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Resumen 

RESUMEN 

El cocotero (Cocos nucifera L.) está expuesto al ataque de patógenos que producen 

diversas enfermedades pero sus mecanismos de defensa son poco conocidos. Las 

proteínas de resistencia codificadas por genes de resistencia, detectan el ataque de 

patógenos y activan la respuesta de defensa en la planta. La mayoría de estos genes 

codifican proteínas del tipo NBS-LRR que poseen dominios conservados que han servido 

de referencia para obtener en cocotero candidatos a genes de resistencia (RGCs). De 

igual forma, se ha demostrado que el ácido salicílico desempeña un papel fundamental 

como molécula de señalización inductora de resistencia sistémica adquirida (SAR, por sus 

siglas en inglés) y expresión de genes de resistencia a enfermedades en plantas. Por lo 

tanto, el objetivo del presente trabajo fue analizar por PCR en tiempo real la expresión de 

tres RGCs de tipo NBS-LRR (CnRGC4, CnRGC5 y CnRGC10) en los tejidos de hoja, tallo 

y raíz en plántulas de cocotero tratadas con ácido salicílico a diferentes tiempos (O, 24, 

48, 72, 96 y 120 h). Los resultados mostraron que estos RGCs se encuentran expresados 

en bajos niveles de manera constitutiva en los tejidos analizados de las plántulas sin 

tratamiento y que posterior al tratamiento, el ácido salicílico indujo la expresión 

incrementando los niveles de transcritos de los RGCs CnRGC4, CnRGC5 y CnRGC10 en 

los tejidos analizados, lo que podría sugerir que el cocotero puede ser capaz de activar la 

SAR, en donde los genes de resistencia pudieran estar jugando un papel fundamental en 

la percepción de los patógenos en este cultivo vía ácido salicílico. Este es el primer 

estudio sobre caracterización de la expresión de candidatos a genes de resistencia en la 

palma de cocotero. 
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Abstract 

ABSTRACT 

The coconut palm (Cocos nucifera L.) is exposed to attack by pathogens that cause 

various diseases, but its defense mechanisms are poorly understood. Resistance proteins 

encoded by resistance genes detect the pathogen attack, and actívate the defense 

response in plants. Most of these genes coded to NBS-LRR type and have conserved 

domains that were used as reference to obtain resistance genes candidates (RGCs) in 

coconut. On the other hand, it has been demonstrated that salicylic acid (SA) plays an 

essential role as a signaling molecule inducing systemic acquired resistance (SAR) and 

expression of disease resistance genes in plants. Therefore, the objective of this study 

was to analyze through real-time PCR the expression of three RGCs NBS-LRR type 

(CnRGC4, CnRGC5 and CnRGC10) in leaf, stem and root tissues in coconut seedlings 

treated with salicylic acid at different times (0, 24, 48, 72, 96 and 120 h). The results 

showed that these RGCs are expressed at low levels in a constitutive manner in the 

analyzed tissues without treatment and that SA treatment induced the expression of RGCs 

CnRGC4, CnRGC5 and CnRGC10 by increasing the levels of their transcripts in the 

analyzed tissues, which might suggest that coconut may be able to actívate SAR, where 

the resistance genes may be playing a role in the perception of the pathogen in the crop 

via salicylic acid. This is the first study to characterize the expression of candidate 

resistance genes in coconut palm. 
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INTRODUCCIÓN 

El cocotero (Cocos nucifera L.) es una palma que predomina en las áreas costeras de 

México y el mundo; es un cultivo de gran importancia económica y su explotación es 

integral ya que se aprovechan cada una de sus partes (Oropeza y Zizumbo, 1997). Uno 

de los subproductos más importantes es el aceite, el cual tiene diversas aplicaciones 

principalmente en la producción de biodiesel , siendo éste una opción viable para la 

substitución de combustible fósil (Lao, 2008). Sin embargo, la palma de coco está 

expuesta al ataque de diversos agentes que producen diversas enfermedades, incluyendo 

virus (Rohde et al., 1990), viroides (Hanold y Randles, 1991), protozoos (Parthasarathy et 

al., 1978), hongos (Joseph et al., 1975), nemátodos (Griffith , 1987) y mollicutas como el 

fitoplasma causante del Amarillamiento Letal (AL) (Howard y Barrant, 1989; Beakbane et 

al. , 1972; McCoy, 1972). Ante esto surge la necesidad de desarrollar nuevas estrategias 

para la protección de este cultivo que es de gran interés comercial. Una de estas 

estrategias contempla la manipulación por ingeniería genética de genes responsables de 

la resistencia en plantas (García y Lozoya, 2004), lo que nos conduce a explorar los 

mecanismos moleculares de la resistencia en plantas (Van't Slot y Knogge, 2002). Con el 

conocimiento de los mecanismos de defensa se podría abordar de otra manera el 

mejoramiento genético en cocotero (expresión de genes relacionados, utilización de 

inductores de respuestas de defensa, entre otros). Sin embargo, a pesar de la importancia 

del cultivo y la diversidad de patógenos que afectan su producción, los mecanismos de 

defensa del cocotero han sido poco estudiados, en comparación con otras plantas. Los 

mecanismos de defensa que utilizan las plantas pueden ser de dos tipos: mecanismos de 

defensa preexistentes o constitutivos (características estructurales de la pared celular y 

presencia de compuestos químicos) y los mecanismos de defensa inducibles (síntesis de 

compuestos químicos antimicrobianos) (Staskawicz et al., 1995). 

Con los avances de la biología molecular es posible determinar la resistencia genética de 

una planta a las diversas plagas y enfermedades; a la fecha se han identificado los 

principales genes involucrados como respuesta de defensa en la interacción planta­

patógeno. Estos genes de defensa pueden ser de dos tipos, los denominados genes PR 

que codifican para proteínas relacionadas con patogénesis y los genes R, genes de 

resistencia que dirigen la expresión de proteínas R que detectan patógenos y 
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desencadenan respuesta de defensa. Tanto los genes PR como los genes R son 

utilizados en programas de mejoramiento convencional para generar resistencia o 

tolerancia (Pink, 2002; lnnes, 1998). En el caso de las proteínas R, éstas se dividen en 

cinco clases distintas que van de acuerdo al dominio común que comparten, siendo la 

clase más abundante la que codifica para proteínas con un dominio de unión a 

nucleótidos (NBS) y un dominio repetido rico en leucinas (LRR) (Martin et al. , 2003). Las 

proteínas de resistencia del tipo NBS-LRR son las que en su mayoría han sido 

secuenciadas y es una de las clases más grandes dentro de los genomas de las plantas. 

