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RESUMEN

La radiacion ultravioleta B (UV-B) afecta el crecimiento, morfologia y fisiologia de
las plantas. Los dafios observados a nivel fisiologico se relacionan con cambios en la
expresion de genes inducidos por la radiacion UV-B. Las plantas pueden responder a este
tipo de estimulos de manera temprana a través de mecanismos de transduccion de sefiales
que activan rutas de sefializacion como adaptacion de la planta al dafio ocasionado. Uno de
los principales sistemas de transduccion de sefiales en organismos eucariotas es el mediado
por proteinas G, cuyas moléculas se encuentran implicadas en la respuesta a la radiacion
UV-B en plantas como arabidopsis. En el presente estudio se sometieron plantas de
pimiento morron (Capsicum annuum L.) cv. Cannon a radiacion UV-B durante 1, 2, 3, 6,
12,18, 25 y 30 h y se evaluo en cada uno de estos tiempos mediante gPCR, la expresion de
los genes que codifican para proteinas G (CaGal, CaGp1, CaGyl y CaGy2), una proteina
reguladora de la sefializacion de proteinas G (CaRGS1) y un receptor acoplado a proteinas
G (CaGPCR1) de Capsicum annuum. También se obtuvieron los transcriptomas (RNA-seq)
de plantas con y sin exposicion a la radiacion UV-B. El analisis de expresion génica
muestra evidencias de la sobreexpresion de CaGal y CaGJf1 en tejido de tallo a las 18 h de
exposicion de las plantas a la radiacion UV-B. El perfil de expresion génica en este estudio
se asocid a procesos fisioldgicos como cambios morfoldgicos en tallos, asi como la sintesis
de pigmentos, que involucran la participacion de las proteinas G sugiriendo su activacién
en respuesta al dafio por radiacion UV-B. Estos resultados muestran evidencia de la
participacion de las proteinas G en la respuesta de Capsicum a la radiacion UV-B. EI RNA-
seq mostro que los genes expresados diferencialmente (DEGS) se relacionan con proteinas
de respuesta a estrés, actividad oxidoreductasa, fotosintesis, regulacion de la transcripcion y
defensa contra patdgenos. Dentro de los DEGs, se encontraron algunos factores de
transcripcion de la familia WRKY, citocromo P450 y algunos genes relacionados con
patogénesis, los cuales se han reportado que son regulados por proteinas G. Esto sugiere

que algunas de las rutas implicadas en la respuesta de Capsicum a la radiacion UV-B son
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reguladas por este sistema de transduccién de sefiales, principalmente aquellas implicadas
en procesos de morfogénesis y estrés oxidativo. Estos hallazgos muestran la existencia de
potenciales marcadores bioldgicos para la manipulacion de los cultivos de Capsicum en la
tolerancia de la planta al estrés abiotico y el mejoramiento de la produccion agricola de este

cultivo.

Palabras clave: Capsicum, radiacién UV-B, proteinas G, qPCR, RNA-seq.
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ABSTRACT

Ultraviolet B (UV-B) radiation affects the growth, morphology and physiology of
plants. The damage observed at the physiological level is related to changes in gene
expression induced by UV-B radiation. Plants respond to this type of stimulus early
through signal transduction mechanisms that activate signaling pathways such as adaptation
of the plant to the caused damage. One of the major signal transduction systems in
eukaryotic organisms is the one mediated by G proteins. These molecules are involved in
the response to UV-B radiation in plants such as arabidopsis. In this study, bell pepper
plants (Capsicum annuum L.) cv. Cannon were subjected to UV-B radiation for 1, 2, 3, 6,
12, 18, 25 y 30 h and it was evaluated at each of these times by qPCR, the expression of
genes encoding G proteins (CaGal, CaGpl, CaGyl y CaGy2), a regulator of G protein
signaling (CaRGS1) and a G protein coupled receptor (CaGPCR1) of Capsicum annuum.
Sequencing of transcriptomes (RNA-seq) were performed on plants with and without
exposure to UV-B radiation. The evidence of overexpression of CaGal and CaGp1 in stem
tissue after 18 h of exposure of Capsicum plants to UV-B radiation is shown. The gene
expression profile in this study was associated with physiological processes such as
morphological changes in stems and roots, as well as the synthesis of pigments in plants,
which involve the participation of G proteins suggesting their participation in response to
UV-B radiation damage. These results showed evidence of the G proteins role in Capsicum
plants response to UV-B radiation. RNA-seq showed that the differentially expressed genes
(DEGs) were related to proteins of stress response, oxidoreductase activity, photosynthesis,
regulation of transcription and defense against pathogens. Among the DEGs, we found
some transcription factors of the WRKY family, cytochrome P450 and some pathogen-
related genes, which have been reported to be regulated by G proteins. This suggests that
some of pathways involved in the response of Capsicum to UV-B radiation are regulated by
G protein mediated signal transduction system, mainly those involved in morphogenesis

and oxidative stress processes. These findings show the existence of potential biological
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markers for the manipulation of Capsicum crops in the tolerance of the plant to abiotic
stress and the improvement of the agricultural production of this crop.

Keywords: Capsicum, UV-B radiation, G proteins, g°PCR, RNA-seq.
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SINOPSIS

Las plantas se enfrentan a diversos factores ambientales tanto bidticos como
abioticos que pueden tener efecto en su crecimiento y desarrollo. Los factores abioticos,
entre ellos los ambientales, pueden impactar fuertemente el crecimiento y la produccién de
las plantas. El exceso o deficiencia de uno o mas de estos factores se consideran un estrés
abiotico. Los factores ambientales que pueden ocasionar estrés en las plantas incluyen: las
temperaturas extremas, sequia 0 exceso de agua, salinidad, deficiencia de nutrientes y la
radiacion ultravioleta B (UV-B). Este Gltimo afecta aspectos de la biologia del vegetal
como la reduccion del area foliar, retraso en el crecimiento de tallos y disminucion de la
biomasa total de la planta. A nivel celular, ocasiona la inhibicion de la fotosintesis
(disrupcion de los centros de reaccion PSII principalmante), dafio a los pigmentos
fotosintéticos (clorofila y carotenoides) y funcion estomaética (intercambio de gases). A
nivel molecular, dafio a la estructura y funcion de los acidos nucleicos (ruptura del ADN y
formacion de dimeros de timina), activacion y foto-desactivacion de moléculas de
sefializacion, como hormonas y fotoreceptores, que ocasionan un efecto en el crecimiento y
desarrollo de las plantas. La UV-B también puede inducir la actividad de enzimas que
regulan la sintesis de flavonoides importantes en la tolerancia de las plantas; incluso, puede
intensificar los efectos adversos de algunos patégenos, como hongos, sobre las plantas.
Estos dafios observados a nivel fisiologico se relacionan con cambios en la expresion de
genes que son inducidos por la radiacién UV-B. Las plantas pueden responder y adaptarse a
este tipo de factores ambientales, activando diferentes rutas de sefializacion. La mayoria de
las sefiales extracelulares se unen a receptores especificos en la superficie de la membrana
celular, los cuales actian como transductores de sefiales convirtiendo las sefales
extracelulares en sefiales intracelulares alterando el comportamiento de la célula. Uno de
los principales mecanismos de sefializacion de las plantas es a través de proteinas G. Este
sistema de transduccion de sefiales ha sido ampliamente descrito en animales e inicia

cuando una sefial extracelular (hormonas, proteinas u otras moléculas sefial) se une a un
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receptor acoplado a proteinas G (GPCR) en la membrana plasmaética de la célula, el cual
favorece un intercambio de nucleétidos en Go-GDP por Go-GTP activando al
heterotrimero que induce la separacion de un monoémero de Go y un dimero formado por
GPy, los cuales actian con diferentes proteinas de sefializacion intracelulares conocidas
como efectores, creando a través de éstas una respuesta especifica en la célula. La sefial es
finalizada por la hidrélisis de GTP en Ga (por la actividad GTPasa de Ga) regresando al
heterotrimero a su estado inactivo y en algunas ocasiones la hidrolisis puede ser acelerada
por una proteina aceleradora de la actividad GTPasa, como una proteina reguladora de
sefializacion de proteinas G (RGS). Este mecanismo ocurre de manera atipica en las
plantas, donde se sugiere que el intercambio de nucléotidos puede ser espontaneo sin un
GPCR, y GTP no es facilmente hidrolizado por Ga, donde una RGS de siete dominios
transmembrana (7TM) promueve esta hidrolisis conduciendo al heterotrimero a su estado
inactivo. De esta manera las proteinas G se encuentran involucradas en la regulacion del
crecimiento, desarrollo y adaptacion de las plantas al medio ambiente. Se ha encontrado
que la radiacion UV-B activa al GPCR y Ga en arabidopsis, y estas moléculas inician rutas
de sefializacion que conducen a la sintesis de pigmentos para la proteccion de la planta.
Ademas, en arabidopsis, Ga es un regulador positivo de la respuesta de las células guardas
a la radiacion UV-B.

El pimiento morrén (Capsicum annuum L.) es una especie de la familia de las Solanaceas,
cuyo fruto presenta una amplia variedad de colores y tamarfios. Su destino es principalmente
para la alimentacién en fresco, como pimentdn y conserva, lo cual ha incrementado sus
necesidades de produccion y mercado que posicionan a esta hortaliza como la tercera
solandcea mas importante a nivel mundial, después del tomate y la papa. ElI consumo de
pimientos se ha incrementado hasta los 4.3 kg por persona tanto en producto procesado
como en fresco debido a la facilidad de adquirir el producto durante todo el afio, ya que
muchos paises han empleado técnicas de cultivos protegidos para su produccion. Mexico
ocupa el segundo lugar a nivel mundial en produccion de pimientos después de China,
donde Sinaloa contribuye con alrededor del 80% de la produccién nacional. El éxito del

cultivo de pimiento no depende de un unico factor, por lo cual, las caracteristicas del suelo,
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la fertilizacion, el clima y la disponibilidad de agua son factores que se deben cuidar para
obtener productos de calidad. A pesar del control que se tiene sobre algunos de estos
factores, lo cual asegura el éxito de este cultivo, siempre se pueden presentar riesgos como
plagas, enfermedades y factores climaticos desfavorables, que pueden afectar la produccion
de pimiento, siendo uno de los principales, la radiacion, la cual ocasiona partiduras en
frutos y coloraciones irregulares en la planta y frutos. Se ha demostrado que la radiacion
UV-B causa dafios en las plantas de pimiento. En un estudio previo se identificaron los
genes que codifican para las diferentes subunidades de las proteinas G (CaGal, CaGpl,
CaGyl, CaGy2 y CaGy3), asi como la proteina reguladora de sefializacion (CaRGS1) en C.
annuum y ademas se sugirié su posible participacion en la regulacion de la tolerancia de la
planta al estrés abiotico (Romero-Castillo et al., 2015). Sin embargo, no se ha reportado la
participacion de estas moléculas en respuesta al estrés ocasionado por la radiacion UV-B.
En este trabajo, se llevo a cabo un estudio de expresion de los genes (CaGal, CaGpl,
CaGyl y CaGy2, CaRGS1 y CaGPCR1) en tallos y raices de plantas de Capsicum
sometidas a estrés por radiacion UV-B, mediante gPCR. El gen CaGPCR1 se incluyo al
analisis debido a que este tipo de receptores se han encontrado asociados a las rutas de
sefializacion en respuesta de las plantas al estrés abiotico en otras plantas, incluyendo la
respuesta a la radiacion UV-B. Por otro lado, en este trabajo se realizé un estudio del
transcriptoma de las plantas de C. annuum bajo exposicién a la radiacion UV-B, ya que
esto arrojaria mucha informacion sobre la respuesta de las plantas a este tipo de estrés y a la

fecha no existen reportes al respecto.

El Capitulo | de este trabajo corresponde al anlisis de la literatura que se realiz6 para poner
en contexto el tema, en el cual se abordaron aspectos de la estructura de las proteinas G en
plantas, su participacién en la sefializacion, los mecanismos de regulacion de la activacion
de las proteinas G, las moléculas que se han propuesto como efectores en la sefializacion
mediada por proteinas G y el papel de las proteinas G en eventos de estrés ambiental. Dicha
revision permitio plantearnos algunas preguntas de investigacion, las cuales se abordaron
con los objetivos planteados en los trabajos experimentales en los capitulos 11 y Il de esta

tesis, ya que existe escasa informacion acerca de la participacion de este sistema de
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transduccion de sefiales en cultivos de importancia economica, como lo es el pimiento
morron. Del trabajo correspondiente al capitulo I, se derivd un articulo de revision

publicado en la Revista Fitotecnia Mexicana.

