAL DIRECTO TCCTACATTGCTGGGCTTTT 302 pbs
REVERSO TGCTTCAATTTGTGGGTCAA
ACTINA DIRECTO GGCCGTTCTCTCTCTGTACG 156 pbs

REVERSO AGGTGGTCGGTAAGATCACG

cebadores sobre la secuencia codificante
de la fB-actina en clavel (GI:10121896),
para amplificar un fragmento que sirvid
como gen casero o gen de control para la
evaluacion relativa de los niveles trans-
cripcionales de la enzima PAL ( Tabla 1).
En ambos casos, los cebadores se disefia-
ron con el programa Primer3 (18). La es-
pecificidad de estos se verific6 mediante
la comparacién en el programa BLAST
del National Center for Biotechnology
Information (NCBI por sus siglas en in-
glés); la no formacién de dimeros se eva-
Iué mediante el programa VectorNTI. La
amplificacion se verific6 de manera inde-
pendiente y simultinea (diiplex) para am-
bos fragmentos de interés, mediante
PCR, usando DNA gendémico del clavel y
cDNA de tallos y de raiz.

La amplificaciéon por PCR se llevo a
cabo usando Taq DNA polimerasa, mar-
ca Invitrogen®, de acuerdo con las reco-
mendaciones del fabricante, con algunas
modificaciones segiin ensayos previos
que buscaban, ademés de poner a punto
las condiciones de amplificacion, verifi-
car que la técnica permitia evaluar de ma-
nera confiable los niveles de transcrip-
cion para PAL. Se evaluaron, por
ejemplo, la concentracién de MgCl, (0,8,
1,6, 2,4y 3,2 mM), la cantidad de ceba-
dores (20 pmol de cada uno, 40 pmol de

12

cada uno y la combinacién 20 pmol-40
pmol para cada par de cebador) y el nu-
mero de ciclos (27, 32, 37, 41 y 45). Ade-
mas, se verificd que la intensidad de los
amplificados después de la electroforesis
estuviera relacionada con la cantidad de
RNA usado en la reaccion de retrotrans-
cripcién. Para ello se evaluaron diferen-
tes concentraciones de RNA durante la
realizacién de la RT (50 ng, 100 ng, 250
ng,500ng, lug,2ugy4ug)ysellevoa
cabo la reaccién de PCR correspondiente
a cada uno de los casos. Las condiciones
para realizar la amplificacion fueron las
siguientes: 1uL de cDNA se mezcl6 con
2,5 uL del buffer de reaccién 10X (200
mM Tris HCI, pH 8,4 y 500 mM KCl), 2
uL de lamezcla de ANTP 10 mM, 0,8 uL
de MgCl,, 50 mM, 0,5 uL de cada ceba-
dor 10 uM y 0,5 L de Taq polimerasa.
Se adicioné H,O destilada estéril con el
fin de completar al volumen final de 25
uL. Los tubos fueron introducidos al ter-
mociclador (Bio-rad, MJmin), donde se
uso el siguiente programa de temperatu-
ras en la amplificacién del cDNA de la
enzima PAL: 1 ciclo inicial de 94 °C por 3
min, 40 ciclos de (94 °C por 1 min, 60 °C
por 1 miny 72 °C por 1 min) y 1 ciclo fi-
nal de 72 °C por 10 min. Los productos de
PCR fueron sometidos a electroforesis en
gel de agarosa al 1% y tincién con bromu-
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ro de etidio, finalmente se realiz6 la cap-
tura de imagen y posterior densitometria.
Con estos datos se realizé por duplicado
la evaluacion de los niveles de transcrip-
cion, expresados como intensidad frag-
mento PAL/intensidad fragmento actina,
en cada uno de los tiempos de muestreo.