Esta clase de proteínas, pueden dividirse en dos subfamilias de acuerdo a la 

característica estructural del extremo N-terminal en : TIR-NBS-LRR y las CC-NBS-LRR (no 

TIR) (Young, 2000; Meyers et al. , 1999). En base a estos dominios conservados de 

secuencias NBS-LRR como son los motivos: P-loop o cinasa 1 (motivo de unión a 

fosfato) , el motivo cinasa 2, el motivo GLPL y RNBS-D (Meyers et al. , 1999; Traut, 1994; 

Saraste et al. , 1990), se han obtenido por medio del método de PCR candidatos a genes 

de resistencia (RGCs) en varias especies vegetales de interés comercial (Thirumalaiandi 

et al., 2008). Los RGCs proveen información valiosa de secuencias para aplicar el 

enfoque de genes candidatos y clonar genes R completos (Pflieger et al. , 2001). Esta 

estrategia ha revelado ser muy útil como primer paso hacia la identificación de genes de 

resistencia. Muchos de estos RGCs se encuentran agrupados en el genoma de la misma 

manera que los genes de resistencia y colocalizan con loci de resistencia o con QTLs 

asociados a la resistencia a diferentes patógenos (López et al. , 2003). 

Teniendo en cuenta la importancia de los RGCs, en el laboratorio de biotecnología de 

cocotero del Centro de Investigación Científica de Yucatán (CICY), se aislaron e 

identificaron 162 secuencias candidatas a genes de resistencia de tipo NBS-LRR en 

palmas de cocotero de los ecotipos alto del Pacífico y enano malayo amarillo (ambos 

resistentes al AL) y alto del Atlántico (susceptible al AL) , de las cuales 139 presentaron 

marco de lectura abierto. Estas secuencias aún no se han caracterizado (Puch-Hau, datos 

no publicados). 
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Por otro lado, se ha reportado que el ácido salicílico (AS) es una molécula de señalización 

involucrada en la resistencia a enfermedades de plantas ante el ataque de patógenos; 

además, el AS induce la resistencia sistémica adquirida (SAR, por sus siglas en inglés) en 

plantas (Aivarez, 2000; Enyedi et al., 1992) y la expresión de genes relacionados con la 

patogénesis y resistencia a todos los fitopatógenos, incluyendo bacterias, hongos y virus. 

(Conrath et al., 1995). En el caso de infección por fitoplasmas, se ha encontrado que 

plantas tratadas con AS muestran cierto grado de resistencia y retrasan la aparición de 

síntomas (Wu et al. , 2012; Sánchez-Rojo et al., 2011 ; D'Amelio, 2010). Por otro lado se ha 

reportado extensamente que el AS induce la expresión de proteínas relacionadas con 

patogénesis como glucanasas y quitinasas (Witmer et al., 2003; Kang et al. , 1998; Busam 

et al. , 1997), sin embargo hay pocos estudios sobre la inducción de genes Ro RGCs por 

AS (Wan et al., 2012; You-Xiong et al., 2009). 

Con base en lo descrito anteriormente y con el fin de conocer y entender más acerca de 

los genes de resistencia en cocotero, en el presente estudio se evaluó si el ácido salicílico 

(AS) puede inducir la expresión diferencial de candidatos a genes de resistencia de tipo 

NBS-LRR en cocotero partiendo de tres secuencias RGC (CnRGC4, CnRGC5 y 

CnRGC10) aisladas en estudios anteriores. 
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CAPITULO 1 

1.1 ANTECEDENTES GENERALES 

1.1.1 Descripción del cocotero 

El cocotero es una monocotiledónea perenne leñosa de hasta 30 m de altura pero no es 

considerado un árbol, ya que carece de corteza; posee un tronco único sin ramificaciones 

y sin cambium secundario que pueda generar crecimiento secundario (Ohler, 1999). Se 

clasifica en la familia Arecaceae, subfamilia Arecoideae, tribu Cocoideae, subtribu 

Butinae, género Cocos, especie Cocos nucifera (Uhl y Drasfield , 1987). Puede ser 

encontrado a lo largo de la costa de casi todos los países ubicados entre los trópicos de 

Cáncer y Capricornio (Ohler, 1999). En el ápice presenta un grupo de hojas que protege 

el único punto de crecimiento o yema terminal , que posee la planta. El crecimiento en 

altura depende de las condiciones ecológicas, de la edad de la planta y del tipo de 

cocotero (Fremond et. al. , 1969). Las hojas son compuestas, pinnadas, de 1.5 a 4 m de 

longitud (Domínguez et al., 1999) y de 1 O a 15 Kg de peso cada una (Fremond et al., 

1969). En la figura 1.1 se puede observar la morfología del cocotero. 

Figura 1.1 Morfología de la palma de cocotero. A) palma de cocotero, B) inflorescencia y C) fruto 
(Chan y Elevitch, 2006) . 
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1.1.2 Importancia económica 

De la palma de cocotero se puede aprovechar cada una de sus partes para la obtención 

de diferentes productos. Ha sido de gran utilidad al humano desde hace miles de años, 

como fuente de diversos satisfactores tales como alimento, bebida, techo, fibra , adorno, 

azúcar, madera, alcohol , combustible y aceite. Debido a esto se le han aplicado diversos 

sobrenombres como el "árbol de la vida", entre otros (Ohler, 1984 ). 

En América y en el Caribe la producción del cocotero contribuye con cerca del 10% a la 

producción mundial , siendo México y Brasil los países productores más importantes de 

América. En México, las regiones productoras de cocotero se dividen en dos grandes 

regiones costeras; la del Golfo y Caribe: en Tabasco, Veracruz, Campeche, Yucatán y 

Quintana Roo y la del Pacifico: en Guerrero, Colima, Oaxaca, Michoacán, Sinaloa, Jalisco 

y Chiapas. El cocotero es uno de los cultivos de mayor importancia económica, cubre una 

superficie de 100 mil ha de las cuales dependen aproximadamente 50 mil familias que 

viven directamente del cultivo (CONACOCO, 2008). 

El principal producto exportado es la copra sin procesar, seguido del coco desecado. La 

diversidad y potencialidad del coco contribuyen de manera considerable al sector 

económico de los países productores. Uno de los mercados más florecientes es la 

industrialización del agua de coco, pues se trata de una bebida isotónica con mucha 

aceptación en Asia, Europa y América, de tal forma que el mercado internacional 

consume cantidades mayores cada año. (Domínguez et al., 1999). Además, se prevé que 

el agua de coco podría competir en el mercado de 10,000 millones de dólares de las 

bebidas deportivas, debido a su alto contenido en carbohidratos, calcio, fósforo , sodio, 

potasio y magnesio (FAO, 2007). 

Los usos más recientes de importancia económica, incluyen productos a base de fibra 

para la industria automotriz, carbón activado, aceite virgen y aceite para la producción de 

biodiesel , siendo éste una opción viable para las substitución de combustible fósil (Lao, 

2008) . En las islas de Papua, Nueva Guinea (Bradley et al., 2006) y en Filipinas está 

siendo producido comercialmente como aditivo de diese! o gasolina (Lao, 2008). En la 

figura 1.2 se muestran algunos subproductos obtenidos de la palma de coco. 
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G 

Figura 1.2 Subproductos derivados de la palma de cocotero. A) . Construcción de casas; B) . 
Elaboración de artesanías; C). Aceite virgen; D) . Productos envasados; E). Componentes para 
autos; F). Carbón activado; G). Aceite para elaboración de biodiesel (Lao, 2008; Domínguez et al. , 
1999). 