En el capitulo 11, se muestra el estudio del perfil de expresion de los genes de las diferentes
subunidades de proteinas G, la RGS y el GPCR de plantas de C. annuum bajo estrés por
radiacion UV-B, el cual fue enviado a la revista Environmental and Experimental Botany.
Para este estudio, las plantas se expusieron a la radiacion UV-B por diferentes intervalos de
tiempo y se tomaron muestras de tallos y raices para evaluar el nivel de expresion de dichos
genes y determinar su perfil de expresion y su especificidad en diferentes 6rganos de la
planta. Se encontré que CaGal y CaGp1 incrementaron su expresion en tallos a las 18 h de
exposicion a la radiacion UV-B, mientras que el resto de los genes no mostraron cambios
significativos. Se ha reportado que Ga y G se encuentran altamente expresados en tejido
de tallo de plantas de arabidopsis, y que ademéas en tabaco Gp juega un papel muy
importante en el desarrollo y soporte de los mismos, mientras que Ga se encarga de iniciar
rutas de la biosintesis de pigmentos como proteccion contra la radiacion UV-B. Nuestros
resultados demostraron que tanto CaGal y CaGpl son inducidos en C. annuum en
respuesta al estrés ocasionado por la radiacion UV-B, sugiriendo un posible papel en la
mitigacion del dafio ocasionado por la radiacion UV-B. Por otro lado, en las raices de las
plantas sometidas a la radiacion UV-B no se encontraron cambios estadisticamente
significativos en la expresion de los genes en estudio a las diferentes horas de muestreo,
principalmente por la variabilidad en las mediciones de gPCR. Sin embargo, la tendencia
de los valores de expresion de CaGal y CaRGS1 parece mostrar perfiles similares,
particularmente en el aumento de la expresién a 3, 18 y 25 h. La confirmacion estadistica
de estas observaciones en experimentos posteriores sugeriria que CaGal participa en
respuesta a la radiacion UV-B en raices y que probablemente esta siendo regulada por
CaRGSL1. En tallo, por otro lado, no se observaron cambios en el transcrito de CaRGS1. De
acuerdo con lo observado en este estudio, las proteinas G no requieren la transcripcion de
un GPCR en respuesta a la radiacion UV-B en C. annuum. Aqui se muestra a los genes

CaGol y CaGB1 como posibles candidatos para la manipulacion de cultivos de Capsicum
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en la resistencia al estrés por UV-B. Aunque es necesario trabajos adicionales para entender
el papel de estas moléculas en las vias de sefializacion de la respuesta de la planta a la
radiacion UV-B.

El capitulo 11l corresponde a un analisis de transcriptoma diferencial de C. annuum
sometidas a estrés por radiacion UV-B, el cual sera enviado a la revista Molecular Biology
Reports. En este estudio la clasificacion de ontologia genética nos permitié encontrar que
en la categoria de procesos bioldgicos el mayor nimero de genes expresados participan en
la respuesta molecular al estrés por radiacion UV-B incluyen aquellos involucrados en
procesos biosintéticos, metabolicos, de modificacion de proteinas de respuesta a estrés y
transporte. Dentro de la categoria de componentes celulares, la subcategoria de nucleo
presento la mayor abundancia de genes expresados. Por otro lado, dentro de la categoria de
funciones moleculares se encontré abundancia de genes expresados involucrados en la
unidn a iones, union a DNA, actividad cinasa y actividad oxidoreductasa. Esto es similar a
lo que se ha reportado respecto a la respuesta de otras plantas a la radiacion UV-B. Los
DEGs identificados en respuesta a la radiacion UV-B principalmente se relacionaron a
respuestas de defensa, respuesta a estres, fotosintesis, actividad oxidoreductasa y regulacion
de la transcripcion. C. annuum utiliza una serie de componentes involucrados en la
respuesta a estrés abidtico, entre ellas componentes de la sefializacion hormonal, asi como
aquellos que participan en la respuesta al estrés oxidativo para contrarrestar el dafio
ocasionado por la radiacion UV-B. La radiacién UV-B en Capsicum indujo la expresion de
genes que codifican para una proteina E3 ubiquitina-proteina ligasa ATL23, una proteina
sensible a auxina IAA3, una proteina sensible a auxina SAURG67, estas moléculas se
encuentran implicadas en los cambios morfoldgicos de las plantas para su adaptacion; una
proteina inducida por estrés ambiental ABA TAS14 y una proteina E3 ubiquitina
transferasa tipo anillo (EC 2.3.2.27), las cuales se expresan por la acumulacion de ABA
durante el estrés ocasionado por factores ambientales. En respuesta al estrés oxidativo se
encontrd la induccion de la expresion de genes que codifican para una proteina glutation
peroxidasa, que mitiga el efecto de las ROS, asi mismo se encontrd una represion del gen

isoflavona reductasa, la reduccion de los niveles de isoflavona reductasa afectan el
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crecimiento de las plantas. Se encontré también la expresion de genes relacionados con la
defensa contra patdgenos, los cuales son expresados por la susceptibilidad de la planta
debido al dafio por la radiacion UV-B como una respuesta de defensa de sufrir ataque por
patogenos. Dentro de los DEGs identificados en C. annuum en respuesta a la radiacion UV-
B, encontramos la presencia de algunos factores de transcripcion de la familia WRKY,
algunos citocromos P450, y algunos relacionados con la respuesta a patdgenos. Algunos
miembros de estas familias son regulados por proteinas G, lo que sugiere una posible
relacién de estos con rutas de sefializacién iniciadas por proteinas G en respuesta al estrés

por radiacion UV-B en C. annuum.

23



CAPITULO I. PROTEINAS G HETEROTRIMERICAS: SENALIZACION DE
PLANTAS EN CONDICIONES DE ESTRES AMBIENTAL
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RESUMEN

Las proteinas G perciben el ambiente extracelular a través de receptores en la
membrana plasmatica transmitiendo sefiales hacia moléculas de sefializacion en el interior
de las células conocidas como efectores. En las plantas, estos efectores comprenden algunas
proteinas reguladoras de la transcripcion, enzimas metabdlicas, fosfolipasas y proteinas de
andamio de la via MAPK. Las proteinas G en las plantas presentan caracteristicas parecidas
a sus homadlogos en el sistema animal: sin embargo, las plantas poseen dos clases de
proteinas Gy estructuralmente diferentes, las cuales son especificas de éstas. Por otro lado,
este  mecanismo por el cual las proteinas G transmiten sefiales a otras moléculas
intracelulares en eventos de desarrollo de las plantas, asi como su adaptacion a condiciones
de estrés ambiental, difiere del mecanismo de sefializacién de las proteinas G en el modelo

animal. En algunas especies de plantas el mecanismo para controlar el estado activo de las
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proteinas G es mediante un receptor acoplado a proteinas G y por medio de una proteina
reguladora de la sefializacion de proteinas G. En esta revision se abordan aspectos en la
estructura de las proteinas G en plantas, su participacion en la sefalizacion, algunos
mecanismos de regulacion de la activacion de las proteinas G, las moléculas que se han
propuesto como efectores y la participacion de las proteinas G en eventos de estrés

ambiental.

Palabras clave: Estrés, receptor acoplado a proteinas G, proteinas G, plantas, proteina

reguladora de sefializacion de proteinas G.

ABSTRACT

G-proteins perceive the extracellular environment through receptors on the plasma
membrane transmitting signals to signaling molecules inside the cells known as effectors.
In plants, these effectors comprise some transcription regulatory proteins, metabolic
enzymes, phospholipases and scaffold proteins of the MAPK pathway. G proteins in plants
have characteristics similar to their counterparts in the animal system: however, plants
possess two classes of structurally different Gy proteins, which are specific to these. On the
other hand, this mechanism by which G-proteins transmit signals to other intracellular
molecules, during plant development, as well as their adaptation to conditions of
environmental stress, differs from the signaling mechanism of G proteins in the animal
model. In some plant species the mechanism for controlling the active state of G proteins is
by a G protein coupled receptor and by means of a G protein signaling regulatory protein.
This review addresses aspects in the structure of G proteins in plants, their participation in
signalling, some mechanisms of regulation of the activation of the G proteins, the
molecules that have been proposed as effectors and the participation of the G proteins in

events of environmental stress
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INTRODUCCION

Las plantas enfrentan una amplia variedad de factores ambientales (Koyro et al., 2012).
Estos factores incluyen intensidad de luz, temperaturas extremas, salinidad, sequia,
nutrientes, 0zono y estrés anaerobico, entre otros (Suzuki et al., 2014). Debido a que las
plantas son organismos sesiles, éstas responden a las condiciones ambientales a través de
sistemas muy eficientes de sefializacion a nivel de membrana. Dentro de estos sistemas de
membrana plasmatica, se encuentran caracterizados en plantas los receptores ligados a
enzimas y los acoplados a proteinas G (Tuteja y Sopory, 2008). Las proteinas G, son
moléculas que fisicamente acoplan una sefial percibida por un receptor en la membrana
plasmatica, hacia enzimas efectoras dentro de la célula (Temple y Jones, 2007). La
sefializacion a través de proteinas G estd implicada en una amplia variedad de procesos de
desarrollo de las plantas, actividad de hormonas y respuesta a estrés biético y abiético (Ma
et al., 2015). Sin embargo, el papel que juegan las proteinas G en las plantas no ha sido
completamente caracterizado (Chakraborty et al., 2015a). En esta revision se pone en
contexto la forma en que las proteinas G transmiten las sefiales extracelulares hacia el

interior de las células vegetales.

Proteinas G heterotriméricas

Las proteinas G heterotriméricas (proteinas G) se encuentran dentro de los principales
componentes del sistema de transduccion de sefiales de los organismos eucariotas. Su
funcién es transmitir sefiales extracelulares a componentes de sefializacion intracelular y
mediar diversas respuestas fisioldgicas (Urano et al., 2013; Wolfenstetter et al., 2015). Las
proteinas G constan de tres subunidades, a (Ga), B (GB) y vy (Gy). Son proteinas
citoplasmaticas y estan consideradas entre los principales moderadores metabdlicos
intracelulares (Ma et al., 1990). De acuerdo con el modelo clasico de sefializacién de las

proteinas G, un receptor transmembranico acoplado a proteinas G (GPCR, G-protein
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coupled receptor) permite el intercambio del guanosin difosfato (GDP) por guanosin
trifosfato (GTP) sobre la proteina Ga, en respuesta a un estimulo de una sefial extracelular,
lo que provoca la disociacion de Ga-GTP del dimero GPy. Cada una de estas entidades
tiene la capacidad de activar diferentes moléculas de sefializacion dentro de la célula e
iniciar una respuesta celular (Jones et al., 2011; Pandey, 2011). El heterotrimero (Gafy) se
inactiva por la hidrdlisis del GTP a GDP, la cual es acelerada por una proteina reguladora

de sefializacion (RGS, regulator of G-protein signaling) (Urano et al., 2015).

En plantas, se sugiere que no todas las proteinas que aceleran la actividad GTPasa (GAPS)
pertenecen a la familia de las RGSs (Khalil et al., 2011) y que pueden jugar un papel
opuesto al observado en células animales, ya que en arabidopsis (Arabidopsis thaliana), la
activacion de las proteinas G depende de la internalizacion de la RGS (AtRGS1), una GAP
que actia como un regulador negativo que mantiene a Ga unida a GDP (Wolfenstetter et
al., 2015). Las proteinas G estan involucradas en multiples respuestas fisioldgicas en
plantas, como las inducidas por acido abscisico (ABA), giberelinas y brasinoesteroides
(Izawa et al., 2010), a la luz azul y a la radiacion UV (Warpeha et al., 2007; Warpeha et al.,
2008), al estrés biotico y abidtico (Bhardwaj et al., 2012), asi como en la regulacion de la
actividad de canales ionicos (Gao et al., 2010). Los genes de Ga, GB y Gy se han
identificado, secuenciado y aislado de diferentes especies de plantas, pero a diferencia de
los sistemas animales, el nimero de genes que codifican para los componentes de proteinas

G heterotriméricas es menor.

En mamiferos se han descrito alrededor de 16 genes Ga, cinco genes Gf, y seis genes Gy
(Gao et al., 2010), mientras que en arabidopsis y arroz (Oryza sativa) hay s6lo una copia de
Go y Gf (Choudhury et al., 2011; Zhu et al., 2009), y tres copias del gen Gy en ambas
especies (Trusov et al., 2012; Yadav et al., 2014). La presencia de sélo una copia de Ga y
Gf en arabidopsis y arroz sugiere la especificidad de sefializacion por proteinas G y es
proporcionada principalmente por la multiplicidad de Gy (Choudhury et al., 2011). Sin
embargo, en plantas como chicharo (Pisum sativum L.) se han encontrado dos genes Ga
(Marsh y Kaufman, 1999), en soya (Glycine max L.) hasta cuatro genes Ga y Gf y diez Gy

(Bisht et al., 2011; Choudhury et al., 2011), mientras que en pimiento morron (Capsicum
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annuum L.) existen al menos un gen Ga y uno Gf y tres genes Gy (Romero-Castillo et al.,

2015) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Componentes de proteinas G heterotriméricas en plantas.