Niveles de actividad enzimatica y de
transcripcion de la PAL determinados
durante el ensayo in vivo

Conel fin de evaluar el efecto de la infec-
cion del clavel por Fod raza 2 en los nive-
les de actividad y transcripcionales de la
enzima PAL, enel talloy la raiz, esquejes
de clavel de una variedad tolerante (Kiss)
y de una variedad susceptible (Uconn)
fueron inoculados por inmersién de las
raices durante 20 s en una suspension de
conidias del patogeno de 1 x 10° coni-
dias/mL (19) y sometidos a los analisis
propuestos en los diferentes tiempos posi-
noculacién. Se dispuso un disefio experi-
mental con cuatro tratamientos (T1: va-
riedad susceptible control, T2: variedad
susceptible inoculada, T3: variedad tole-
rante control y T4: variedad tolerante ino-
culada) y muestreos por triplicado de
cada tratamiento a las 0, 6, 12, 24, 48, 96
y 192 h. Los controles fueron esquejes so-
metidos al mismo tratamiento, pero usan-
do agua estéril en vez de la suspension de
conidias. Una vez inoculados, los esque-
jes se mantuvieron a las condiciones am-
bientales (18-20 °C y 70-85% de hume-
dad relativa promedio). En cada uno de
los tiempos de muestreo, para cada trata-
miento, se hicieron triplicados en los pro-
cesos de extraccion y duplicado en las ac-
tividades enzimdticas. El  andlisis
estadistico de los resultados se llevd a
cabo por anilisis de varianza (ANOVA)
con posterior asignacion de grupos esta-

disticamente diferentes usando la prueba
de Tuckey, como se ha llevado a cabo en
estudios previos (8).

RESULTADOS Y DISCUSION

El objetivo central de la presente investi-
gacion fue evaluar la regulacion espa-
cio-temporal de los niveles de transcrip-
cion y de actividad enzimatica para PAL,
enzima que regula la ruta biosintética fe-
nilpropanoide, durante el evento de la in-
teraccion clavel-Fod. Con este propdsito,
se llevo a cabo un ensayo in vivo en donde
se evaluaron, en una variedad tolerante y
una susceptible, los niveles de mRNA y la
actividad enzimadtica en el tallo y la raiz
durante la infeccién con este patégeno. Se
usaron los resultados obtenidos en inves-
tigaciones previas en las que se pusieron a
punto las condiciones para cuantificar la
actividad de esta enzima mediante méto-
dos espectrofotométricos, tanto en tallos
como en raices de clavel (8). Es impor-
tante resaltar que a la fecha no se habian
realizado estudios para evaluar niveles
transcripcionales en esta planta durante la
interaccion con organismos patégenos en
tallos y raices simultdneamente. Se recu-
rri6 a la técnica por RT-PCR, usada re-
cientemente en diversos estudios conside-
rando que permite una evaluacion rapida
de los niveles de transcripcion en interac-
ciones planta-patégeno (14-16).

Puesta a punto para la determinacién
de los niveles transcripcionales de
PAL por RT-PCR

Con el fin de realizar una evaluacion con-
fiable de los niveles de transcripcion de
los genes codificantes para la enzima
PAL en clavel, considerando la ya docu-
mentada presencia de isoenzimas que se
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pueden expresar de manera diferencial en
cada 6rgano del clavel (8), que de acuer-
do con Yoshimoto et al. (20) pueden ser al
menos cinco, fue necesario recurrir a
condiciones particulares que permitieran
evaluar la transcripcion de todos los ge-
nes que codifican para esta enzima en la
planta. Realizando la revision correspon-
diente en la base de datos del NCBI (Na-
tional Center for Biotechnology Informa-
tion), se contaba solamente con la
secuencia de proteina (GI:11761146) co-
rrespondiente a la PAL1 en clavel y la co-
rrespondiente secuencia de nucleétidos
codificante (GI 11761145). Por tanto, fue
necesario, para el disefio de cebadores,
realizar alineamientos de la secuencia de
aminoacidos de PAL1 (GI:11761146)
con secuencias de PAL reportadas en
otras plantas con el fin de encontrar sobre
esta una secuencia de aminodcidos que
fuese conservada en todas las PAL vege-
tales, que permitiera, a su vez, el disefio
de cebadores para realizar la evaluacion
simultanea de los demés genes reportados
en esta planta (20). Con dichos alinea-
mientos se encontrd una secuencia alta-
mente conservada que, al comparar con la
base de datos CDD (Conserved Domains
Database) del NCBI, corresponde a los
dominios de tipo PAL-HAL (Phenylala-
nine Ammonia Lyase-Histidine Ammo-
nia Lyase), Lyase-I-Like (Liasas del tipo
I) y el dominio PAL.