1.1.3 Problemática del cocotero 

La problemática del cocotero en México se puede englobar en la baja productividad de las 

plantaciones ya existentes y la disminución de la superficie del cultivo. Las principales 

causas de estos problemas son : escasas prácticas del cultivo, plantaciones viejas, 

enfermedades y plagas (CONACOCO, 2008). 

Entre las enfermedades tenemos las causadas por diversos agentes patógenos, como el 

virus causante de la decadencia foliar del cocotero (Rohde et al., 1990), viroides 

causantes de la enfermedad de tinangaja (Coconut tinangaja viroid) en la isla de Guam y 

el causante de la enfermedad de cadang-cadang en Filipinas (Hanold y Randles, 1991 ), 

protozoos causantes de la marchitez letal de las palmas (Parthasarathy et al. , 1978), 

hongos (Phytophthora palmivora) el cual ocasiona la pudrición del cogollo (Joseph et al. , 

1975), el nematodo (Radinaphelenchus cocophilus) causante de la enfermedad del Anillo 

Rojo (Griffith, 1987) y mollicutas como los fitoplasmas entre los que se encuentra el 

causante del Amarillamiento Letal (Candidatus Phytoplasma palmae, grupo A) , siendo 

esta enfermedad la más destructiva (Howard y Barrant, 1989). 
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1.1.4 Ecotipos de cocotero en México 

La palma de coco fue introducida a México durante el siglo XVI. Las poblaciones en la 

costa del Golfo de México tienen características similares al tipo silvestre (Niu kafa) y en 

la costa del Pacífico presentan características similares al tipo doméstico (Niu va1) 

(Zizumbo et al. , 2005; Zizumbo y Piñero, 1998; Zizumbo, 1996). En México se han 

identificado 5 ecotipos de cocotero: alto del Atlántico, alto del Pacífico 1, alto del Pacífico 

2, alto del Pacífico 3 y enano malayo amarillo (AA, AP1 , AP2, AP3 y EMA 

respectivamente) (Zizumbo et al. , 2008). Estos ecotipos presentan diferente porcentaje de 

mortalidad ante la enfermedad del Amarillamiento Letal (figura 1.3), siendo el enano 

malayo amarillo y el alto de Pacífico 2 los que exhiben una alta resistencia al AL y 

valiosas características morfológicas que los hace útiles como progenitores para 

programas de hibridación (Zizumbo y Colunga, 2001 ). 
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Figura 1.3 Mortalidad total acumulada por ecotipo de cocotero debido a la enfermedad del 
Amarillamiento Letal. Estudio realizado en San Crisanto, Yucatán , México (Zizumbo et al., 2008). 
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1.1.5 Amarillamiento Letal (AL) 

El AL es una enfermedad epidémica que ataca a unas 30 especies de palmas (Howard, 

1990). La enfermedad es causada por un fitoplasma (Candidatus Phytoplasma palmae, 

grupo A) cuyo principal vector es el homóptero Haplaxius (antes Myndus) crudus Van 

Duzee (Howard et al. , 1984; Howard et al. , 1983). En la figura 1.4 se muestra al 

fitoplasma, al vector y una palma enferma del AL. 

Figura 1.4 Agentes involucrados en la enfermedad del Amarillamiento Letal. A) . Fitoplasma del AL 
(Candídatus Phytoplasma palmae); B). Vector del AL (Haplaxíus crudus Van Duzee) ; C) . Palma 
con síntomas del AL (Howard et al., 1983; McCoy et al., 1982). 

En los últimos años la enfermedad del AL ha destruido millones de palmas en Jamaica, 

Florida, Belice y Honduras (Harrison y Oropeza, 2008; Harrison et al. , 1999). En cuanto a 

México, el AL ha eliminado virtualmente al cocotero alto del Atlántico en toda la costa de 

Quintana Roo, Yucatán y Campeche (Domínguez et al. , 1999) y se estima que ha 

devastado aproximadamente unas 13 mil hectáreas de plantaciones de coco (Doyle, 

1998) quedando actualmente una superficie cultivada cercana a 100 mil hectáreas 

(CONACOCO, 2008). 

Durante el desarrollo del AL, las palmas exhiben varios síntomas visuales (figura 1.5) tal 

como la caída prematura de los frutos (estadio 1), inflorescencia necrótica (estadios 2 y 

3), clorosis y senescencia de hojas (estadios 4-6), (Matus et al. , 2003). Las hojas 

adquieren después color marrón, se desecan y mueren, permaneciendo colgandas por 

algunos días y finalmente caen , quedando únicamente el tronco desnudo (McCoy et al. , 

1982). 
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Figura 1.5 Cronología de síntomas del AL en la palma de coco. A) . Caída prematura de los frutos ; 
8) . Inflorescencia necrótica; C). Clorosis y senescencia de las hojas más viejas; 0) . Clorosis de las 
hojas jóvenes y necrosis de la espata; E). Amarillamiento total de la palma; F) . Estado avanzado, 
pudrición de la corona de hojas; G) . Caída de la corona de hojas quedando el tronco desnudo 
(poste telefónico) (McCoy et al. , 1982). 

Aunque los síntomas de la enfermedad en la palma se pueden revertir temporalmente por 

medio de la aplicación de antibióticos de la familia de las tetraciclinas, el costo, los efectos 

ecológicos y de salud colaterales por el uso de antibióticos limitan su aplicación en 

plantaciones comerciales (Harrison, 2007; McCoy, 1974; McCoy, 1973). Hasta el 

momento la única forma más eficaz para enfrentar el AL es el uso de germoplasma 

resistente (Been, 1981). 

1.1.6 Mecanismos de defensa en plantas 

El ataque de patógenos es una condición desfavorable para las plantas, que 

generalmente activan una serie de mecanismos de defensa cuyo fin es detener, aminorar 

o contrarrestar la infección (García y Lozoya, 2004). Generalmente los mecanismos de 

defensa que utilizan las plantas se pueden dividir en dos tipos diferentes: 

A. Mecanismos de defensa preexistentes o constitutivos, formados por las 

características estructurales de la pared celular y la presencia de compuestos 

químicos depositados en el tejido epidérmico como las fitoanticipinas (Staskawicz et 

al., 1995). 
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B. Mecanismos de defensa inducibles, formados por la síntesis de novo de compuestos 

químicos antimicrobianos como las fitoalexinas, glucanasas y quitinasas, cuya 

síntesis se activa después de un intento de invasión al tejido vegetal por un patógeno 

(Staskawicz et al. , 1995). Este tipo de mecanismo es posible porque las plantas 

poseen un sistema inmune innato que eficientemente es capaz de reconocer a un 

patógeno, y por lo tanto de activar las respuestas de defensa apropiadas. 

1.1.7 Sistema inmune innato 

La literatura reciente aborda diversos conceptos de defensa en las plantas, tales como 

resistencia, susceptibilidad , enfermedad, etc. Este nuevo lenguaje se caracteriza por el 

uso de términos como inmunidad innata, patrones moleculares asociados a patógenos 

(PAMPs, por sus siglas en inglés), receptores de reconocimiento del patrón molecular, 

efectores, entre otros (Castro y García, 2009; Chisholm et al., 2006). Las respuestas 

inmunes inducidas por los PAMPs son importantes para la inmunidad a la infección 

microbiana en todas las especies vegetales (Bittel y Robatzek, 2007). Este sistema está 

basado en la percepción sensitiva de patrones moleculares asociados a patógenos o 

microbios (PAMPs) a través de receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) 

conocidos también como proteínas de resistencia (R), los cuales se encuentran en la 

superficie de las células de las plantas (Boller y He, 2009). 