Subunidad de proteinas G heterotriméricas

Planta Referencia
Ga Gp Gy
Arabidopsis AGGL1 Ma et al., 1990
. . . GPA1 AGB1 AGG2 Weiss et al., 1994
(Arabidopsis thaliana) AGG3 Thung etal , 2012
Arroz RGGL1 Seo et al., 1995
Orvza sativa RGA1 RGB1 RGG2 Ishikawa et al., 1996
(©ry ) RGG3 Yadav et al,, 2012
Pimiento CaGyl
(Capsicum annuum) CaGua CaGp CaGy2 Romero-Castillo et al., 2015
P CaGy3
Chicharo PsGal PsGy1 .
(Pisum sativum) PsGo.2 PGP PsGy2 Misraetal., 2007
Trigo TaGA1l TaGBI ) Hossain et al., 2003a
(Triticum aestivum) TaGA2 Hossain et al., 2003b
Tabaco Saalbach et al., 1999
(Nicotiana tabacum) NtGPal NIGB3 ) Ando et al., 2000
SIGGA1
Tomate SIGGB1 Maet al., 1991
(Solanum lycopersicum) TGAL SicBl SIGGB2 Subramaniamet al., 2016
SIGGC1
(Solanu;iﬂiemsum) STGA?2 STGB2 - Kang et al., 2001
Maiz Weiss et al., 1994
(Zea mays) ZGAL ZGBL i Bommert et al., 2013
GmGyl
GmGy2
GMGy3
GmGal GmGp 1 GmGy4
Soya GmGo2 GmGp2 GmGy5 Bisht et al., 2011
(Glycine max) GmGa3 GmGB3 GmGy6 Choudhury et al., 2011
GMGa4 GMGp4 GMGy7
GmGy8
GmGy9
GmGy10
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La subunidad a

La Go descrita en plantas, presenta un peso molecular aproximado entre 39 y 52 kDa
(Hossain et al., 2003a; Kang et al., 2001; Marsh y Kaufman, 1999; Saalbach et al., 1999;
Seo et al., 1995). En su extremo amino, Ga contiene sitios de interaccion con el dimero
GPy y sufre modificaciones postraduccionales de miristilacion/palmitolacion en su extremo
amino, que le confieren afinidad con las membranas (Tuteja y Sopory, 2008). En este
sentido, la presencia de s6lo un tipo de modificacion, ya sea miristilacion o palmitolacion
es insuficiente para dirigir a Go a la membrana plasmatica (Temple y Jones, 2007).
Estructuralmente, Ga. contiene cinco regiones conocidas como cajas G (G1-G5) que estan
conservadas en las proteinas G y se encuentran involucradas con el enlace a GTP y su
hidrdlisis (Tuteja y Sopory, 2008; Urano et al., 2013). La G1, puede unirse a grupos fosfato
en los residuos de purina de las moléculas de GTP. La G2 es un sitio que permite la unién
de Ga con moléculas efectoras. La G3 participa en la unidén a un ion Mg+2 asociado a un

nucleétido.

Los residuos de la G4 hacen contacto con la guanina mediante puentes de hidrdgeno, lo que
exhibe alta afinidad a GTP sobre moléculas de ATP. Por su parte, en G5, existen
amino&cidos que confieren especificidad con nucleétidos de guanina (Colicelli, 2004). En
el extremo carboxilo de Ga se ubican regiones interruptoras conocidas como Switch I, 1T y
IIT (Figura 1). Estas regiones interruptoras interactiian con RGS cuando Ga se encuentra en
su estado de transicién para la hidrélisis de GTP y tienen la funcion de terminar con la
sefializacion y asi inactivar a la proteina G (Soundararajan et al., 2008). En el extremo
carboxilo de Ga se identificaron sitios GoLoco que evitan la liberacion de GDP y el re-
ensamble de Ga con Gy, lo que permite que Ga permanezca unida al receptor y que Gy
continte interactuando con moléculas efectoras. Las moléculas reguladoras con sitios
GoLoco actuan como inhibidores de la disociacion de guanina (GDI, guanine nucleotide
dissociation inhibitor) sobre Ga (Kimple et al., 2002).
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El dimero By

La GP tiene una masa molecular de alrededor de 35-36 kDa y pertenece a la familia de
proteinas WD40 que presentan un dominio de 40 aminoécidos, el cual a menudo termina en
un dipéptido de triptofano (W)- acido aspartico (D). Este dominio esta relacionado con
interacciones proteina-proteina (Tuteja y Sopory, 2008). EI dominio WD40 se encuentra en
el extremo carboxilo de G} y contiene los sitios de union con moléculas efectoras y con
Go. La interaccion con Ga ocurre en su estado inactivo unida a GDP, mientras que la
interaccion con efectores puede ocurrir después de la disociacion con Ga (Urano et al.,
2013). En el extremo amino de G} se encuentra una estructura helicoidal que permite la
interaccion con Gy, que es esencialmente irreversible bajo condiciones no desnaturalizantes
(Temple y Jones, 2007) (Figura 1). Por su parte, Gy es la subunidad mas pequena (de 6 a 10
kDa) y diversa desde un punto de vista estructural (Trusov et al., 2012; Tuteja y Sopory,
2008). En su extremo amino forma una estructura en espiral con G (Pellegrino et al.,
1997). La subunidad Gy es esencial en el heterotrimero, no sélo por su estrecha uniéon a Gf3,
sino por mantener al dimero Gy unido a la membrana plasmatica (Trusov et al., 2012).
Algunas Gy contienen en su extremo carboxilo una regién factible de ser modificada
postraduccionalmente por prenilacion, crucial para su anclaje a la membrana plasmatica
(Temple y Jones, 2007; Urano et al., 2013; Wolfenstetter et al., 2015). Aunque varias Gy en
plantas no presentan esta region de prenilacion en su extremo carboxilo, se ha propuesto
una clasificacion con base en su estructura (Urano et al., 2013). La clase A incluye Gy
pequefias que contienen el sitio de prenilacion CaaX (CaaX significa Cisteina, dos residuos
con cadenas laterales alifaticas y X es cualquier residuo). La clase B esta conformada por
subunidades parecidas a la clase A, pero no contienen el sitio CaaX, por lo cual se presume
que los dimeros GBy formados con esta clase de subunidad vy, podrian no localizarse en la
membrana plasmatica. La clase C, corresponde a las subunidades que contienen un dominio
amino terminal similar a las clésicas Gy, un dominio transmembranal y un dominio
carboxilo terminal rico en cisteinas, lo cual podria conferirles una localizacion extracelular
(Urano et al., 2013; Botella, 2012) y, por lo tanto, capaces de percibir y transmitir sefiales

extracelulares (Wolfenstetter et al., 2015) (Figura 1).
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Sitio de Sitio de
miristoilacion palmitoilacién

Dominio WD40

CaaX
Gy clase A
Potencial CaaX
Gyclase B = D=-EEP=——m
Gy clase C
Potencial
dominio tm

Figura 1. Estructura de las subunidades Ga, GB y Gy de las proteinas G en plantas. Go contiene cinco
regiones conocidas como Cajas G ( %) relacionadas con la interaccién de Go. con GTP y efectores. En el

extremo carboxilo de Ga se encuentran regiones interruptoras conocidas como Switch I, 11 y 11l (@)
relacionadas con la interaccion con RGS. GP contiene un dominio WD40 ( “*2") en su extremo carboxilo, el

cual contiene los sitios de uniéon con Ga, y una estructura helicoidal (€® ) en su extremo amino que permite

la interaccion con Gy. Las subunidades Gy se clasifican en tres tipos: A, By C, y presentan en su extremo

amino una estructura en espiral (€ ) que le confiere afinidad con Gp. Las Gy tipo C, son dos veces mas
grandes que el resto de las Gy, presentan una region transmembrana () y un dominio carboxilo terminal rico

en cisteinas extracelular (Modificada de Urano et al., 2013).

Caracterizacion de proteinas G en plantas

Los genes de las subunidades o, B y y de las proteinas G, se han aislado y caracterizado en
diferentes especies de plantas. En 1990 se aisl6 el gen que codifica para la subunidad Go de

Arabidopsis, llamado GPAL, el cual codifica una proteina de 383 aminoéacidos (44.5 kDa).
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Esta proteina tiene 36% de identidad con otras Go de mamiferos (Ma et al., 1990).
Posteriormente, se identifico el gen Ga de tomate (Solanum lycopersicum), TGA1, que
codifica una proteina de 384 aminodacidos (44.9 kDa) y tiene una identidad de 84.6% con
GPAl (Ma et al., 1991). Seo et al. (1995) aislaron el gen para Go de arroz, RGAL, que
codifica un polipéptido de 380 aminoéacidos (44.5 kDa) y presenta una identidad de 74.5 %
con TGAly 73.9 % con GPAL. Weiss et al. (1994) aislaron de Arabidopsis y maiz (Zea
mays L.) el gen de la subunidad B de proteinas G, denominados AGBl y ZGBl,
respectivamente. Los genes de AGB1 y ZGB1 codifican una proteina de 377 aminoacidos
(40.9 kDa) y 380 aminoéacidos (41.6 kDa), respectivamente, y presentan una identidad del
76 % entre ellos y una homologia de 41 % con otras GB de humanos. El gen Gf de arroz,
RGB1, que codifica una proteina de 380 aminoacidos (41.7 kDa) fue identificado por
Ishikawa et al. (1996). Por otro lado, en Arabidopsis se aislo el gen Gy (AGG1) que
codifica una proteina de 98 aminoéacidos (10.8 kDa) con regiones altamente conservadas
con las Gy de mamiferos (Mason y Botella, 2000). Se caracterizaron dos genes Ga en trigo
(Triticum spp.), TaGA1 y TaGA2, que codifican proteinas de 383 aminoéacidos (51.3 kDa) y
390 aminoédcidos (52.5 kDa), respectivamente (Hossain et al., 2003a). Ademas de
Arabidopsis y arroz, los componentes de proteinas G también han sido caracterizados
completamente en algunas especies de plantas con importancia econémica en la agricultura
(Cuadro 1). La caracterizacion de los componentes de proteinas G heterotriméricas ha
permitido entender su participacion en la germinacion, crecimiento de la raiz y en la

respuesta de la planta a estrés bidtico y abiotico (Perfus-Barbeoch et al., 2004).

Efectores en plantas

Cuando las proteinas G son activadas, Ga-GTP y GBy se separan y cada una de estas
moléculas puede interactuar con diferentes proteinas conocidas como efectores, para
continuar una cascada de sefializacion en la célula (Cabrera-Vera et al., 2003). Estos

efectores de proteinas G en mamiferos se encuentran bien caracterizados, entre ellos
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algunas fosfolipasas, fosfodiesterasas, adenilil y guanilil ciclasas, y cinasas (Lapik y
Kaufman, 2003). En plantas, la manera que las proteinas G transmiten las sefiales a otras
moléculas es poco conocida (Lapik y Kaufman, 2003; Tuteja y Sopory, 2008). En
Arabidopsis se identifico la proteina PRN1 que interactia con GPAL en la germinacién y
en la floracion de la planta. PRN1 es un homdlogo de la proteina Pirin en mamiferos, que
interactua fisicamente con factores de transcripcion de union a la caja CAAT, lo que regula
la actividad de un gran nimero de factores de transcripcion. Es asi, como la unién de GPA1
y PRN1 representa una forma de regulacion transcripcional en plantas (Lapik y Kaufman,
2003).