Teniendo estos dominios funcionales
plenamente identificados sobre la secuen-
cia de aminoicidos PAL1, dentro de la
secuencia de mRNA codificante para esta
proteina (GI:11761145), se selecciono la
secuencia de nucledtidos que codificaba
para estos dominios funcionales conser-
vados. La identificacion de esta permitid
un diseflo de cebadores que no solo ampli-
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ficara un fragmento para PAL1, sino para
todas las secuencias de cDNA que pre-
senten la secuencia que codifica este do-
minio funcional.

Al realizar alineamientos usando dife-
rentes herramientas bioinformaticas, como
el programa Multalin (21), de la secuencia
de mRNA (GI 11761145) con otras secuen-
cias de nucledtidos reportadas, como los
genes que codifican para esta enzima en
Arabidopsis thaliana (NC 003071, NC_
003074, NC_003076) y sus correspondien-
tes cDNA, (NM 129260.2, NM_
115186.3, NM_ 120505.3), se pudo identi-
ficar varios miembros de las PAL (PAL3 y
PALA4) que presentan un intr6n conservado
de aproximadamente 100 pbs, ausente en
otras familias como PAL1 y PAL2. Con
esta consideracion, el disefio de cebadores
se realiz6 buscando que el amplimero se
encontrara en la zona conservada objetivo,
hallada con los alineamientos de aminoaci-
dos, buscando flanquear la zona en donde
probablemente se encontraria dicha se-
cuencia intrénica, en la Unica reportada
previamente en clavel (GI 11761145). Este
disefio permiti6 tener una herramienta para
seleccionar las muestras que presentaban
contaminaciéon con DNA gendmico. La
presencia del intrén conservado es evidente
en la Figura 1.

La evaluacion por RT-PCR de los nive-
les de mRNA de la enzima objeto de estu-
dio se realizé6 comparando con la expre-
sién de un gen control, la cual no debe
variar durante el proceso infectivo. Por
consiguiente, era necesario tener condi-
ciones que permitieran evaluar de manera
simultdnea, mediante una PCR duplex,
tanto el amplimero correspondiente a los
genes de interés como el correspondiente a
dicho gen de referencia. Considerando di-
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Figura 1. Gel de agarosa al 1,5% correspondiente al
producto de amplificacién de los cebadores para
PAL. 1) Marcador de tamafio en pb; 2) Amplifica-
cién sobre 100 ng de DNA gendmico de clavel; 3)
Amplificacion sobre 5 ng de cDNA obtenido a partir
de RNA presente en raices de clavel; 4) Amplifica-
cién sobre 100 ng de RNA total de raices de clavel.

ferentes estudios que han usado el gen de
la beta-actina como gen control en estudios
de interaccion planta-patégeno (16) y los
resultados obtenidos en ensayos prelimi-
nares que indicaban la baja variacion de la
expresion de este gen durante la interac-
cion clavel-Fusarium, fue empleado como
gen de referencia o control para el estudio.
La amplificacién simultinea de estos dos
fragmentos con las condiciones de PCR
descritas y la posterior visualizacién por
electroforesis fue realizada en tallos y rai-
ces de clavel, presentando resultados igua-
les. Un ejemplo de dicha amplificacién se
presenta en la Figura 2.

Los resultados correspondientes a la
evaluaciéon de variables como relacion
plantilla:cebadores, concentraciéon de
MgCl, y ntimero de ciclos en la PCR se
presentan en la Figura 3.

Se determiné que las condiciones que
permiten obtener los mejores resultados
durante la amplificacién corresponden a
40 pmol de cada cebador por 1 uL de

1 2
400
300 PAL
200
Actina
100

Figura 2. Amplificacién usando PCR diplex de los
fragmentos para PAL y actina, con posterior elec-
troforesis en gel de agarosa al 1,5% en buffer TAE
1X. 1) Marcador de tamaio en pb; 2) amplificacion
usando cDNA de raiz de clavel y los cebadores pre-
sentes en la Tabla 1 para PAL y actina.