La percepción de un microorganismo en la superficie de la célula inicia la inmunidad 

activada por PAMPs (PTI , por sus siglas en inglés), que generalmente detiene la infección 

de los microorganismos antes de que surja una proliferación masiva de éste en la planta. 

Sin embargo, los microorganismos patogénicos han desarrollado la forma de eliminar la 

PTI al interferir con el reconocimiento de la membrana plasmática o mediante la secreción 

de proteínas efectoras en el citosol de la célula vegetal que, presumiblemente, alteran la 

señalización de resistencia o la manifestación de las respuestas de resistencia , lo que 

genera una susceptibil idad provocada por efectores (ETS, por sus siglas en inglés). Una 

vez que los agentes patógenos han adquirido la capacidad para suprimir las defensas 

primarias, las plantas desarrollan un mecanismo más especializado para detectar 

microorganismos, a través de receptores intracelulares (proteínas de resistencia) 
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adicionales, tales como las proteínas NB-LRR (con un dominio repetido rico en leucina y 

otro de unión a nucleótidos), las cuales, constituyen una segunda barrera de defensa 

llamada inmunidad disparada por efectores (ETI , por sus siglas en inglés) , comúnmente 

conocida como gen por gen (Pieterse et al., 2009) , la cual resulta en una respuesta de 

resistencia a la enfermedad conocida como respuesta hipersensible (HR) que genera una 

muerte celular programada (Jones y Dangl, 2006). Los patógenos que han perdido el 

efector, quizás ganen nuevos efectores a través de un flujo horizontal de genes que 

puedan ayudar a los patógenos a suprimir ETI nuevamente. Sin embargo, la selección 

natural a su vez, favorece a nuevos alelos de genes de resistencia NBS-LRR de la planta, 

para que puedan reconocer uno de los nuevos efectores adquiridos, resultando de nuevo, 

en una inmunidad disparada por los efectores o ETI (Jones y Dangl, 2006). Todo este 

proceso se presenta en la figura 1.6. 
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Figura 1.6 Representación esquemática simplificada del sistema inmune de la planta. A). Al 
ataque de patógenos, los patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs) activan los 
receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) en el huésped, lo que resulta en una cascada 
de señalización que lleva a la inmunidad disparada por PAMPs (PTI) . B) . Los agentes patógenos 
virulentos han adquirido los efectores (estrellas color púrpura) que suprimen la PTI , lo que provoca 
la susceptibilidad por efectores (ETS). C). A su vez, las plantas han adquirido resistencia (R) a 
través de las proteínas que reconocen estos atacantes específicos de los efectores, lo que resulta 
en una respuesta inmune secundaria llamada inmunidad activada por efectores (ETI} (Pieterse et 
al., 2009). 
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En base a todo lo que se ha descrito sobre el sistema inmune de la planta, este puede ser 

representado como modelo en zigzag que comprende cuatro fases principales en su 

desarrollo y se muestra en la figura 1.7. 
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Figura 1.7 Modelo de "zigzag" del sistema inmune de la planta. Fase 1. PTI o inmunidad disparada 
por PAMPs. Fase 2. ETS o susceptibilidad disparada por efectores. Fase 3. ETI o inmunidad 
disparada por efectores. Fase 4. Patógenos que tal vez ganaron nuevos efectores a través del flujo 
horizontal de genes, pueden ayudar a reprimir de nuevo ETI. Pero la selección también favorece a 
las plantas que pueden reconocer los efectores recién adquiridos, produciendo de nuevo ETI. 
(Jones y Dangl, 2006). 

La resistencia que es mediada por las proteínas R, es efectiva contra patógenos que 

pueden crecer solamente en tejido hospedero vivo (biótrofos obligados) o patógenos 

hemibiótrofos, pero no contra patógenos que matan al tejido hospedero durante su 

colonización (necrótrofos) (Giazebrook, 2005). 

1.1.8 Respuestas de defensa inducidas en las plantas 

La naturaleza de las respuestas de defensa que son activadas durante PTI y ETI 

sustancialmente se sobreponen (Tsuda et al. , 2008), e incluyen el reforzamiento de la 

pared celular a través de la síntesis de callosa y lignina; la producción de metabolitos 

secundarios antimicrobiales, tales como fitoalexinas y la acumulación de proteínas 

relacionadas a patogénesis (PR), tales como quitinasas y glucanasas, las cuales 

degradan la pared celular de los hongos y oomycetos. 
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El reconocimiento de los efectores a través del sistema ETI es particularmente efectivo, 

debido a que es seguido por una respuesta hipersensible (HR) con un estallido de 

especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) que culminan en una 

muerte celular programada en el sitio de invasión del patógeno (De Wit et al., 1997). 

1.1.9 Respuesta Hipersensible (HR) 

Como se mencionó anteriormente, el reconocimiento de ciertos patógenos, activa una 

respuesta hipersensible, la cual limita el crecimiento del patógeno en el sitio de infección. 

La HR se caracteriza por la presencia de manchas necróticas formadas por las células 

muertas en el sitio de infección (figura 1.8), que crea una barrera física que puede impedir 

la proliferación y propagación de algunos patógenos, limitando el suministro de nutrientes 

debido a que el tejido muerto rápidamente llega a deshidratarse (Heat, 2000; Alfana y 

Collmer, 1996; Goodman y Novacky, 1994 ). 

Figura 1.8 Respuesta hipersensible (HR). Caracterizada por manchas necróticas formadas por las 
células muertas en el sitio de infección (Heat, 2000) . 

La inducción de HR también está asociada con niveles elevados de ácido salicílico (AS) , 

un regulador clave de respuesta de defensa y resistencia a patógenos, así como con la 

síntesis de proteínas relacionadas a patogénesis (PR) que exhiben actividad antimicrobial 

(Hammond-Kosack y Jones, 1996; Ryals et al., 1996) y de esta manera, se establece una 

respuesta de resistencia no específica en toda la planta denominada resistencia sistémica 

adquirida (SAR, por sus siglas en inglés) (Durrant y Dong, 2004). 
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1.1.10 Respuesta sistémica adquirida (SAR) 

Además de la respuesta hipersensible que bloquea el crecimiento local de un patógeno 

infeccioso, una respuesta de defensa secundaria puede ser activada en las partes no 

infectadas de las plantas resistentes al ataque de una variedad de patógenos 

normalmente virulentos. Esta repuesta es llamada SAR, la cual es precedida por una 

acumulación de AS, que es observado no solamente durante la respuesta hipersensible, 

si no también , en el tejido distal no infectado. Esto dirige a la inducción de un subjuego de 

genes PR (relacionados a patogénesis) que codifican para proteínas tales como 13-
glucanasas y quitinasas (Ward et al. , 1991 ; Van Loan y Van Kammen , 1970). 