Otro candidato como efector en plantas es la proteina RACK (receptor para cinasa C
activada), regulada por Ga durante el desarrollo embrionario y germinacion de semillas en
arroz (Komatsu et al., 2005). THF1 (proteina de formacion de tilacoide) es otro efector en
plantas. En Arabidopsis se ha demostrado que THF1 interactia con GPAL en respuesta a
altos niveles de azucar. Las mutantes con pérdida de funcién de THF1 (thfl) en
Arabidopsis, presentaron hipersensibilidad a D-glucosa exdgena. THF1 es una proteina
localizada en la membrana externa de los plastos e interactia con GPALl cuando la
membrana del plasto esta en contacto con la membrana plasmatica, para mediar sefiales en
procesos como la sintesis de almidén en plastos de la raiz (Huang et al., 2006). Las
fosfolipasas C (PLC) y D (PLD) son otro tipo de efectores regulados por proteinas G en
plantas (Perfus-Barbeoch et al., 2004). Durante la regulacion de la apertura de estomas,
PLC y PLD actian como efectores en la respuesta a ABA (Jacob et al., 1999; Wang et al.,
2001; Zhang et al., 2004). En Arabidopsis se identificaron dominios criticos para la
interaccion fisica entre GPAl y un tipo de PLD, la PLDal (Zhao y Wang, 2004).
Adicionalmente, Gookin y Assmann (2014), demostraron la interaccién de GPA1 y AGB1
de Arabidopsis con PLDal, donde GPAL1 y AGB1 pueden regular de manera diferencial a
PLDal, una vez disociadas del heterotrimero (Go y GPy). Misra et al. (2007), documentan
que un tipo de PLC, la PLC3, es otro efector de Ga que estimula la actividad GTPasa de la
misma. Por otro lado, una proteina citosolica identificada en Arabidopsis, llamada
prefenato dehidratasa (PD1) que tiene interaccion con GPAL, juega un papel en la sintesis
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de fenilpiruvato y subsecuente produccién de fenilalanina, mediada por luz azul. Ante la
exposicion a esta luz se induce la activacion de GCR1 (receptor acoplado a proteinas G) y
GPALl y se activa a PD1 y se produce fenilalanina (precursor de fenilpropanoides) como
proteccion de la planta ante el estrés (Warpeha et al., 2006). PD1 es un efector de GPAL en
la cascada de sefalizacion para desencadenar la resistencia a la radiacion UV en
Arabidopsis. La sintesis de fenilpropanoides como material de proteccién de la planta ante
la radiacion UV, sigue la ruta GCR1-GPA1-PD1 (Warpeha et al., 2008). En este sentido,
He et al. (2013) encontraron que la radiacion UV-B provoca un incremento en la
produccion de H,O, y subsecuente acumulacion de 6xido nitrico (NO) que induce el cierre
estomatico en Arabidopsis, respuesta mediada por GPAL.

Mecanismos de regulacion de las proteinas G heterotriméricas

Las proteinas G heterotriméricas son mediadoras de estimulos extracelulares hacia el
interior celular a través de receptores y efectores (Choudhury y Pandey, 2015; Offermanns,
2003; Schappi et al., 2014). Este sistema de transduccion de sefiales, incluye ademés otros
factores que intervienen en el proceso de la sefializacion, como las proteinas aceleradoras
de la actividad GTPasa (GAPs) y las proteinas inhibidoras de la disociacion del nucle6tido
guanina (GDIs), que regulan negativa y positivamente a Ga, respectivamente (Temple et
al., 2010). Entonces la subunidad Ga puede ser activada por factores de intercambio del
nucleétido guanina (GEFS) y su activacion puede ser inhibida por GDIs, mientras que su
desactivacion puede ser acelerada por una RGS que se unen a Ga y aceleran su actividad
GTPasa (Offermanns, 2003; Sprang, 1997; Siderovski y Willard, 2005; Temple et al.,
2010). Aunado a lo anterior, existen estimuladores extracelulares, conocidos como
ligandos, que se unen a los receptores y que provocan cambios en su conformacion, lo que
estimula el intercambio de nucleétidos en Ga (GDP—GTP). La unién de Ga-GTP ocasiona
la disociacion del heterotrimero en Go-GTP y GPy, cada entidad interactia con los

efectores y la sefial es finalizada mediante la hidrolisis de GTP que puede ser acelerada por
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una proteina RGS, lo que regresa a la proteina G a su estado inactivo (Pandey y Assmann,
2004).

Mecanismos mediados por un receptor acoplado a proteinas G y por una proteina
reguladora de sefializacion

Los receptores acoplados a proteinas G o GPCRs son factores de intercambio del
nucleotido guanina (GEF, guanine nucleotide exchange factor). Su principal caracteristica
es presentar un dominio que contiene siete regiones transmembranales (7TM) altamente
conservadas (Urano y Jones, 2013). En Arabidopsis se encontré el gen GCR1 que codifica
una proteina con una alta similitud en su secuencia de aminoécidos a un GPCR de
mamiferos, ademas de una estructura clasica 7TM con su extremo amino fuera y su
extremo carboxilo dentro de la membrana plasmaética, caracteristica de los GPCRs
(Josefsson y Rask, 1997). Asi mismo, se demostr6 que GCRL1 interactla fisicamente con
GPA1 y acta como regulador negativo en la respuesta a ABA en Arabidopsis (Pandey y
Assmann, 2004). En otros trabajos, se reporta que GCR1 participa junto con GPAL en una
ruta de sefializacion responsable de la sintesis de fenilpropanoides mediada por luz azul
(Warpeha et al., 2006). Chicharo y arroz contienen un Unico gen que codifica para GPCR,
denominados PsGPCR y OsGPCR, respectivamente; los cuales generan en su secuencia de
aminoacidos una region 7TM (Misra et al., 2007; Yadav y Tuteja, 2011). Otros candidatos
a receptores tipo GPCR han sido propuestos en plantas, tales como GTG1, GTG2 (Pandey
et al., 2009) y las proteinas MLO (Urano y Jones, 2013); sin embargo, las plantas utilizan

un sistema de regulacion de sefiales diferente al reportado en mamiferos.

En este mecanismo de sefializacién en plantas la proteina RGS juega un papel muy
importante (Urano et al., 2013). La proteina RGS en Arabidopsis, AtRGS1, tiene una
topologia parecida a un GPCR con un dominio 7TM, un extremo amino extracelular y un
extremo carboxilo intracelular. El extremo carboxilo contiene una caja RGS que se
caracteriza por unirse y acelerar la actividad GTPasa de GPA1 (Chen et al., 2003). Se han

reportado genes que codifican para estas proteinas transmembranicas de 7TM-RGS en
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plantas vasculares, pero hasta el momento no se han reportado en plantas no vasculares y
gramineas (Phan et al., 2013), donde aun se desconoce el mecanismo de regulacion del
estado activo de las proteinas G (Urano y Jones, 2014). En Arabidopsis, GPAL no requiere
de un GEF para su activacion, porque se disocia de manera espontanea de GDP y establece
un fuerte enlace con GTP, donde AtRGS1 actia como una GAP regulada por glucosa
(Johnston et al., 2007). Con una D-glucosa u otro tratamiento como ligando, AtRGS1 es
fosforilada en su extremo C-terminal por una proteina quinasa de la familia de las WNK
(AtWNKS8), que promueve la endocitosis de AtRGS1. La endocitosis de AtRGS1
interrumpe su actividad de GAP y es probablemente el mecanismo utilizado para mantener
activa la sefializacion por proteinas G en la membrana plasmética (Urano et al., 2012;
Urano et al., 2013).

Debido a que GPAL no requiere un GEF para su activacion, la existencia de un receptor
acoplado a proteinas G (GPCR) ha sido una interrogante en el reino de las plantas. La
utilizacion de diferentes servidores para predecir el plegamiento de una proteina (I-
TASSER, LOMETS, HHpred, FUGUE y Phyre) indican que GCRL1 es el unico candidato
en plantas como posible GPCR (Taddese et al., 2014). GCR2 fue reportado como un
homdlogo humano de la lantionina sintetasa bacteriana (Gao et al., 2007). GTG1 y GTG2
son homologos de la proteina GPR89a, la cual es una proteina reguladora del pH del
aparato de Golgi (Urano et al., 2013). Por otro lado, las proteinas MLO presentan un
dominio 7TM, pero no se ha podido confirmar su acoplamiento con proteinas G (Urano y
Jones, 2013). En apoyo a la hip6tesis de que GCR1 es un GPCR en plantas, Chakraborty et
al. (2015b) realizaron un analisis del transcriptoma bajo las mismas condiciones para GPA1
y GCRL1 en el cual compararon los genes de respuesta identificados para GPAL1 y GCR1, en
el que encontraron 104 genes en comun, que corresponden a 26 y 30 % del total de los
genes de respuesta identificados, respectivamente. Es decir, que GCR1 y GPAL ademas de

regular algunos genes en comun, juegan un papel totalmente independiente entre si.
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Otros mecanismos de regulacion de sefiales

La regulacion de la sefializacion por proteinas G involucra dos familias de proteinas, la
familia de las proteinas RGS y la familia de las proteinas que contienen el motivo GolLoco
(Mendoza et al., 2014). Como se menciond anteriormente, las proteinas RGS tienen una
actividad GAP, que acelera el cambio de GTP a GDP, lo que inactiva al heterotrimero
(Jones et al., 2011). Las plantas inferiores y las gramineas no presentan RGS, por lo que se
asume que tienen otro mecanismo de regulacién del estado activo de Ga (Urano y Jones,
2014). No obstante, aunque se ha descrito que proteinas que contienen el motivo GoLoco,
pueden unirse a Ga-GDP e inhibir la disociacion del heterotrimero, en plantas estas
proteinas no han sido estudiadas (Kimple et al., 2002). En arroz, la subunidad Ga presenta
en el extremo amino de su secuencia de aminoécidos un motivo GoLoco lo cual indica que
podria actuar como GDI (Yadav et al., 2013). Por otro lado, la presencia de un dominio rico
en cisteina en el extremo carboxilo de AGG3 (Gy3 de Arabidopsis) la convierte en una
subunidad atipica dentro de las Gy (Chakravorty et al., 2011). EI dominio CaaX rico en
cisteina en el extremo carboxilo de AGG3 posee una region extracelular que podria estar

involucrada en la percepcion de estimulos extracelulares (Wolfenstetter et al., 2015).

Respuesta a estrés abiotico mediada por proteinas G heterotriméricas

El estrés abidtico en las plantas puede ser ocasionado por factores ambientales como las
temperaturas extremas, la baja o alta radiacion, condiciones de sequia, escases de nutrientes
en el suelo, o elevada salinidad en el suelo (Koyro et al., 2012). Las plantas responden e
incluso se adaptan a condiciones de estrés ambiental de una manera compleja e integrada
(Oktem et al., 2008). Algunas formas en que las plantas se adaptan y toleran el estrés
incluyen cambios fisioldgicos como reduccion del area foliar, abscision y marchitez de
hojas, estimulacion del crecimiento radicular, alteracion en el contenido de agua,
produccion de especies reactivas de oxigeno, entre otras. Por otro lado, las respuestas

moleculares de la planta al estrés abiotico incluyen la percepcién y transduccién de sefiales,
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expresion de genes y cambios metabolicos (Lata et al.,, 2011). Este sistema de
comunicacion celular permite que las células coordinen estimulos ambientales e
intracelulares, lo que integra las sefiales extracelulares a una respuesta intracelular mediante
moléculas efectoras a través de las proteinas G, donde éstas llegan a regular alrededor del
80 % de las sefales extracelulares a través de las membranas en las plantas (Yadav et al.,
2014). Las proteinas G estadn asociadas con la respuesta de la planta al estrés abidtico
(Cuadro 2).

Radiacion

La radiacion ultravioleta (UV) comprende alrededor del 8 % de la radiacion solar total y se
divide en tres tipos: UV-C, UV-B y UV-A, debido a su rango de longitud de onda. La
radiacion UV-B es de particular interés porque puede causar una variedad de dafios en las
plantas como induccién del cierre estomatico que puede afectar la eficiencia del
intercambio de gases, cambios en la anatomia y grosor de la hoja que pueden afectar el
entorno de luz de la hoja, cambios en la morfologia del dosel que pueden afectar la
morfologia de la planta (Holl6sy, 2002). Las plantas responden a la radiacion UV-B lo que
estimula mecanismos de proteccion, el mas comin es la biosintesis de compuestos
fenolicos y flavonoides que absorben este tipo de radiacion (Frohnmeyer y Staiger, 2003).
Warpeha et al. (2006) demostraron que la luz azul induce la acumulacion de fenilpiruvato y
subsecuente fenilalanina (Phe) en plantulas etioladas de Arabidopsis mediante la accion de
la prefenato dehidratasa (PD1). GCR1-GPA1-PD1 forman parte de una cadena de
sefializacion, donde GPA1 interactia con PD1, enzima responsable de la conversion de
prefenato a fenilpiruvato. La radiacion UV-B también puede estimular la actividad de PD1
mediante la misma ruta GCR1-GPA1-PD1, donde PD1 actua como efector de GPAL y son
criticos para la sintesis de fenilpropanoides en la resistencia a los dafios ocasionados por la
radiacion UV en Arabidopsis (Warpeha et al., 2008). En Arabidopsis, el mecanismo de
sefializacion a través de GCR1 y GPAL puede redistribuir las sefiales a través de diferentes

efectores en los estados de desarrollo de la planta, en diferentes tejidos y en respuesta al
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estrés abiotico (Warpeha et al., 2007). Una respuesta de las plantas al efecto de la radiacion
UV fue observada en mutantes de Arabidopsis, donde GPAL transmitié sefiales por
radiacion UV-B, lo cual indujo la sintesis de H,O, que es esencial para la produccion de
NO que regula el cierre de los estomas en las hojas por el efecto de la radiacion UV-B (He
etal., 2013).