1 2 3 4 5
A
B
1 2 3 4 5 6
300 “ PAL
200
C 1 2 3 4 5 6
200 [ T
100 Actina

Figura 3. Seleccion de condiciones para obtener por
PCR los amplificados de PAL (302 pbs) y Actina (156
pbs). Resultados visualizados usando electroforesis en
gel de agarosaal 1,5 %, 8 uL de producto. A) Diferen-
tes concentraciones de MgCl,. 1) Marcador de tama-
o; 2) 0,8 mM; 3) 1,6 mM; 4) 2,4 mM; y 5) 3,2 mM.
B) Diferentes relaciones plantilla:cebadores, usando 1
uL de cDNA. 1) Marcador de tamafio; 2) 20 pmol
PAL y 20 pmol ACT; 3) 20 pmol PAL y 40 pmol
ACT; 4) 40 pmol PAL y 40 pmol ACT; 5) 40 pmol
PAL y 20 pmol ACT. C) Diferentes niimeros de ci-
clos. 1) Marcador de tamaio; 2) 27 ciclos; 3) 32 ci-
clos; 4) 37 ciclos; 5) 41 ciclos; 6) 45 ciclos.
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Figura 4. Visualizacion de la electroforesis para los fragmentos obtenidos por PCR para PAL (302) y Actina
(156) con diferentes concentraciones de RNA usadas en la reaccion de transcripcion reversa. Diferentes canti-
dades de RNA total de tallos de clavel para llevar a cabo la RT. 1) Marcador de tamaiio (pb); 2) 50 ng; 3) 100

ng; 4) 250 ng; 5) 500 ng; 6) 1 ug; 7) 2 ug; 8) 4 ug.

cDNA, 1,6 mM de MgCl, y 40 ciclos. En
estas condiciones se determiné si existia
una relacion entre la intensidad de las
bandas y la concentracién de mRNA total
usada durante la RT y la posterior PCR
(Figura 4). Se determind que efectiva-
mente dicha relacion existe desde 1 ug de
RNA total inicial, lo cual indica que la
técnica usada permite realizar una cuanti-
ficacion semicuantitativa confiable para
los niveles de transcripcion de los genes
codificantes de la enzima en estudio.

Niveles de actividad enzimatica

y de transcripcion de la PAL,
determinados durante el ensayo in
vivo

La regulacion espacio-temporal de las
respuestas de defensa vegetales ha sido
documentada como uno de los fendmenos
determinantes de resistencia o susceptibi-
lidad ante enfermedades causadas por fi-
topatdgenos. Con el fin de conocer cémo
se presenta dicha regulacion en el caso de
los niveles de actividad y transcripciona-
les de la enzima PAL, se realizé un ensa-
yo in vivo en el que las variedades de cla-
vel Uconn y Kiss —susceptible y tolerante,
respectivamente al marchitamiento vas-
cular- fueron sometidas a inoculacion
con el patégeno. Estos pardmetros bio-

16

quimicos y moleculares se evaluaron a
diferentes horas posinoculacion tanto en
tallos como en raices. Es importante citar
que, con el fin de relacionar estos para-
metros en estudio con tolerancia o sus-
ceptibilidad, se evalud la incidencia de la
enfermedad a los 25 dias posinoculacion,
siendo del 88 % para la variedad suscepti-
ble inoculada y del 20% para la variedad
tolerante inoculada. Los controles no pre-
sentaron la sintomatologia del marchita-
miento vascular. Estos resultados indica-
ron que existian diferencias en la
tolerancia a la enfermedad entre las varie-
dades estudiadas, asi como en las varia-
bles en estudio, debidas quiza a los fenoti-
pos propios de los genotipos determi-
nantes de susceptibilidad o tolerancia.
Esta evaluacion de incidencia es un punto
central en este tipo de estudios, ya que
permite soportar los resultados de la in-
vestigacion (22).

Los resultados encontrados en la raiz
para los niveles de actividad de la enzima
PAL se presentan en la Figura 5. Se pue-
de observar, para la variedad susceptible,
que la actividad de las raices inoculadas y
de los controles permanece igual durante
los tiempos evaluados en este ensayo. Lo
contrario sucede para el caso de la varie-
dad tolerante, en donde se presenta una
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Figura 5. Niveles de actividad PAL a nivel de la raiz durante el ensayo in vivo en las variedades con diferentes
niveles de tolerancia. De acuerdo con el andlisis estadistico, los tratamientos con letras diferentes, presentan
diferencias significativas al nivel de significancia trabajado (¢ = 0,05).