La proteína regulatoria NPR1 (No expresivo de genes PR-1) emerge como un importante 

traductor de la señal de AS. Antes de la inducción de SAR, NPR1 reside en un complejo 

oligomérico en el citoplasma. Después de la inducción de SAR, la acumulación de AS 

dispara un cambio redox en la célula que lleva a la monomerización de NPR1 (Aravind y 

Koonin , 1999; Cao et al., 1997). La NPR1 en forma monomérica es transportada al núcleo 

y a su vez interacciona con factores de transcripción TGA, actuando de esta manera 

como un coactivador transcripcional de la expresión de genes PR (Dong , 2004). De 

manera general, en la figura 1.9, se ilustra el sistema inmune innato de la planta, desde el 

reconocimiento hasta la producción de las proteínas relacionadas a patogénesis. 

Figura 1.9 Sistema inmune innato de las plantas. A) Reconocimiento del patógeno (involucra PTI y 
ETI), B) Respuesta Hipersensible (HR) , C) Respuesta Sistémica Adquirida, D) Activación de genes 
relacionados a patogénesis (PR) (Tomado de www.lidaplantresearch.com) . 
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1.1.11 Ácido Salicílico (AS) 

Por más de 200 años, la hormona vegetal ácido salicílico (AS) ha sido estudiada por su 

uso medicinal en humanos (aspirina). Sin embargo, su extensivo papel principal en 

plantas, particularmente en defensa contra patógenos, ha llegado a ser evidente durante 

los últimos 20 años. El AS es uno de los compuestos fenólicos de la amplia variedad de 

compuestos relacionados al grupo hidroxi y sus derivados que son sintetizados por 

plantas. El AS en particular, influye en la germinación de semillas, crecimiento celular, 

respiración, cierre de estomas, etc. Los esfuerzos por identificar la señal responsable para 

la activación de resistencia local y SAR, revelaron los importantes papeles que tiene el AS 

y su derivado, metil salicilato (MeSA) (VIot et al. , 2009). 

Las primeras observaciones sobre aplicación exógena de AS en tabaco y el incremento 

en la resistencia de la planta ante el virus del mosaico del tabaco (White, 1979), abrieron 

el campo a numerosas investigaciones encaminadas a estudiar los eventos moleculares 

implicados en la señalización involucrada en la resistencia inducida. En los 90's fue 

descubierto un posible vínculo entre la acumulación de AS y SAR (Rasmussen et al., 

1991 ; Malamy et al., 1990; Métraux et al. , 1990). La importancia de AS en la inducción de 

SAR fue documentado con subsecuentes experimentos en plantas transgénicas 

sobreexpresando un gen salicilato hidroxilasa (el gen nahG) (Delaney et al., 1994; 

Gaffney et al. , 1993). En respuesta al AS, la proteína reguladora positiva NPR1 se mueve 

al núcleo donde interactúa con factores de transcripción para inducir la expresión de 

genes de defensa, activando así SAR (Durrant y Dong, 2004). 

1.1.12 Metabolismo del ácido salicílico 

El AS en las plantas puede ser generado vía dos distintas rutas enzimáticas que requieren 

al metabolito primario corismato. El corismato deriva a L-fenilalanina que puede ser 

convertido a AS vía intermediarios de benzoato o vía ácido coumárico en una serie de 

reacciones enzimáticas inicialmente catalizadas por la fenilalanina amonio liasa (PAL, por 

sus siglas en inglés). El corismato puede también ser convertido a AS vía isocorismato en 

20 



Capítulo 1 

dos procesos involucrando la isocorismato sintasa (ICS, por sus siglas en inglés) e 

isocorismato piruvato liasa (IPL, por sus siglas en inglés). La cantidad de AS inducido por 

patógenos es sintetizado vía esta ruta en Arabídopsís tha/íana, Nícotíana benthamíana y 

Lycopersícum esculentum (Catinot, et al. , 2008; Uppalapati et al. , 2007; Wildermuth et al. , 

2001). 

La mayoría del AS producido en la planta es convertido en AS 0-~-glucósido (SAG, por 

sus siglas en inglés}, por una AS glucosiltransferasa (SAGT, por sus siglas en inglés). 

Arabídopsís codifica dos enzimas SAGT, una que convierte preferencialmente AS a SAG, 

mientras que la otra forma el derivado menos abundante de AS, el saliciloil glucosa éster 

(SGE, por sus siglas en inglés). El AS es sintetizado en el cloroplasto, mientras que la 

SAGT parece estar localizada en el citosol. El SAG es activamente transportado del 

citosol a la vacuola, donde puede funcionar como una forma almacenada inactiva que 

puede ser convertido de nuevo a AS. (Dean et al., 2005; Dean y Milis, 2004; Hennig et al. , 

1993). En la figura 1.1 O observamos un esquema de la ruta del AS. 

Phenylalanme <C.· • • • • Chorismate 

!PAl ! ICS 

Cinnamic acid lsochorismate 

/ '···~ 1 o-coumarlc Benzoate 
aci~ intermedlates IPl 

•• •• ••• BI\2H! 

•c¿-OH :; oo :ooc': SA~<oo¡'g'~' 
OH 

SA 

AGT . ~ li>~SABP2 /MES 
. SAMT 

o .· o o o 

d:O- glucose d:OH ocO- CH, ··::.t: OCO-CH, 
OH O- glucose OH O - glucose 

SGE SAG MeSA MeSAG 

Figura 1.1 O Esquema simplificado de las vías para la síntesis y metabolismo del ácido salicílico 
(VIot et al. , 2009). 
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1.1.13 Compuestos análogos del ácido salicílico 

Actualmente se cuenta con análogos funcionales del AS que se utilizan con éxito incluso a 

nivel comercial en el control y prevención de ciertos patógenos. Varios compuestos 

naturales y sintéticos son inductores de SAR (VIot et al. , 2009). Tales análogos activos de 

AS incluyen: aspirina; ácido 2,6-dihidroxibenzoico (2,6-DHBA) ; ácido 2,6-

dicloroisonicotínico (INA) y 7-carboxibenzotiadiazol (BTH). El 2,6-DHBA es un análogo 

activo del ácido salicílico en la inducción de SAGT en hojas de tabaco (Enyedi y Raskin , 

1 993) y de un estallido oxidativo inmediato en cultivo en suspensión de células del tabaco 

(Kawano et al. , 2004). El INA (Conrath et al. , 1995) y el BTH (Feys et al. , 2001) son 

análogos activos de AS ampliamente aceptados. El ácido 4-clorosalicílico, ácido 5-

clorosalicílico y ácido 3,5-diclorosalicílico mostraron ser activos en la inducción de la 

acumulación de proteínas PR-1 y la mejora de la resistencia a enfermedades en discos de 

hojas de tabaco (Conrath et al. , 1 995). 