Temperatura

El estrés ocasionado por las temperaturas extremas puede afectar el crecimiento y
produccién de las plantas (Zhang et al., 2015). La temperatura puede detonar mecanismos
de tolerancia en la planta para adaptarse al estrés ambiental. Estos mecanismos incluyen la
activacion de elementos que regulan la transcripcion de genes y se ha reportado que a
través del GPCR, las proteinas G heterotriméricas participan en la tolerancia al estrés
abiotico en células vegetales (Yadav y Tuteja, 2011). Por otro lado, ABA interviene en el
desarrollo de las plantas, asi como en su adaptacion al estrés abidtico provocado por bajas
temperaturas, salinidad y sequia, ademas de ser un regulador de las vias de sefializacion
mediadas por proteinas G (Alvarez et al., 2011). En arroz se ha reportado que el gen Ga
(RGA1) es sobre-regulado por el estrés ocasionado por el frio, mientras que el calor
ocasiona una regulacion baja de RGA1. La proteina RGAL participa en la respuesta al estrés
ocasionado por la temperatura en rutas dependientes de ABA, lo que regula la transcripcién
de genes a través de elementos de respuesta a estrés presentes en la regién promotora del
gen (Yadav et al., 2013).

Yadav et al. (2012) sefialan que las subunidades Gyl y Gy2 de arroz (RGG1 y RGG2)
pueden mostrar alta actividad en respuesta al estrés ocasionado por bajas temperaturas en la
planta, mediante la activacion de elementos de respuesta a estrés por temperaturas bajas
(LTRs) presentes en la regién promotora de los genes RGGs. RGG1 y RGG2, al igual que
RGAL siguen una ruta dependiente de ABA en la respuesta al estrés por temperatura en

arroz. Por su parte, la sefializacion por el estrés ocasionado por calor en arroz, es
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independiente de RGA1, RGG1 y RGG2 (Yadav et al., 2012; Yadav et al., 2013). Por el
contrario, las subunidades Ga y G de chicharo (PsGa y PsGp, respectivamente), confieren
a la planta resistencia a temperaturas altas (Misra et al., 2007). En arroz, la subunidad Gf
de arroz, RGB1, participa en la sefializacion del estrés ocasionado por frio a través de LTRS

mediante vias independientes de ABA.

La localizacion de RGBL1 en el ndcleo revela que puede jugar un papel mas amplio y
regular la expresion de ciertos genes (Yadav et al., 2014). Al igual que RGB1, la subunidad
Gp de Arabidopsis (AGB1) ha sido localizada en el nucleo y la interaccién de AGB1 con
factores de transcripcion ha sido reportada (Klopffleisch et al., 2011), lo cual sugiere otra
forma de regular la tolerancia al estrés abiotico en las plantas (Yadav et al., 2014). Por otro
lado, Chakraborty et al., (2015c) encontraron que en Arabidopsis tanto GCR1 como GPA1
regulan el incremento de los niveles de enzimas como la superoxido dismutasa, ascorbato
peroxidasa y catalasa, las cuales mantienen niveles bajos de ROS como respuesta de la
planta al estrés ocasionado principalmente por la temperatura baja seguido del estrés que

ocasiona la temperatura alta.

Salinidad

La salinidad impone un efecto de escasez hidrica y de toxicidad idnica que altera los
procesos primarios de transporte a través de desérdenes nutricionales, metabolicos, de
crecimiento, de desarrollo y en la homeostasis (Khatri y Mudgil, 2015). Para atender los
problemas que se presentan en los cultivos por efecto de la salinidad, es necesario un mejor
entendimiento de las bases moleculares y fisioldgicas que faciliten la ingenieria de los
cultivos en la tolerancia al estrés salino (Colaneri et al., 2014). En chicharo, se observé que
PsGa confiere tolerancia a este tipo de estrés, mientras que PsGp no participa. Donde, PLC
aparece como una molécula efectora en la sefializacion mediada por Ga en respuesta a la
salinidad en chicharo (Misra et al., 2007). En Arabidopsis, GCR1 y GPAL responden a

altas concentraciones de Na*, que regulan enzimas a nivel post-traduccional que mantienen
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los niveles bajos de especies reactivas de oxigeno (ROS) durante la tolerancia de la planta
al estrés por salinidad. Por otro lado, AGB1 regula de manera positiva la expresion de
genes involucrados en la sintesis de prolina para la regulacion de la presion osmotica en
respuesta al estrés por salinidad. Ademas AGBL1 parece estar involucrado en rutas
dependientes de ABA en la respuesta al estrés por salinidad, debido a la presencia de
elementos de respuesta a ABA (ABRE) en la region promotora del gen (Ma et al., 2015).
Sin embargo, en arroz RGAL, RGB1, RGG1 y RGG2 presentan elementos de respuesta a
ABA en la region promotora de sus genes y un elemento de respuesta inducida por
salinidad (GT-1 motif). La exposicion a condiciones de salinidad y ABA causa la expresion
de RGAL, RGG1 y RGG2. Esto sugiere la participacion de RGA1, RGG1 y RGG2 en la
tolerancia al estrés por salinidad en arroz y la posible funcion especifica en vias de
sefializacion reguladas por ABA en la respuesta a este tipo de estrés (Yadav et al., 2012;
Yadav et al., 2013; Yadav et al., 2014). Aunque el perfil de transcripcion de RGB1 no
mostr6 cambios significativos en la exposicion a ABA, el estrés por salinidad causo la
expresion de RGB1, lo cual sugiere que RGBL1 transduce sefiales extracelulares por si sola o

mediante la interaccion con factores de transcripcion en el nucleo (Yadav et al., 2014).
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Cuadro 2. Respuesta de las proteinas G a condiciones de estrés ambiental

Proteinas G Radiacion Temperatura Salinidad
Subunidad Gu -Sintesis de pigmentos -Respuesta a temperatura baja -Respuesta a
fenilpropanoides en arabidopsis  dependiente de ABA en arroz concentraciones altas de Na*
. i . n arroz
Produccion de H,0, y NO Toleranciaatemperaturaaltaen " 20
asociados con el cierre de chicharo —Tolerancia a
estomas en arabidopsis . concentraciones altas de Na*
-Tolerancia a temperatura alta en B
- . en chicharo
arabidopsis
-Tolerancia a

-Tolerancia a temperatura baja en ) .
concentraciones altas de Na

arabidopsis - .
P en arabidopsis
Subunidad G -Respuesta a temperatura baja -Respuesta a
independiente de ABA en arroz concentraciones altas de K*

. en arroz
-Tolerancia a temperatura alta en

chicharo -Tolerancia a
concentraciones altas de Na*
en arabidopsis

-Respuesta a
concentraciones altas de Na*

en canola
Subunidad Gy -Respuesta a temperatura baja -Respuesta a
dependiente de ABA en arroz concentraciones altas de Na*

en arroz

Perspectivas de las proteinas G en la agricultura

Las plantas interaccionan con un gran numero de factores ambientales y han desarrollado
mecanismos que les permite adaptarse a condiciones de estrés. El estrés abidtico es de los
mas importantes porque ocasiona pérdidas en el rendimiento de los cultivos (Rejeb et al.,
2014). Los mecanismos de respuesta de las plantas al estrés como la temperatura alta o
baja, salinidad y sequia proveen informacion acerca de los cambios en las plantas a nivel
fisiolégico, bioquimico y de expresion de genes. EI complejo heterotrimérico de proteinas
G y el GPCR en las plantas encienden rutas de sefializacion como respuesta de las plantas
durante la regulacion del estrés abiotico (Chakraborty et al., 2015c¢). Las proteinas G tienen
una respuesta directa a la salinidad (Colaneri et al., 2014; Misra et al., 2007), sequia (Xu et
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al., 2015), temperatura (Yadav et al., 2012; Yadav et al., 2013; Yadav et al., 2014),
radiacion (Warpeha et al., 2008), asi como la sefializacion mediada por ABA (Alvarez et
al., 2011). Estos hallazgos han colocado a las proteinas G dentro de los blancos moleculares

en la manipulacion de los cultivos frente al estrés ambiental.

Por otro lado, la participacion de otras moléculas dentro de esta compleja red de
sefializacion extiende el abanico de oportunidades en la agricultura, ya que se ha
encontrado que la presencia de la subunidad G en el ndcleo permite la transduccion de
estimulos que interactian con factores de transcripcion lo que regula la expresion de
algunos genes (Yadav et al., 2014). En Arabidopsis, AGB1 esta implicada en la regulacién
de AtMPKG®6 lo que modula la interaccion de AtMPK®6 con otros componentes en respuesta a
ABA vy deshidratacion (Xu et al., 2015). En respuesta a salinidad, AtRGS1percibe Na*, el
NaCl incrementa los niveles de azlcar en las células de hojas y raiz, lo cual ocasiona la
internalizacion de AtRGS1 vy la consiguiente activacion de las proteinas G que permiten la
sobrevivencia de la planta al estrés por salinidad (Colaneri et al., 2014). El analisis y la
integracién del conocimiento que ha sido generado a partir de la caracterizacion de las
proteinas G y el resto de sus componentes de sefializacion han permitido identificar a este
complejo sistema de transduccién de sefiales como potenciales herramientas genéticas que

puedan ser usados en la tolerancia de los cultivos al estrés ambiental.

CONCLUSIONES

El amplio conocimiento adquirido acerca de las proteinas G marca la pauta para
individualizar su estudio en plantas. A pesar de las similitudes con sus homologos en el
modelo animal, el mecanismo de sefializacion a traves de proteinas G difiere incluso entre
diferentes grupos de plantas, ya que en cereales se desconoce la forma de regulacién de la
sefializacion por proteinas G; sin embargo, en casos como el del arroz, la presencia de sitios

GoLoco en Ga, puede ser una forma de regulacion de la sefializacion. En las plantas las

43



proteinas G no dependen totalmente de un GPCR para activar a otras moléculas. La Gy
podria jugar un papel importante, tanto de especificidad como de percepcion de sefiales, al
poseer una region extracelular. Aunque queda mucho por estudiar acerca de este complejo
sistema de sefializacién, el acercamiento a potenciales blancos en la agricultura para
desarrollar la tolerancia de las plantas a multiples condiciones de estrés ambiental es a
través del enfoque a estos estudios.
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ABSTRACT

Heterotrimeric G-proteins (G proteins) constitute a classical signal transduction
system which can operate together with G-protein coupled receptors (GPCRs) and
regulators of G-protein signaling (RGS) in environmental stress-related pathways. The
environmental factors that can cause stress in plants include extreme temperatures, salinity,
drought, nutrient deficiency and ultraviolet B (UV-B) radiation, which affect many aspects
of plant physiology and activating diverse signaling pathways. Signaling response of
Capsicum plants to UV-B radiation has not been studied. In this study, we report the
expression profile of G proteins, GPCR and RGS genes from Capsicum plants subjected to
stress with UV-B radiation. CaGal and CaGp1 genes exhibited an increased expression
after 18 h of UV-B radiation treatment in stems, while CaGyl, CaGy2, CaRGS1 and
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CaGPCR genes showed no significant changes in expression. In roots, CaGal and CaRGS1
genes showed an increasing expression profile after 3, 18 and 25 h after UV-B radiation but
its expresion was not statistically significant. Signaling response to UV-B-radiation in
Capsicum was mediated by G proteins in a specific-tissue manner where CaGal and
CaGpl has an active role in stems. The expresion profiles found in this study were
associated with UV-B induced responses in plants, however, the specific roles of G protein
members induced by UV-B radiation in Capsicum remains to be elucidated. These results
provide evidence of the role of G protein signaling system in response to UV-B radiation in
Capsicum, which could be important to contribute with new genes to be used as molecular

markers for manipulation to enhance a abiotic stress tolerance in crop plants.

Keywords: Capsicum, UV-B radiation, heterotrimeric G proteins, G-protein coupled

receptor, regulator of G-protein signaling protein, gPCR.

INTRODUCTION

Heterotrimeric G proteins (G proteins) are composed of Ga, Gp and Gy subunits
and constitute a membrane signal transduction mechanism in animals and plants (Stateczny
et al., 2016). G proteins can couple external signals through cell surface receptors to
appropriate intracellular molecules that mediate cell responses (Xu et al., 2016). A G-
protein coupled receptor (GPCR) perceives external stimuli and facilitate the GDP—GTP
bound on Ga. This allows dissociation of the heterotrimer into Ga-GTP and Gfy. Ga-GTP
and GBy can independently modulate diferent downstream effectors. Intrinsic GTPase
activity of Ga hydrolyzes GTP and return the heterotrimer to its inactive state. But in some
cases, GTPase activating proteins (GAPs) can accelerate GTP hydrolysis to regulate G
protein activation-deactivation cycle (Subramaniam et al., 2016). Some GPCR-like proteins

have been reported in plants, but the GTP exchange factor (GEF) activity has not been
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proven (Roy Choudhury and Pandey, 2016). Moreover, in arabidopsis, G proteins can self-
activate, because the Ga subunit (AtGPAL) can be joined to GTP the most of the time, this
suggests that signaling in plants is mostly performed by a GAP like the regulator of G
protein signaling (RGS) proteins, speeding up the deactivation (Urano and Jones, 2014).

