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Introduccion

Durante su ciclo de vida, desde la semilla hasta su madurez, las plantas son
utilizadas como alimento o refugio por diversos insectos. Como respuesta, las plantas
han desarrollado un sistema defensivo basado tanto en la erecciéon de barreras fisicas
como en la sintesis de metabolitos defensivos, que les permiten minimizar el dano.
Dentro de las alteraciones metabdlicas se incluye la sintesis de compuestos organicos y
proteinas que de alguna manera pueden modificar patrones de alimentacion y
oviposicion, o bien, intervenir durante el crecimiento, desarrollo o fertilidad de los
insectos (Walling, 2000; Gatehouse, 2002). En su conjunto, estas respuestas pueden
manifestarse como un incremento en los niveles de expresiéon génica, como una
activacion de la sintesis de compuestos quimicos y como un aumento en la resistencia a
futuros ataques (Karban y Baldwin, 1997; Stout et al. 2006).

Las defensas contra insectos herbivoros pueden clasificarse como constitutivas, al
encontrarse presentes durante todo el proceso de desarrollo, o bien, inducibles si su
activacion depende del dano generado por el insecto, su presencia o de algin
componente derivado del mismo durante la interacciéon con la planta. A su vez, las
defensas inducibles pueden activarse de manera localizada en el area de dafio o tener
efecto sistémico, al activarse en la planta completa.

La sistemina es un componente en la ruta de sefalizaciéon en respuesta a dafio y
herbivoria exclusivo de plantas de jitomate (Solanum lycopersicum) y solanaceas
relacionadas (Pearce y Ryan, 2003). Es un péptido de 18 aminoacidos, sintetizado a
partir del extremo C-terminal de una proteina precursora de 200 aminoacidos, conocida
como prosistemina (Pearce et al. 1991; McGurl et al. 1992). Resultados de distintos
trabajos han resaltado la funcién esencial de la sistemina y su precursor en la regulacion
de las respuestas defensivas asociadas a dafio por herbivoria. El modelo actual empleado
para explicar la activacion de estas respuestas involucra la liberacion local de sistemina,
asi como una sefalizacion a distancia transmitida por el tejido vascular mediante una
amplificacion positiva en continua retroalimentacion, tanto de sistemina como de acido
jasmonico (AJ) (Schilmiller y Howe, 2005).

Homologos de la (pro)sistemina han sido identificados en papa (Solanum
tuberosum), chile (Capsicum annuum) y hierba mora (Solanum nigrum). En el analisis
de sus secuencias, todas presentan un alto porcentaje de similitud con respecto a la
prosistemina de jitomate (73 a 88%), ademas de mantener la capacidad de inducir la
sintesis de inhibidores de proteasas a concentraciones femtomolares (Constabel et al.
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1998). Sin embargo, se conoce que la sistemina de S. nigrum no participa en la
activacion de defensas asociadas a herbivoria (Schmidt y Baldwin, 2006).

Aun cuando la respuesta defensiva dependiente de sistemina y AJ ha sido la ruta
de senalizacién estudiada con méas detalle en especies Solaniceas, la informacion sobre
los mecanismos de defensa presentes en el tomate de ciscara es escasa. Por tal motivo, el
objetivo de este trabajo fue identificar la presencia de un gen homoélogo a la
(pro)sistemina de jitomate en Physalis ixocarpa.

Materiales y métodos
Induccién

Para el experimento se utilizaron tres plantas de tomate de cascara (Physalis
ixocarpa) de al menos 10 hojas verdaderas, crecidas en macetas de 250ml bajo
condiciones de invernadero. El tratamiento de dafio mecénico se realiz6 en todas las
hojas de las plantas presionando con pinzas estériles varias veces en forma
perpendicular sobre la vena central y la superficie de la hoja; después de 60 min las
hojas se colectaron y congelaron inmediatamente en nitrogeno y se guardarona  -80°C
hasta su anélisis.

RT-PCR

A partir del material foliar colectado se realizo el aislamiento de RNA total con el
kit RNeasy (Qiagen) de acuerdo a las instrucciones de la casa comercial. La obtencién de
cDNA se realizo6 utilizando SuperScript II (Invitrogen) y 4ul de RNA. Los
oligonucleotidos utilizados para la reaccion de PCR (5-CACCATGAGAAGGGAGGAGA-
3" v 5- AGGATCACGCTTTGATGGAG-3") se disenaron a partir de la secuencia
codificante del gen de la prosistemina de jitomate (Genebank: M84801). La
amplificacion se realiz6 en un volumen final de 25ul, utilizando las siguientes
condiciones: 1 ciclo de 5 min a 94°C; 30 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 64°C, 1 min a
72°Cy 1 ciclo de 10 min a 72°C. Los productos de la amplificacién fueron separados por
electroforesis en gel de agarosa al 8% o enviados al laboratorio de Secuenciacién
(Cinvestav-Guanajuato) para su analisis.

Anadlisis de la secuencia

Las secuencias nucleotidica y la aminoacidica deducida fueron comparadas contra
las secuencias homologas de jitomate (Genebank: M84801), chile (Genebank:
AF000375), papa (Genebank: AF000373 v 4) y hierba mora (Genebank: AF000375),
utilizando los programas BLAST y Vector NTI.

Resultados y discusion

En el material evaluado se logr6 la amplificacién de un fragmento de tamatio
esperado de 500pb (Figura 1). El anélisis de la secuencia confirmé la presencia de un
gen homologo de la prosistemina en Physalis ixocarpa. Sin embargo, para completar la
secuencia se requiere realizar otros ensayos (PCR-RACE) para amplificar en su totalidad
los nucleo6tidos presentes en los extremos.
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa del producto de PCR amplificado a partir de
cDNA obtenido de plantas de Physalis ixocarpa expuestas a daino mecanico.

Al comparar la secuencia aminoacidica de la proteina deducida con otras
proteinas homologas se detectaron porcentajes de identidad entre 58 y 62%, siendo la
prosistemina de chile la secuencia més parecida a la de tomate de cascara. En el anélisis
parcial de la secuencia se detecté6 un cambi6 apreciable en el tamano de la proteina,
disminuyendo de 200 aa en jitomate a solo 155 en tomate de cascara. En la mayoria de
los casos, los “gaps” presentes (posiciones 50 y 150) en la secuencia de chile son
conservados e incluso ampliados en la secuencia de Physalis ixocarpa (Figura 2).
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Figura 2. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la prosistemina de jitomate
(Solanum lycopersicum), papa (Solanum tuberosum), chile (Capsicum annuum) y
hierba mora (Solanum nigrum). Se destacan en recuadro los aminoacidos idénticos o
conservados.
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Los residuos de acido aspartico y leucina previos a la sistemina son conservados
en todas las proteinas. En la secuencia de Physalis ixocarpa tres sustituciones
importantes ocurren en regiones altamente conservadas; en la posicion 11, una lisina es
reemplazada por una glutamina; en la posiciéon 108, un residuo de acido glutdmico es
sustituido por una valina; por tltimo, en la posiciéon 178, una lisina se cambia por una
arginina. La region correspondiente a la sistemina no se puede analizar completamente
hasta tener la secuencia nucleotidica completa, aun asi, se conservan la mayoria de los
aminoacidos necesarios para su actividad biologica.
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