Aunque el papel del AS como señal de defensa está bien establecido en las 

dicotiledóneas, su papel en las monocotiledóneas es menos conocido. El AS o sus 

análogos sintéticos INA o BTH pueden inducir la expresión de proteínas PR y/o 

resistencia en la cebada (Kogel et al. , 1 994; Muradov et al. , 1 994) , el maíz (Morris et al. , 

1998), el trigo (Anand et al. , 2003; Gorlach et al., 1996) y el arroz (Hwang et al. , 2008; 

Rohilla et al. , 2002; Schweizer et al. , 1999). Además, en cebada los niveles endógenos de 

AS incrementan la resistencia a la infección por el patógeno bacteriano Pseudomonas 

syringae (Vallélian et al. , 1998). Algunos compuestos sintéticos se utilizan como productos 

comerciales para la inducción de SAR en condiciones de campo, por ejemplo el BTH 

(BION®, ACTIGARD®) que se aplica en el cultivo de arroz como protección frente al tizón 

del arroz (Sekizawa y Mase, 1 980). 
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1.1.14 Genes de resistencia (R) 

El requisito para que una planta sea capaz de reconocer de manera eficiente a un 

patógeno, y por lo tanto activar las respuestas de defensa apropiadas, es que necesita de 

ciertos receptores denominados proteínas de resistencia, las cuales son producto de 

genes de resistencia (R) (Staskawicz et al, 1995). El disponer de genes de resistencia 

clonados, abre la posibilidad de incorporar por transformación genética nuevos genes de 

resistencia en cultivos de interés. En plantas modelo como Arabidopsis thaliana , en donde 

el genoma ya ha sido secuenciado, se han identificado aproximadamente 150 genes que 

codifican para proteínas tipo NBS-LRR y más de 400 en Oryza sativa (arroz) (Monosi et 

al. , 2004; lnnes, 2004; Meyers et al., 2003). Estos datos nos dan un panorama acerca de 

la gran diversidad de genes tipo NBS-LRR que se encuentran en los genomas de las 

plantas. Actualmente, debido a la gran importancia de estos genes, se han descrito más 

de 40 genes R caracterizados en diferentes modelos de plantas contra diferentes 

patógenos, algunos de ellos se describen en el cuadro 1.1 (Martín et al. , 2003). Los genes 

que presentan una alta homología con estos genes de resistencia pero que no han sido 

caracterizados se denominan candidatos a genes de resistencia o RGCs (por sus siglas 

en inglés). 

Cuadro 1.1 Genes de resistencia en plantas. 

G~n Planta Patógeno Microorganismo Proteína Referencia 

Pto Tomate Pseudomonas Bacteria Proteína cinasa Martín et al., 1993 
syringae 

RPS2 Arabídopsís Pseudomonas Bacteria CC-NBS-LRR Bent et al., 1994 
syringae 

N Tabaco Tobacco mosaic virus Virus TIR-NBS-LRR Whitham et al., 1994 

Xa21 Arroz Xanthomonas oryzae Bacteria LRR-proteína Song et al., 1995 
cinasa 

Prf Tomate Pseudomonas Bacteria CC-NBS-LRR Salmeron et al. , 1996 
syríngae 

M Lino Melampsora líní Hongos TIR-NBS-LRR Anderson et al., 1997 

12 Tomate Fusarium oxysporum Hongo CC-NBS-LRR Ori et al. , 1997 

RPM1 Arabídopsís Pseudomonas Bacteria CC-NBS-LRR Boyes et al., 1998 
syringae 

Cf Tomate Cladosporium fulvum Hongo LRR-TM Dixon et al., 1998 

Gpa2 Papa Globodera pallída Nematodo CC-NBS-LRR Van Der Vossen et al., 2000 

RPP4 Arabídopsís Peronospora Hongos TIR-NBS-LRR Van Der Biezen et al., 2002 
parasítícía 

Mi Tomate Meloídogyne javaníca Nematodo CC-NBS-LRR Jablonska et al., 2007 
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1.1.15 Proteínas de resistencia (R) 

Las proteínas R, producto de genes de resistencia han sido clasificadas de acuerdo al 

dominio que comparten (EIIis y Jones, 1998). Dichas clases se describen a continuación: 

A) Genes R, que codifican para proteínas con dominios repetidos ricos en leucina (LRR) 

anclados con un dominio transmembranal (Van Der Biezen et al., 2002; Ellis et al., 2000; 

Meyers et al., 1999); B) genes R, que codifican para proteínas con un dominio con 

actividad de proteína cinasa de serina/treonina (EIIis et al., 2000); C) genes R, que 

codifican proteínas con dominio con actividad de proteína cinasa de serina/treonina con 

un dominio extracelular LRR; D) genes R, que codifican proteínas con un dominio 

transmembranal anclado a un dominio de hélice súper enrollada (CC, por sus siglas en 

inglés) (Van Der Biezen et al. , 2002; Meyers et al., 1999); E) genes R, la clase más 

abundante que codifican para proteínas con un dominio de unión a nucleótidos (NBS, por 

sus siglas en inglés) y un dominio repetido rico en leucinas (LRR, por sus siglas en inglés) 

(Martin et al. , 2003) . Dentro de la clase NBS-LRR, la proteína RRS1-R es un nuevo 

miembro, el cual contiene un sitio de localización nuclear (NLS, por sus siglas en inglés) y 

un dominio con homologfa a los factores de transcripción WRKY (Deslandes et al., 2003); 

F) y más recientemente una proteína de resistencia clonada de arroz denominada Xa27 

que no muestra homologfa con otras proteínas R (Gu et al. , 2005). En la figura 1.11 se 

ilustra lo descrito anteriormente. 

A) 

_f.! f.! 

E) 

IR 

NB 
• Cl - 2 

• Cl- 4 

• CI -S 

·~ · CI !l 

F) 
NB-LRRs 

B) 

Kin 

• Plo 

• Fcn ... 
X•27 

C) 

l~ 

O) 

TIA 

NB 

I.RR 

N LS 

. W R K V 

NUC LEU 8 

Figura 1.11 Representación de las principales clases de protefnas R de las plantas. Se clasifican 
de acuerdo al dominio común que comparten (Chisholm et al., 2006; Dangl y Jones, 2001). 
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La región NBS se piensa que es importante para la unión a ATP y en la funcionalidad 

general de los productos de los genes R (Saraste et al. 1990; Walker et al. , 1982), 

mientras que el dominio LRR puede ser el principal determinante en el reconocimiento de 

productos de los genes Avr (Jones y Jones, 1997; Kobe y Deisenhofer, 1995). Esta clase 

de proteínas pueden dividirse en dos subfamilias de acuerdo a la característica estructural 

del extremo N-terminal en: TIR-NBS-LRR y los CC-NBS-LRR (no TIR). El nombre del 

dominio TIR es debido a que presentan homología con el dominio de señalización 

intracelular denominado Toll de Drosophila y el receptor de interleucina-1 en mamíferos 

(Young, 2000; Meyers et al. , 1999). 