Plant G proteins and some other components of this signaling system have been implicated
in cell division (Chen et al., 2006), morphological development (Anderson and Botella,
2007; Izawa et al., 2010; Lease et al., 2001; Romero-Castillo et al., 2015), response to light
stimuli (Warpeha et al., 2006), and abiotic stress (Misra et al., 2007; Yadav et al., 2012;
Yadav et al., 2013; Yadav et al., 2014; Yadav and Tuteja, 2011). Abiotic stress is the most
important environmental factor that impacts on plant growth (Rejeb et al., 2014).
Ultraviolet radiation B (UV-B, 280-320 nm) is a natural stressful factor for plants. UV-B,
can drive to severe damage on plants and crops, usually with anato-morphological,
metabolic and molecular effects (Carrasco-Rios, 2009; Fina et al., 2017; Khudyakova et al.,
2017). Being sessile organisms, plants respond and adapt to UV-B radiation effects through
defense mechanisms (Carrasco-Rios, 2009).

G proteins have been implicated in the plant response to damage caused by UV-B radiation.
In arabidopsis, GPA1 (Ga subunit) activation is UV-B induced and promotes stomatal
movement through H,O, and NO production (He et al., 2013). The production of UV-B
absorbing compounds, such as phenolic compounds and flavonoids, is another, and well
studied UV-B radiation protective mechanism in plants (Zlatev et al., 2012). Warpeha et al.
(2008) found that in arabidopsis, GCR1 (G protein coupled receptor) and GPAL initiates a
signaling pathway that confer UV radiation protection to the plant, activating prephenate
dehydratasel (PD1), a precursor of a wide variety of secondary metabolites produced by
the penylpropanoid pathway. Leon-Chan et al. (2017) reported that UV-B radiation induces
an increase in content of flavonoids in plants of Capsicum for protection. However, the
signal transduction systems that initiate this defense response in Capsicum plant tissues are
little explored. Recently, Romero-Castillo et al. (2015) identified the G protein complex
and their RGS genes in bell pepper plants. They found in the promoter region of Capsicum
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G protein and RGS genes, the presence of elements related to stress response and
development. In the present study, we described the gene expression profile of G proteins,

RGS and GPCR genes in Capsicum plants under the exposure to UV-B radiation.

MATERIALS AND METHODS

Plant material and stress treatment

The bell pepper (Capsicum annuum L.) Cv. Cannon plants were produced as described by
Ledn-Chan et al. (2017). Twenty-eight DAS (days after sowing) bell pepper plants were put
in a plant growth chamber (GC-300TLH, JEIO TECH; South Korea) for three days under
the following conditions: 12 h photoperiod (from 6:00 to 18:00 h) of PAR
(photosynthetically active radiation) (972 umolem-2¢s-1), 25/20 °C (day/night) temperature
and relative humidity of 65 %. After that, treatments of UV-B radiation (UV-B) were
applied; briefly, plants were irradiated for 6 h with PAR (from 06:00 to 10:00 and 16:00 to
18:00 h) and for 6 h of UV-B irradiation (72 kJ-m?, from 10:00 to 16:00 h). The UV-B
radiation was applied using three Phillips TL 100W/01 lamps (Germany) with a narrow
waveband between 305 to 315 nm and peaks at 311 nm; the distance between plant leaves
and UV-B lamps was 50 cm, and the UV-B irradiance was measured by a UV A/B light
meter (SPER SCIENTIFIC, model 850009; Scottsdale, AZ, USA). The UV-B radiation
treatment was initiated at day 31 and sampling started at 10:00 h just before turn the
radiation UV-B lamps on; therefore, 10:00 h at day 31 was considered as time 0 h. Then,
the next samples were collected after 1, 2, 3, 6, 12, 18, 25 and 30 h of exposure. Samples
were frozen in liquid nitrogen and stored at -80 °C in an ultra-low temperature freezer
(Revco UxF40086A, Thermo Scientific; USA) until analysis.
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Primer design

For the bell pepper G-protein coupled receptor identification, the known sequence of Rice
GPCR gene (OsGPCR) (accession number HQ676132.1) was aligned with the BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) programm. The predicted sequence for a Capsicum
annuum GPCR with 70% identity with OsGPCR, was used to design primers. A Capsicum
annuum G-protein coupled receptor (CaGPCR) DNA fragment of 491 pb was amplified by
PCR using forward primer (5-GGTCATGTAGGGATCCTTCC-3") and reverse primer
(5"-TTGCCTTTCCTGTGTGTC-3") and first strand cDNA from bell pepper cv Cannon as
a template. The PCR amplicon was sequenced by the Sanger method with AB3730 DNA
Analyzer (Applied Biosystems, Japan). The sequence was aligned with BLAST in the
GenBank database and the analysis showed about 98 % identity with predicted Capsicum
annuum GPCR. The CaGPCR sequence from bell pepper cv Cannon was used for the
gPCR primer design of forward primer (5"- GGCTCCAAATCCTCTACATCAG-3") and
reverse primer (5'- GGTTCTTCTGTTATGCTCAGGG-3"). Specific primers for G
proteins and RGS genes of Capsicum were reported by Romero-Castillo et al. (2015).

Isolation and cDNA synthesis

Total RNA was isolated from 100 mg of stress treated and non-treated stems and roots of
plants, using TRIzol® reagent (Invitrogen Life Technologies, USA). Genomic DNA
contamination was removed by DNase treatment with TURBO DNA-free™ Kit (Thermo
Fisher Scientific, USA). The total RNA obtained was used as template for cDNA synthesis.
The first strand cDNA was synthesized from 2 g of total RNA using SuperScript® 111
First-Strand (Invitrogen Life Technologies, USA) using oligo (dT),, according to the

manufacture’s instructions.
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Quantitative real-time PCR (qPCR)

The transcript profiles of CaGal, CaGpl, CaGyl, CaGy2, CaRGS1 and CaGPCR1 were
determined by gqPCR in stems and roots of plants treated with UV-B radiation. gPCR
reactions were perfomed using specific primers for G proteins and RGS genes of Capsicum
previously reported by Romero-Castillo et al. (2015). Capsicum ubiquitin-conjugating
protein (UBI-3) (AY486137.1) was used as a normalization control. The gPCR experiment
was repeated twice independently and each experiment included three technical replicates
for each sampling time. Relative gene expression was calculated using 2“*“? according
with Livak’s method. To calculate the relative expression level of genes, the 0 h time point
was considered as the calibrator condition. Statistical analysis was performed using
analysis of variance (ANOVA) with Fisher’s pairwise comparison test.

RESULTS AND DISCUSSION

Gene expression of G proteins, RGS and GPCR in stems of Capsicum plants

The stems, in particular, its vascular tissue, is involved in the movement of resources to
different plant organs, it also provide mechanical support, and function as a long-distance
communication system of abiotic and biotic environmental conditions (Lucas et al., 2013).
Signaling pathways through G proteins are key in physiological processes in stems of some
species. In arabidopsis, it has been reported that GPAL and AGB1 subunits are expressed
abundantly in vascular tissue (Anderson and Botella, 2007). In Capsicum stems, we found
that CaGal and CaGpl genes showed a significant increase in transcript levels at 18 h after
UV-B radiation was started (Fig. 2A and D), while CaRGS1, CaGPCR1, CaGyl and
CaGy2 did not show statistically significant differences in their expression (Fig. 2B, C, E

and F). UV-B can cause direct and indirect effects on plants. Direct effects are related to
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growth, photosynthetic assimilation, cell division and development, whereas indirect
effects manifest with synthesis of secondary metabolites (Prado et al., 2016). Singh et al.
(2014) indicated that growth and developmental processes were the most sensitive to UV-B
radiation in maize, while in tobacco it was observed that antisense-Gf plants exhibited
stems reduced in length, which were unable to grow without support (Peskan-Berghofer et
al., 2005). In this study, up-regulation of CaGpl gene was UV-B-induced, suggesting a
specific role of CaGp1 in these stress signaling pathways. It is known that arabidopsis Ga
subunit (GPAL) is a positive regulator of UV-B radiation initiating the synthesis of
phenylalanine, a precursor of a large number of secondary metabolites of protection
(Warpeha et al., 2008), which is one of the most basic and studied plant strategy for
attenuation of UV-B radiation (Solovchenko and Schmitz-Eiberger, 2003). Herein, gene
expression analysis demostrated that CaGal gene was up-regulated by UV-B radiation
maybe as a stress-induced plant response to cope with radiation. In classical G protein
signaling, Ga and Gp subunits act as two functional modules (Xu et al., 2016). In
Capsicum, both CaGal and CaGp1 genes were strongly UV-B-induced and probably have
different roles in signaling response to UV-B. These results suggest that G proteins are

involved in early signaling of physiological processes stress-related in Capsicum.
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Figure 2. Expression profile of G-protein genes of Capsicum annuum determined by gPCR. Total RNA was
isolated from 30 days-old plant stem samples collected at different time intervals after UV-B treatment. (A-F)
Relative gene expression levels of CaGal, CaRGS1, CaGPCR1, CaGpl, CaGyl and CaGy2 were normalized
against UBI-3 gene expression and with respect to control (0 h). Error bars represent the standard error of the
mean of two independent experiments, each experiment consisting of three technical replicates. * Indicate

values statistically different at P < 0.05 according to Fisher’s pairwise comparison test.

61



Gene expression of G proteins, RGS and GPCR in roots of Capsicum plants

Root is the underground organ in terrestial plants that do not grow in a total darkness
environment due to the fact that sunlight can penetrate the soil surface affecting root
growth. In addition, light perceived by shoots, especially UV-B radiation, can also affects
root architecture (Mo et al., 2015). Root growth and architecture depend on cell division of
root apical meristems and subsequent cell elongation (Perfus-Barbeoch et al., 2004). Null
mutant of AtRGS (AtRGS1) in arabidopsis increased cell production in primary roots due
to lack of GAP activity and subsequent steady-state pool of activated Ga, which modulate
cell division in apical meristems (Chen et al., 2003). Moreover, null mutants of AGB1 and
GPAL1 (agbl and gpal) in arabidopsis showed more and fewer lateral roots, respectively.
Whereas Ga is a positive modulator of cell division in apical meristems, G plays an
opposite role attenuating cell division (Chen et al., 2006). In this study, we evaluated if
Capsicum plants responded to UV-B radiation through G protein signaling system in a
tissue-specific way, since G protein expression was observed induced in stem. In the gene
expression analysis of CaGal, CaGpl, CaGyl, CaGy2, CaRGS1 and CaGPCRL1 in roots,
no statistical differences were found in the relative expression of the evaluated genes
according to Fisher’s pairwise comparison test. Despite no significant differences in gene
expression were found, CaGal and CaRGS1 expression profiles seem to show certain
similarity, particularly in the increase of expression at 3, 18 and 25 h (Fig. 3A and B).
Statistical confirmation of these observations in later experiments would suggest that
CaGol participates in the response to UV-B radiation in roots, which could be probably
being regulated by CaRGS1. According with Choudhury et al. (2012), Ga and RGS can
display similar expression profiles because these proteins work together in G protein
signaling regulation. It is probably that UV-B radiation after 3 h of exposition of Capsicum
plants could affects roots, where these components of G protein signaling could play a

specific role.
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Figure 3. Expression profile of G-protein genes of Capsicum annuum determined by gPCR. Total RNA was
isolated from 30 days-old plant root samples collected at different time intervals after UV-B treatment. (A-F)
Relative gene expression levels of CaGal, CaRGS1, CaGPCR1, CaGpl, CaGyl and CaGy2 were normalized
against UBI-3 gene expression and with respect to control (0 h). Error bars represent the standard error of the
mean of two independent experiments, each experiment consisting of three technical replicates. * Indicate

values statistically different at P < 0.05 according to Fisher’s pairwise comparison test.
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Summary: expression analysis of G proteins, RGS and GPCR in stems and roots of
Capsicum

Our results indicate that UV-B radiation up-regulates CaGal and CaGpl genes in stems of
Capsicum plants, while CaGal and CaRGS1 genes exhibited a similar expression profile in
roots of Capsicum plants, although no statistically significant. The veracity of such results
will require confirmation in additional experiments. CaGal and CaGp1 might participate in
Capsicum stress responses induced by UV-B radiation. The regulation of the active form of
Ga in response to UV-B radiation in Capsicum stems seems not to be regulated through a
RGS protein.