induccién bastante importante de la acti-
vidad de esta enzima a las 48 horas posi-
noculacion. Los niveles de actividad en
este tratamiento son estadisticamente ma-
yores que los presentados por los otros
tratamientos en el nivel de significancia
trabajado (o = 0,05). Estos resultados in-
dican que entre las respuestas metabdli-
cas que se activan en la raiz durante el ata-
que del patégeno esta el aumento de la
actividad fenilalanina amonio liasa. Este
ocurre exclusivamente en las plantas de la
variedad tolerante inoculada, quizad como
una respuesta temprana de los mecanis-
mos de defensa en este 6rgano de la plan-
ta. Estos resultados coinciden con los ob-
tenidos en otros estudios en los que se ha
presentado también induccién en la raiz
de variedades tolerantes a patdgenos del
género Fusarium, como es el caso de pal-
ma (23) y banana (24,25). La actividad
enzimatica PAL es un indicador extrema-
damente sensible de las condiciones de
estrés y desafio del patégeno a la planta
(24). Por tanto, un tratamiento en clavel

con elicitores del patégeno (8) o con el
patégeno directamente, como se presenta
en este estudio, permite la activacion de
esta enzima para generar metabolitos se-
cundarios fenilpropanoides que pueden
ser precursores de moléculas de lignina o
de fitoalexinas, compuestos de bajo peso
molecular que presentan actividad anti-
fangica.

Con el fin de verificar si dicho aumen-
to en la actividad enzimatica tiene rela-
ciéon con un aumento en el nivel de
mRNA, se evaluaron los niveles de trans-
cripcion para esta enzima en la raiz de la
variedad tolerante (Figura 6). Se determi-
nd que no existen variaciones significati-
vas entre los niveles de mRNA para esta
variedad en los tiempos evaluados, lo
cual indica que deben existir otros meca-
nismos de regulacion que sustenten el au-
mento de actividad enzimatica observado
en esta variedad a las 48 horas posinocu-
lacion. De hecho, se evidencié una reduc-
cion en los niveles de mRNA, la cual,
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Figura 6. Niveles transcripcionales de PAL a nivel de la raiz para la variedad tolerante Kiss durante el ensayo
in vivo. Las electroforesis fueron realizadas con 8 4L de producto de PCR proveniente de cDNA, obtenido de
3ug de RNA para cada uno de los tratamientos. Los valores reportados son un promedio de dos PCR realizadas
de manera independiente en cada uno de los tratamientos en cada uno de los tiempos evaluados.

considerando que se presenta tanto en
controles como en inoculados, se debe
muy probablemente a procesos fisiologi-
cos propios de la planta sometida a las
condiciones del ensayo. Estos resultados
indican que mecanismos de regulacién
postranscripcional comunes en las plan-
tas (26), como el procesamiento en el nd-
cleo, la exportacion al citoplasma, la
unién al ribosoma o la estabilidad propia
del mRNA, actdan modulando los nive-
les de enzima activa que finalmente se
presentan en los tejidos de la planta. En
este caso, estos mecanismos de control
postranscripcional actuarian en la planta
con el fin de generar la enzima activa a
una velocidad superior a la que se alcan-
za cuando la regulacion es transcripcio-
nal (27).
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Son interesantes los resultados obteni-
dos para el caso de la variedad susceptible
(Figura 7), considerando que existe un
aumento importante en los niveles de
mRNA para las plantas inoculadas a las 6,
24 y 96 horas posinoculacion, el cual no
esta relacionado con los niveles de activi-
dad enzimatica. Estos pueden indicar que
la infeccién con el patégeno estimula la
transcripcion de los genes codificantes
para esta enzima, pero que otros mecanis-
mos postranscripcionales (26-28) o su-
presores de mecanismos de defensa del
patdgeno (29) afectan la sintesis de la en-
zima activa. La presencia de supresores
de mecanismos de defensa vegetales se ha
descrito en diferentes modelos planta-pa-
tégeno; el patdgeno los usa para infectar y
colonizar exitosamente los tejidos vegeta-
les susceptibles.
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Figura 7. Niveles transcripcionales de PAL a nivel de la raiz para la variedad susceptible Uconn durante el en-
sayo in vivo. Las electroforesis fueron realizadas con 8 uL de producto de PCR proveniente de cDNA, obteni-
do de 3 ug de RNA para cada uno de los tratamientos. Los valores reportados son un promedio de dos PCR
realizadas de manera independiente en cada uno de los tratamientos en cada uno de los tiempos evaluados.