1.1.16 Secuencias candidatas a genes de resistencia (RGCs) 

El dominio conservado NBS de las proteínas NBS-LRR, contiene motivos conservados 

denominados P-loop o cinasa 1 (motivo de unión a fosfato), el motivo cinasa 2, el motivo 

GLPL y RNBS-D (Meyers et al. , 1999; Traut, 1994; Saraste et al. , 1990). Al hacer uso de 

estos dominios conservados de secuencias NBS-LRR se han obtenido por medio de PCR 

candidatos a genes de resistencia (RGCs) en varias especies vegetales de interés 

comercial (Thirumalaiandi et al. , 2008), tales como patata (Leister et al. , 1996), maíz 

(Collins et al., 1998), girasol (Gentzbittel et al. , 1998), lechuga (Shen et al., 1998), 

Brassica (Joyeux et al., 1999), arroz (Mago et al. , 1999), frijol común (Rivkin et al. , 1999), 

cítricos (Deng et al. , 2000) , café (Noir et al. , 2001), garbanzo (Huettel et al. , 2002), uva 

(Donald et al., 2002), soya (He et al. , 2003; Peñuela et al. , 2002; Kanazin et al. , 1996; Yu 

et al. , 1996), manzana (Lee et al. , 2003), trigo (Lacock et al., 2003) , achicoria (Piocik et 

al., 2004), sorgo (Totad et al. , 2005) y más recientemente en cocotero (Puch-Hau, 2012). 

Los RGCs son secuencias con función desconocida pero que poseen dominios 

conservados característicos de los genes R y muchas de estas secuencias han sido 

mapeadas y se ha demostrado que están ligadas filogenéticamente a los genes R 

conocidos, proporcionando evidencia que ciertas regiones genómicas probablemente 

codifican para resistencia ante patógenos, por lo que han sido de gran utilidad para el 

desarrollo de marcadores moleculares para la búsqueda de variedades de plantas 

resistentes a patógenos (Timmerman-Vaughan et al. , 2000). 
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Por otro lado, el hallazgo de ciertos genes R involucrados en la respuesta a patógenos es 

de gran importancia para los programas de ingeniería genética debido a que podemos 

generar plantas transgénicas resistentes a dichos microorganismos (Timmerman­

Vaughan et a/., 2000; Meyers et al. , 1999). 

1.1.17 Efecto del AS en la expresión de genes relacionados con SAR y RGCs 

Se conoce que el ácido salicílico es una molécula de señalización importante involucrada 

en la resistencia a enfermedades de plantas y el ataque de patógenos; además, el AS 

induce SAR en plantas (Aivarez, 2000; Enyedi et al. , 1992) y la expresión de genes 

relacionados con la patogénesis y resistencia a todos los fitopatógenos, incluyendo 

bacterias, hongos y virus (Conrath et al. , 1995). La activación de genes PR requiere de la 

presencia de AS que actúa como señal (Martin et al. , 2003). Se ha visto que la aplicación 

exógena de AS en tabaco estimula la acumulación de proteínas PR e incrementa la 

resistencia al virus del mosaico del tabaco (MTV, por sus siglas en inglés) (White, 1979). 

En el cuadro 1.2 se muestra un grupo de proteínas relacionadas con la patogénesis (PR). 

Cuadro 1.2 Familias reconocidas como proteínas relacionadas con la patogénesis. 

Familia Tipo de miembro Propiedades S1mbolo del gen 

PR1 Tabaco Pr-1 • Antifúngico Ypr1 

PR2 Tabaco Pr2 B-1-3 glucanasa Ypr2, Gns2 (Gib) 

PR3 Tabaco PQ Quitinasa tipo 11 , IV, V, VI , VIl Ypr3, Chia 

PR4 Tabaco R Quitinasa tipo 11 , 111 Ypr4, Chid 

PR5 Tabaco S Tipo-Taumatina Ypr5 

PR6 Tomate lnhibidor 1 lnhibidor-Proteinasa Ypr6, Pis (Pin) 

PR7 Tomate Psg Endo-Proteinasa Ypr7 

PR8 Calabaza Quitinasa Quitinasa tipo 111 YprB, Chic 

PR9 Tabaco Peroxidasa Ypr9, Prx 

PR10 Parsley PR1 Tipo-Ribonucleasa Ypr10 

PR11 Tabaco Class V Quitinasa tipo 1 Ypr11 , Chic 

PR12 Radish Rs-AFP3 Defencina Ypr12 

PR13 Arabidopsis THI 2.1 Tionina Ypr13, Thi 

PR14 Cebada LTP4 Proteina de transferencia de Ypr14, Lpt 
lipidos 

PR15 Cebada OxOa Oxalato Oxidasa Ypr15 

PR16 Cebada OxOLP Tipo Oxalato-Oxidasa Ypr16 

PR17 Tabaco PRp27 Desconocido Ypr17 
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Existen numerosos estudios relacionados con la aplicación exógena de AS en los cuales 

se ha observado que este compuesto juega un papel importante en la inducción de 

resistencia ante el ataque de patógenos. En el cuadro 1.3 se muestran algunos estudios 

del efecto del AS en la expresión de genes relacionados con SAR. 

Cuadro1.3 Estudios relacionados con ácido salicílico y resistencia sistémica adquirida (SAR) . 

Artículo Autor Resumen 

Salicylic Acid and Systemic Acquired 
Resistance Play a Role in Attenuating 
Crown Gall Disease Caused by 
Agrobacterium tumefaciens 

Exogenous Applications of Salicylic 
Acid for lnducing Systemic Acquired 
Resistance Against Tomato Stem 
Canker Disease 

Salicylic acid-induced resistan ce to 
Fusarium oxysporum f. sp. 
Lycopersici in tomato 

Differential gene expression, induced 
by salicylic acid and Fusarium 
oxysporum f. sp. lycopersici infection, 
in tomato 

Anand et al. , 2008 

Esmailzadeh et al., 
2008 

Manda! et al., 2009 

Oliveira et al. , 2008 

Se investigaron los efectos del ácido salicílico (AS) y la 
resistencia sistémica adquirida (SAR) en la enfermedad 
de agalla de la corona causada por A. tumefaciens. 
Plantas de Nicotiana benthamiana tratadas con AS (5 
mM) mostraron una disminución de la susceptibilidad a la 
infección por Agrobacterium. 
Se evaluaron Jos posibles efectos del uso de ácido 
salicílico (AS) en la inducción de resistencia del 
hospedante contra el cancro del tallo del tomate. Se 
probaron aplicaciones foliares de ácido salicílico con dos 
concentraciones de 200 IJM y 400 IJM frente a hongos 
patógenos. Las aplicaciones del AS en la concentración 
de 400 IJM redujo significativamente el índice de la 
enfermedad en comparación con un control infectado. 
Se demostró que la aplicación exógena de ácido salicílico 
200 IJM mediante aplicación en raíz y foliar puede inducir 
resistencia contra Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici 
en tomate. La inducción de la resistencia se logró 
aplicando AS directamente al sistema de raíces de la 
planta y también por aplicación foliar. 
Se determinó el perfil de transcripción en plantas de 
tomate (Lycopersicon esculentum) , Durante la infección 
con Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y después de 
la aplicación foliar de ácido salicílico (5 mM). Se 
identificaron 307 clones , esto permitió aislar varios genes 
relacionados con la defensa de las plantas a Jos 
fitopatógenos, incluyendo genes con funciones 
desconocidas 