Plant G proteins are self-activating without a GPCR; in arabidopsis and rice, AtRGS1 and
COLD1 (an ortholog of arabidopsis GTG proteins), respectively, function like GTPase
accelerating proteins which keeps the G protein in its inactive form (Subramaniam et al.,
2016; Xu et al., 2016). However, transcriptomic studies indicated that GCR1 and GPA1l
share a large number of downstream genes (Chakraborty et al., 2015) and both are required
for photomorphogenesis mediated by blue light and synthesis of secondary metabolites in
response to UV radiation (Warpeha et al., 2008; Warpeha et al., 2006). We suggest that G
protein signaling in response to UV-B radiation exposure in Capsicum possibly does not
require a GPCR. However, it is possible that the G protein complex and GPCR act together

in another abiotic stress conditions in Capsicum.
Here, we presente new candidates for manipulation of Capsicum crops in resistance to UV-

B stress. Additional studies are needed to elucidate the role of these molecules in abiotic

stress signaling pathways, especially UV-B-induced stress.
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ABSTRACT

UV-B radiation can affect physiology, growth, development, and yield of plants
adversely. Physiological responses to UV-B imply the activation of metabolic changes
mediated by the up- and down-regulation of gene expression. Gene expression under UV-B
exposition of Capsicum annuum plants cv. Cannon was determined by RNA-sequence
analysis. Twenty five hours of UV-B radiation (72 kJ-m?) was applied to 31-days-after
sowing Capsicum annuum plants. Most of the expressed genes in response to UV-B were
related to regulation of transcription, Kkinase activity and oxidative stress response
according to Gene Ontology (GO) classification. The differential expression analysis
identified a total of 273 genes significantly expressed, among these 111 were up-regulated
and 162 were down-regulated. Most of identified differentially expressed genes (DEGS)

were mainly related to defense response, stress response, photosynthesis, oxidoreductase
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activity and regulation of transcription. In this study, we identified some DEGs encoding
WRKY transcription factor family, cytochrome P450s and pathogenesis-related genes. This
may suggest that some of pathways implicated in UV-B response in Capsicum could be
regulated by G protein signal transduction. Here, we present some candidate genes
associated to Capsicum protection against UV-B, which could be manipulated for
improving agricultural productivity of this crop. However, it is important to mention that is

necessary a gPCR validation of some of DEGs found in this study.

Keywords: RNA-sequencing, UV-B, Capsicum, stress response.

INTRODUCTION

Plants are exposed to environmental factors that can affect their growth and
development (Koyro et al., 2012; Suzuki et al., 2014). Abiotic stress is considered the main
cause affecting growth in plants and yield losses. Abiotic factors that cause stress in plants
included extreme temperatures, drought, nutrients, salinity and radiation (Koyro et al.,
2012). Plants are vulnerable to UV-B radiation because sunlight is indispensable to survive
(Mackerness, 2000). UV-B affects aspects of plant biology such as leaf area reduction, stalk
growth retardation and total plant biomass (Stapleton et al.,, 1997). This damage at
physiological level is related to changes in gene expression induced by UV-B (Chen et al.,
2015; Mackerness, 2000). UV-B radiation increases the production of reactive oxygen
species (ROS), which can damage photosystems Pl and PII, decreasing photosynthesis
(Ledn-Chan et al., 2017; Sharma et al., 2012). One of the best-known mechanisms to
reduce the effect of UV-B radiation in plants is the accumulation of secondary metabolites,
such as flavonoids (Carrasco, 2009; Warpeha et al., 2008). Ledn-Chan et al. (2017) found
that UV-B radiation causes an increase in flavonoid concentration in Capsicum annuum
plants, which are involved in defense mechanisms of the plant to UV-B stress. Flavonoids

play a specific role protecting the photosynthetic apparatus from UV-B damage in plants
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(Solovchenko and Schmitz-Eiberger, 2003). Some changes in plant growth induced by UV-
B radiation are associated with alteration of phytohormone transport and auxin metabolism
(Suchar and Robberecht, 2016). It has been found that when a plant is exposed to UV-B
radiation, the number of some pathogenesis related proteins are increased, such as

protection against attack by pathogens (Mackerness, 2000).

The transcription profile under UV-B exposure has been reported in some plant species
such as Artemisia annua (Pan et al., 2014), Lycium ruthenicum (Chen et al., 2015) and
Glycine max (Yoon et al., 2016). In these studies, the identification of genes related to the
response to UV-B-induced responses, provided knowledge about the molecular
mechanisms by which plants can avoid damage triggered by UV-B radiation. Bell pepper
(Capsicum annuum) is a genus of Solanaceae family of economical importance (Qin et al.,
2013). But molecular aspects on Capsicum response to UV-B radiation are poorly
understood. The objective of this study was to obtain the transcriptome of Capsicum plants
UV-B-irradiated and not-irradiated, and to identify the differentially expressed genes

involved in the UV-B stress response of the plant.

MATERIALS AND METHODS

Plant growth and stress conditions

Bell pepper (Capsicum annuum Cv. Cannon) plants were produced as described by Ledn-
Chan et al. (2017). Twenty-eight DAS (days after sowing) bell pepper plants were put in a
plant growth chamber (GC-300TLH, JEIO TECH; South Korea) for three days at the
following conditions: 12 h photoperiod (from 6:00 to 18:00 h) of PAR (photosynthetically
active radiation) (972 pmolem-2es-1), 25/20 °C (day/night) temperature and relative
humidity of 65 %. After that, UV-B radiation (UV-B) treatments were applied; briefly,
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plants were irradiated for 6 h with PAR (from 06:00 to 10:00 and 16:00 to 18:00 h) and for
6 h of UV-B irradiation (72 kJ-m?, from 10:00 to 16:00 h). The UV-B radiation was applied
using three Phillips TL 100W/01 lamps (Germany) with a narrow waveband between 305
to 315 nm and peaks at 311 nm; the distance between plant leaves and UV-B lamps was 50
cm, and the UV-B irradiance was measured by a UV A/B light meter (SPER SCIENTIFIC,
model 850009; Scottsdale, AZ, USA). The UV-B radiation treatment was initiated at day
31 and sampling started at 10:00 h just before turning the radiation UV-B lamps on;
therefore, 10:00 h at day 31 (no UV-B treatment) was considered as control condition.
Then, the next samples were collected after 25 h. Samples were frozen in liquid nitrogen
and stored at -80°C in an ultra-low temperature freezer (Revco UxF40086A, Thermo

Scientific; USA) until analysis.

Libraries construction and RNA-seq

For RNA libraries, UV-B irradiated and non-irradiated plant stems were collected with two
biological replicates and subjected to RNA isolation. Total RNA was isolated from 100 mg
of stem tissue using TRIzol® reagent (Invitrogen Life Technologies, USA) following the
manufacturer’s recomendations. RNA integrity was evaluated through the assay provided
in the RNA 6000 Nano system in the Agilent Bioanalyzer team (Agilent). RNA with
acceptable purity and integrity (A260 /A280: >1.8; RIN >8) was used to prepare cDNA
libraries of 150 pb paired readings in the Illumina TruSeq Library System. The
concentration of two libraries was determined by fluorometry in the Qubit (Life

Technologies). Later, the readings were sequenced on the Illumina NextSeq-500 platform.

Sequence assembly

The readings of genetic sequences obtained on the Illumina platform were filtered

according to the quality criterion of a Phred score value > 30. The contaminant sequences,

72



oligonucleotides, adapters and low-quality readings were filtered using the tools provided
on the Galaxy platform (galaxyproject.org). The resulting readings were mapped to the
genome of Capsicum annuum cultivar Zunla-1 Ref v1.0 (GenBank accession number
GCA _000710875.1). Using the De Bruijn graphs in the CLC Genomics Workbench 10.1
program, the k-mer size and bubble size were repeatedly modified to obtain the optimum
assembly according to some parameters as higher Nsg, generation of the lowest number of

contigs and a greater number of mapped readings.

Functional annotation of the transcriptome

The functional annotation of the transcriptome was done through the tool provided for
Blast2go version 3.2 and Trinotate (https://trinotate.github.io/). The identified genes were
compared against the NCBI, Swissprot-Uniprot and KEGG databases. Gene Ontology
classification (http://www.geneontology.org) was used to determine the functional

categories (Cell components, molecular function and biological processes).

Differential expression analysis

To identify the differentially expressed genes (DEGs) between the two experimental
conditions, we compared the gene expression profile. For this, the tables with the number
of readings per gene were generated and used for the differential expression analysis using
the negative binomial model executed in the edgeR package of the statistical program R
with a false discovery rate (FDR) < 0.05 and an absolute log; fold change value 1.
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RESULTS AND DISCUSSION

Functional annotation of transcriptome in response to UV-B radiation in Capsicum plants

In transcriptome analysis, we found that a total of 21,625 genes were shared in UV-B
irradiated and control Capsicum plants, 1012 genes were expressed only in control
condition and 1669 genes were expressed in Capsicum under UV-B radiation (Fig. 4).
Gene ontology (GO) classification assignes functional categories to identified genes in
Capsicum transcriptome that includes biological process, cellular components and
molecular functions categories (Chen et al., 2015). The thousands of genes expressed were
functionally classified into 95 GO terms within these categories. We showed the GO
classification of the genes in the UV-B and control conditions and it was observed that in
each subcategory the number of genes increases in UV-B treated plants compared to the
control condition. We found that a large portion of genes associated with biological process
included biosynthetic process, cellular nitrogen compound metabolic process, celular
protein modification process, response to stress and transport (Fig. 5A). Among the cellular
components the nucleous was the dominat subcategory (Fig. 5B) and within the molecular
functions ion binding, DNA binding, kinase activity and oxidoreductase activity were
mainly influenced (Fig. 5C). These findings are consistent with other transcriptomic studies
of UV-B stress response in plants such as Lycium ruthenicum and Artemisia annuua (Chen
et al., 2015; Pan et al., 2014). Herein, expressed genes are mainly involved in the regulation
of transcription, kinase activity and oxidative stress response. The UV-B radiation
promotes morphological and physiological responses in plants that are implicated in cell
signaling and expression of genes involved in the biosynthesis of secondary metabolites,

one of the early responses for plants protection against UV-B radiation (Pan et al., 2014).
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Analysis of differentially expressed genes (DEGs) under UV-B radiation exposure

Using edgeR, we identified the DEGs between UV-B irradiated and control Capsicum
plants. A total of 273 genes were found to be differentially expressed, among these 111
were up-regulated and 162 were down-regulated. A list of top 20 up-regulated and down-
regulated genes is shown in Table 3. The gene with the most significant expression
difference in samples was ‘“branched-chain-amino-acid aminotransferase (BCAT; EC
2.6.1.42) (Table 3). BCAT is one of the enzymes that catalyze reactions towards the
formation of branched chain aminoacids, and it was also found that BCAT gene expression
increases in response to various stresses (Binder, 2010). The gene with the most significant
down-regulated expression was “fasciclin-like arabinogalactan protein 12 (FLA)” (Table
3), FLA is a subclass of arabinogalactan proteins which function as adhesion molecules that
are involved in plant development and in response to abiotic stress (Johnson et al., 2003).
Herein, the damage caused by UV-B radiation in the Capsicum plants could affect the
mechanical support of stems, affecting the expression of genes implied in biomechanical
roles such as FLA12 (Seitfer et al., 2015).
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Figure 4. Venn diagram of transcriptome of Capsicum plants exposed to UV-B radiation. The Venn

diagram shows the overlap of common genes expressed in UV-B irradiated and no-irradiated (control)

Capsicum plants. Genes expressed under UV-B radiation (red) and genes expressed only in control

condition (blue).
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Table 3. List of top 20 up-regulated genes and 20 down-regulated genes in Capsicum plants
irradiated with UV-B according to RNA-seq

ID gene Description CEgln%e p value FDR
(Logy)