(@=0,05).

Los resultados a nivel del tallo, indican
un comportamiento que difiere de lo en-
contrado a nivel de la raiz. Es importante
notar que la evaluacion de los niveles de
actividad enzimética muestra que la enzi-
ma en estudio no se induce en ninguna de
las variedades estudiadas (Figura 8). Esto
coincide con lo encontrado en estudios an-
teriores en los que los niveles de actividad
presentes en tallos de clavel durante la in-
feccidn con el patdgeno permanecen cons-
tantes durante los tiempos tempranos en
los cuales se presentanlos aspectos mas re-
levantes de la respuesta de defensa vegetal
(8). Al evaluar los niveles de transcripcion
en este drgano, tanto para la variedad tole-
rante (Figura 9) como para la variedad sus-
ceptible (Figura 10), permanecieron rela-
tivamente constantes durante los tiempos

evaluados. Estos resultados indican que no
hay estimulacién de la transcripcion tem-
prana para esta enzima en este 6rgano de la
planta durante la infeccién con el patoge-
no. Considerando que estudios previos
realizados en el tallo han demostrado que
se activan procesos que involucran meta-
bolitos de la ruta fenilpropanoide, es pro-
bable que la planta use sus metabolitos
constitutivos, presentes desde antes del
proceso infectivo, o que activen otras rutas
metabdlicas alternas que puedan suminis-
trarle los metabolitos que requiere, como
se ha reportado en otros modelos (30).

En conclusion, la regulacion espacio-
temporal de la actividad de la enzima fe-
nilalanina amonio liasa durante la inte-
raccion clavel-Fusarium oxysporum f.
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Figura 8. Niveles de actividad PAL a nivel del tallo, durante el ensayo in vivo en las variedades con diferentes
niveles de tolerancia. De acuerdo al anélisis estadistico los tratamientos con letras diferentes, presentan dife-
rencias significativas al nivel de significancia trabajado.
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Figura 9. Niveles transcripcionales de PAL a nivel del tallo para la variedad tolerante Kiss durante el ensayo
in vivo. Las electroforesis fueron realizadas con 8 uL de producto de PCR proveniente de cDNA, obtenido de
3 ug de RNA para cada uno de los tratamientos. Los valores reportados son un promedio de dos PCR realiza-
das de manera independiente en cada uno de los tratamientos en cada uno de los tiempos evaluados.
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Figura 10. Niveles transcripcionales de PAL a nivel del tallo para la variedad susceptible Uconn durante el en-
sayo in vivo. Las electroforesis fueron realizadas con 8 L de producto de PCR proveniente de cDNA, obteni-
dode 3 ug de RNA para cada uno de los tratamientos. Los valores reportados son un promedio de dos PCR rea-
lizadas de manera independiente en cada uno de los tratamientos en cada uno de los tiempos evaluados.

sp. dianthi es importante dentro de los
mecanismos que presenta la planta a ni-
vel de la raiz, primer punto de contacto
con el patégeno, en donde se espera que
se activen algunos mecanismos determi-
nantes de resistencia a la enfermedad. En
este mismo 6rgano de la planta se deter-
mino la presencia de mecanismos de re-
gulacion postranscripcional que, even-
tualmente, pueden actuar en la planta
para generar la enzima activa y ser deter-
minantes, por tanto, en la defensa del
clavel. Asimismo, se propone la posible
presencia de supresores de la respuesta
vegetal, que al ser usados por el patoge-
no durante el proceso infectivo le permi-
tirian colonizar los tejidos de la planta

susceptible. Finalmente, se pudo deter-
minar que con la técnica usada y a los
tiempos de muestreos evaluados, no
existe induccion de la PAL a nivel del ta-
llo. Este conjunto de evidencias aportan
aspectos fundamentales en el conoci-
miento actual de esta interacciéon plan-
ta-patégeno, teniendo en cuenta que la
evaluacién simultdnea en dos 6rganos de
la planta a diferentes horas posinocula-
cién permiten proponer una regulaciéon
espacio-temporal de la respuesta vege-
tal, la cual, asi como en otros modelos
planta-patgeno, debe ser determinante
de resistencia o susceptibilidad del cla-
vel ante este patdgeno, agente causal del
marchitamiento vascular.
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