Up-regulated

LOC107867296 Branched-chain-amino-acid aminotransferase (EC 2.6.1.42) 2.78 0.000101053  1.32E-07
LOC107873562 UV-B-induced protein At3g17800, chloroplastic-like 2.65 4.77E-08 8.73E-12
LOC107858765 UPF0301 protein CHU_1773-like 2.61 4.77E-08 9.81E-12
LOC107851278 cationic amino acid transporter 7, chloroplastic-like 2.46 2.04E-06 1.11E-09
LOC107859948 F-box protein At5g49610-like 241 0.000121237  1.75E-07
LOC107874799 Uncharacterized protein 241 1.46E-06 5.41E-10
LOC107847031 uncharacterized protein LOC107847031 2.37 2.36E-07 6.48E-11
LOC107841037 heat stress transcription factor C-1 231 0.000712434  2.15E-06
LOC107877347 uncharacterized protein LOC107877347 2.3 2.74E-06 1.69E-09
LOC107859383 uncharacterized protein LOC107859383 2.24 6.03E-06 4.67E-09
LOC107877541 flower-specific defensin-like 2.19 6.03E-06 4.96E-09
LOC107863266 uncharacterized protein LOC107863266 218 0.021633211 0'0023225
LOC107878688 NAC domain-containing protein 72-like 2.13 0.007652271  4.09E-05
LOC107859382 uncharacterized protein LOC107859382 211 0.000186148  3.18E-07
LOC107847728 Carboxypeptidase (EC 3.4.16.-) 2.1 0.000428553  1.08E-06
LOC107860510 phosphate transporter PHO1 homolog 9-like 2.04 0.000250137  4.97E-07
LOC107843699 B3 domain-containing protein At2g36080 2.03 0.000400221  9.06E-07
LOC107875882 BTB/POZ and TAZ domain-containing protein 1-like 2.01 0.000591514  1.66E-06
LOC107876027 protein SRG1-like 1.98 0.002236059  8.25E-06
LOC107863273 Glycosyltransferase (EC 2.4.1.-) 1.98 0.000534534  1.47E-06
Down-regulated

LOC107842225 fasciclin-like arabinogalactan protein 12 -3.43 4.77E-08 4.65E-12
orfl32a hypothetical protein -3.15 0.031873452  0.0004328
LOC107844750 COBRA-like protein 4 -2.77 0.000186148  3.39E-07
LOC107839853 glucuronoxylan 4-O-methyltransferase 1 -2.69 1.09E-05 1.05E-08
LOC107842819 Laccase (EC 1.10.3.2) -2.65 3.66E-05 3.77E-08
LOC107870555 classical arabinogalactan protein 9-like -2.64 5.15E-05 6.01E-08
LOC107849570 aspartic proteinase nepenthesin-1 -2.58 1.02E-05 9.12E-09
LOC107859372 non-classical arabinogalactan protein 31 -2.54 3.84E-06 2.64E-09
ccmC Cytochrome ¢ maturation protein CcmC -2.54 0.012599778  9.22E-05
LOC107843049 Glycosyltransferases (EC 2.4.-.-) -2.42 0.001348897  4.51E-06
LOC107842777 Laccase (EC 1.10.3.2) -2.41 2.04E-06 1.12E-09
LOC107864935 uncharacterized LOC107864935 -2.34 0.004725587  2.17E-05
LOC107871425 uncharacterized LOC107871425 -2.32 0.009458066  5.38E-05
LOC107849566 uncharacterized protein LOC107849566 -2.27 0.016963881  0.0001535
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LOC107867657 uncharacterized LOC107867657 -2.26 0.002236059  8.37E-06

LOC107857303 early nodulin-like protein 3 -2.24 0.031096798  0.0004137
LOC107872137 21 kDa seed protein-like -2.22 1.46E-06 6.02E-10
LOC107839216 ferric reduction oxidase 2-like -2.21 0.000296473  6.30E-07
LOC107877213 Z{g";gjg?; b561 and DOMON domain-containing protein -, 15 194907946 0.0002699
LOC107838750 transcription factor bHLH111 -2.16 0.000660008  1.90E-06

UV-B radiation increases the expression of genes related to response to stress and ROS
scavening

Table 4 shows DEGs in Capsicum after exposition to UV-B radiation which are consistent
with identified genes in other plants in response to UV-B. Among up-regulated DEGs we
found the activity of some ligases that are key components to plant responses against UV-B
radiation damage such as “E3 ubiquitin-protein ligase ATL23”. E3 ubiquitin ligase is a
regulator of plant responses to abiotic stress, photomorphogenesis, hormone signaling
among others (Chen et al., 2017). The photomorphogenesis and UV-B-induced stress
responses involve E3 ubiquitin ligase activity upstream of some transcription factors as
bZIP transcription factor ELONGATED HYPOCOTYLS5 (HY5) that regulates gene
expression changes induced by UV-B (Lockhart, 2014). Following the plant responses to
UV-B radiation, the presence of some components related to auxin signalling were found
such as “auxin-responsive protein” and “auxin-responsive protein SAURG67-like”. Some
changes in the morphology for acclimation of plants induced by UV-B are related with
specific auxin-regulated processes (Vanhaelewyn et al., 2016). Kant et al. (2009)
mentioned that up-regulation of some members of auxin-responsive SAUR family
decreases auxin levels producing reduced growth of rice plants. In the present study, we
identified genes in stems that participate in plant responses to abiotic stress which often
impact in morphological changes in plants for adaptation which is probably ocurring in
Capsicum plants after exposition to UV-B radiation. As mentioned before, hormone
signaling and response to environmental stress are close related, some DEGs identified in
the present study have been associated to environmental stress-induced responses mediated

by abscisic acid (ABA). We found the presence of “ABA and environmental stress-
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inducible protein TAS14-like” (Tsal4) and “RING-type E3 ubiquitin transferase (EC
2.3.2.27)”. It has been found that Tsal4 is up-regulated during wound healing in stem scar
tissue and is related with the protective activity against peroxidation of lipid membranes
and accumulation in response to ABA or environmental stress (Leide et al., 2012). The
RING E3 ubiquitin transferases are also known to participate in response to ABA and
environmental stress in plants. This result showed that ABA and environmental stress-
inducible protein TAS14-like and RING-type E3 ubiquitin transferase (EC 2.3.2.27) are

UV-B-induced in Capsicum but their specific role is yet unknown.

Reactive oxigen species (ROS) are subproducts of photo-excitation of some compounds.
ROS oxidize biomolecules such as phospholipids, nucleic acids and proteins triggering cell
damage (Yokawa et al., 2016). We identified the up-regulation of “glutathione peroxidase”
that participates in oxidative stress response. At low levels, ROS can act like second
messengers in plant tolerance to environmental stresses. However, UV-B radiation among
other environmental stresses can enhance ROS generation becoming an oxidative stress
state (Sharma et al., 2012). UV-B can induce the expression of the glutathione peroxidase
like oxidative stress defense (Vanhaelewyn et al., 2016). The “isoflavone reductase-like
protein” was down-regulated in Capsicum, which is part of oxidative stress responses in
plants. The isoflavone reductase (IFR) enzyme is involved in isoflavonoid phytoalexin
biosynthesis, some IFR-like (IRL) genes found in non-leguminous plants, are part of IFR
family and has been implicated in biotic and abiotic stress, as antioxidants in response to
ROS (Cheng et al., 2015; Kim et al., 2003). However, the reduction of IFR mRNAs levels
affected growth in Phaseolus vulgaris plants (Ripodas et al., 2013), isoflavone reductase-
like gene in Capsicum is still unclear. Here, we reported the up-regulation of some “defense
response” genes, the “pathogenesis-related protein P2” and “pathogenesis-related protein
STH-21-like”. This is consistent with other UV-B transcriptome study, where was found
that some pathogenesis-related genes increased under UV-B exposition of Lycium
ruthenicum, a flowering plant belonging to Solanaceae family (Chen et al., 2015). UV-B
radiation activated components of defense signaling pathways in Capsicum that has been

found in UV-B-induced responses in other species (Chen et al., 2015; Yoon et al., 2016).

79



Expression of some defense-related genes under UV-B ensures plant defense against
potential pathogen attacks (Mackerness, 2000). Herein, UV-B radiation induced the
expression of some genes implicated in pathways of stress response of plants. Some of
these genes have also been implicated in pathways related with plants response to biotic
stress. Capsicum response to UV-B includes components to control hormone levels,
signaling and movement, which are implicated in plant growth. Also we found that
Capsicum responds to UV-B exposure through the expression of genes involved in

decreasing ROS levels to avoid oxidative damage.

UV-B reduces photosyntesis due to ROS production, where free radicals cause damage in
photosysthems | and Il (Dehariya et al., 2011; Ledn-Chan et al., 2017). Phosphorylation of
some phosphoproteins of the photosystem Il (PSII) has been implicated in PSII protection
against photoinhibition (Rintaméki et al., 1997). Down-regulation of “photosystem II
phosphoprotein” in Capsicum could occur a plant protection mechanism against UV-B
damage. Yoon et al. (2016) reported that cytochrome P450 family genes were induced by
UV-B radiation in soybean, which are related to oxidation-reduction. In Capsicum, UV-B
radiation caused up-regulation of “cytochrome P450 94C1-like” and “cytochrome P450
CYP72A219-like isoform X2 (Table 4). The P450s can be increased by abiotic stress at
transcriptional level to catalyse fatty acid (FA) oxidation, these Fas have specific roles in
flowering and reproduction, synthesis of cutin, suberin and sporopollenin which are
protective envelopes, also have eliciting properties or are precursors of molecules with

eliciting properties (Pinot and Beisson, 2011).

Some transcription factors increased their expressionin abundance by exposure of
Capsicum to UV-B radiation such as “probable WRKY transcription factor 3” and
“ethylene-responsive transcription factor ERF010-like”. Pan et al. (2014) reported an
increased expression of WRKY transcription factors and ethylene-response transcription
factors in UV-B-stressed plants of Artemisia annua implicated in the biosynthesis of some
secondary metabolites. In plants, heterotrimeric G proteins regulate some aspects of growth

and development as well as environmental stress responses (Zhang et al., 2012). In our
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transcriptome analysis, “pathogenesis-related protein P2, “probable WRKY transcription
factor 3” and “cytochrome P450 94C1-like” were induced by UV-B radiation in Capsicum.
Chakraborty et al. (2015) reported that arabidopsis Ga subunit (GPA1L) regulates some
genes of WRKY family, cytochrome P450s and some genes related with defense response
such as pathogenesis-related protein P1. This suggests that components of this signal
transduction system could be implicated in UV-B-induced stress in Capsicum.

Table 4. DEGs in UV-B irradiated Capsicum plants related with UV-B response in other
plants

Fold
Gene ID Change Function p value GO annotation
(Logy)
LOC107863844 191 Auxin-responsive protein 0.001348 Response to auxin
LOC107879560 1.35 auxin-responsive protein SAUR67-like 0.044252  Response to auxin
LOC107866851 1.86 E3 ubiquitin-protein ligase ATL23 0.000428 Ligase activity
LOC107840265 1.43 RING-type E3 ubiquitin transferase (EC 2.3.2.27) 0.011019 Ligase activity
ABA and environmental stress-inducible protein
LOC107860006 17 TAS14-like 0.000079  Stress response
o Transcription
LOC107860501 15 probable WRKY transcription factor 3 0.002236 factor activity
LOC107867171 1.29 ethylene-responsive transcription factor ERF010-like 0.009714 ;I’ranscrlp_tlc_)n
actor activity
rpl16_1 -1.41  photosystem Il phosphoprotein 0.009714  Photosynthesis
LOC107843661  1.45  cytochrome P450 94C1-like 0.013279 aoc’:i'\‘jﬁ;ed”"tase
LOC107878453  1.41  cytochrome P450 CYP72A219-like isoform X2 0.002304 iﬂgﬁ;ed““ase
LOC107864929  1.21  Glutathione peroxidase 0.024915 esponse to
oxidative stress
LOC107866986 -1.56  isoflavone reductase-like protein 0.049803 Re_spo_nse to
oxidative stress
LOC107879775 1.41 pathogenesis-related protein P2 0.013898  Defense response
LOC107864568 1.28 pathogenesis-related protein STH-21-like 0.012599 Defense response
CONCLUSIONS

We conducted a transcriptome analysis of the effect of UV-B radiation on Capsicum

plants. Functional annotation of identified genes indicated that most of genes are associated
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to stress response, oxidative stress, photosyntesis and transcription regulation. We found
that some differentially expressed genes (DEGS) are related to signal transduction
molecules such as G proteins. These results provide a better understanding of molecular
mechanisms of UV-B stress response in Capsicum plants, for further studies of Capsicum

protection against environment stress and agricultural production improvement of this crop.
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CAPITULO IV. CONCLUSIONES GENERALES

La radiacion UV-B regula positivamente CaGal y CaGf1 en tallos de plantas de
Capsicum, los cuales podrian participar en la respuesta a estrés de Capsicum inducidas por
la radiacion UV-B.

Algunos de los genes expresados diferencialmente estan asociados a la respuesta al estrés,
el estrés oxidativo, respuesta de defensa, respuesta a auxinas, actividad ligasa, fotosintesis y

la regulacion de la transcripcion.
Algunos de los genes expresados diferencialmente podrian estar relacionados con algunas

rutas de transduccion de sefiales mediadas por proteinas G en la respuesta a la radiacion
UV-B.
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