En relación a los RGCs, en general estos se han caracterizado en plantas sin tratamiento 

o inoculadas con diversos patógenos, en cultivos como pino (Liu, 2003); frijol común 

(Ferrier-Cana et al., 2003); jengibre (Nair y Thomas, 2007); yuca (Contreras y López, 

2008) ; arroz (Du et al., 2009); caña de azúcar (You-Xiong et al., 2009); camote (Guan­

Shui et al. , 2009); uva (Aibertazzi et al. , 2009); tabaco (Gao et al. , 2010); durazno (Cao et 

al. , 2011); pera (Zhang et al. , 2011); mijo perla (Ranjini et al. , 2011); K. galanga (Joshi et 

al. , 2012) y chile dulce (Wan et al. , 2012) , entre otros. 
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Sin embargo en un estudio realizado por You-Xiong y colaboradores (2009), se demostró 

que el ácido salicílico puede inducir la expresión de genes de resistencia de tipo NBS­

LRR en caña de azúcar (Saccharum officinarum Roxb), que es una monocotiledónea al 

igual que el cocotero. El estudio se realizó a partir de iniciadores degenerados de genes R 

de tipo NBS-LRR con los cuales se lograron aislar 11 secuencias RGCs en caña de 

azúcar de la variedad NCo376 que presenta alta resistencia al hongo causante del carbón 

de la caña de azúcar ( Ustilago scitaminea) ; estas secuencias presentaron los motivos 

característicos de los genes de resistencia NBS-LRR y residuo de triptófano indicando 

que son de tipo non-TIR-NBS-LRR característico en monocotiledóneas. De estas 

secuencias, fue evaluada la de un gen candidato denominado PIC (EF059974) en 

plántulas de caña asperjadas con el hongo por un lado y ácido salicílico por otro (5 mM). 

El tratamiento con AS indujo una mayor expresión del gen PIC, comparado con el 

tratamiento con el hongo; el tejido donde se expresó con mayor intensidad el gen fue la 

hoja. 

De igual manera, en otro estudio realizado por Wan y colaboradores (2012) , se logró 

demostrar que el AS puede inducir la expresión de genes de resistencia de tipo NBS-LRR 

en chile dulce (Capsicum annuum L). Un total de 78 RGCs fueron amplificados en chile 

dulce de la variedad PBC631C, empleando PCR con iniciadores degenerados e 

identificados mediante una comparación en la base de datos del National Center for 

Biotechnology (NCBI). 55 de las 78 secuencias presentaron marco de lectura abierto y 

motivos característicos que los identificaron como genes de tipo NBS-LRR y fueron 

agrupados en las dos subfamilias non-TIR-NBS-LRR y TIR-NBS-LRR. Se sabe que en 

dicotiledóneas es posible encontrar ambas famiilias de genes (Pan et al. , 2000). Estas 

secuencias fueron divididas en siete ciados distintos y para el análisis de los niveles de 

expresión de los RGCs en los diferentes órganos, dos secuencias representativas de 

cada ciado fueron seleccionadas. El tratamiento consistió en la aplicación al medio de 

cultivo de 100 IJM de AS por seis horas y el posterior análisis de la expresión en hoja. Los 

resultados mostraron un aumento en los niveles de expresión de los genes posterior al 

tratamiento con AS; el incremento fue más notable en los CaRGC01 , CaRGC05 y 

CaRGC49 (TIR-NBS-LRR) , y en CaRGC14 (non-TIR-NBS-LRR). También fue posible 

encontrar expresión basal de estos genes en los diferentes tejidos sin tratamiento (hoja, 

tallo y raíz). 
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A la fecha, en cocotero no se cuenta con ningún estudio realizado sobre la expresión de 

genes de resistencia, sin embargo, en base a los estudios presentados podemos suponer 

que en plantas de cocotero es posible inducir la expresión de los genes de resistencia a 

enfermedades o patógenos mediante la aplicación exógena del ácido salicílico. 

1.1.18 Estudios sobre los mecanismos de defensa planta-fitoplasma 

A pesar de que los fitoplasmas están relacionados con más de 700 enfermedades en 

varios cultivos, entre los que se encuentra el AL, el entendimiento sobre la respuesta de 

las plantas a fitoplasmas es muy pobre. En un estudio realizado en Vitis vinífera por 

Albertazzi y colaboradores (2009) se emplearon microarreglos para determinar genes que 

modificaban su expresión en respuesta a la infección del fitoplasma Beis Noir. Observaron 

la represión de genes involucrados en la degradación de la pared celular y la inducción de 

genes involucrados en el reforzamiento de la misma y la expresión de un factor de 

transcripción Myb (oncogén mieloblastosis), perteneciente a una familia de genes que 

tienen un rol en las respuestas de defensa de las plantas. Otros de los genes que 

modificaron su expresión , fueron aquellos que codifican para receptores de membrana 

(genes R) , así como también genes relacionados a patogénesis (PR) como PR-1 , el cual 

fue inducido fuertemente y es un marcador de la vía de señalización del ácido salicílico 

(Pieterse y Van Loon, 1999), lo que puede sugerir que el ácido salicílico está involucrado 

en las respuestas ante la infección de fitoplasmas. Otros de los genes que fueron 

inducidos son los factores de transcripción como los NAC (NAM, ATAF y CUC) y los 

WRKY (proteína de unión al ADN), los cuales previamente han sido reportados por jugar 

un rol en la senescencia y la respuestas de defensa ante patógenos (Eulgem, 2005), así 

como también los factores de respuesta a etileno (ERFs), los cuales están involucrados 

en una gran variedad de procesos de desarrollo y respuestas a estrés en plantas. 

En base a estos argumentos, se puede suponer que las plantas de cocotero pueden ser 

capaces de activar los mecanismos de defensa en respuesta al ataque de fitoplasmas. 

Este proceso tal vez pudiera estar sucediendo con los ecotipos que presentan resistencia 

ante la enfermedad del AL como son el alto del Pacífico y el enano malayo amarillo. 
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1.1.19 Estudios sobre los mecanismos de defensa en cocotero 

En cocotero, la investigación de las respuestas de defensa a patógenos, incluyendo a los 

fitoplasmas del AL, es un área muy poco conocida. Sin embargo, lo más cercano que se 

ha hecho, es un estudio realizado por Lizama y colaboradores (2007), en el cual se 

trabajó con un sistema in vitro con callos de cocotero, que fueron tratados con quitosano 

para simular las interacciones moleculares que ocurren con patógenos. En este estudio se 

pudo observar que la aplicación de quitosano modificó diferencialmente la expresión de 

algunos genes similares a los receptores de señalización a patógenos tipo cinasas 

(RLKs), así como también la actividad de una 13-1 ,3-glucanasa (proteína relacionada a 

patogénesis). Además, el tratamiento de los callos con quitosano causó la acumulación de 

peróxido de hidrogeno, una especie reactiva de oxigeno involucrada en la respuesta 

hipersensible. Otro hallazgo de este estudio, fue que la aplicación de AS a los callos de 

cocotero también modificó (incrementando) la abundancia de los transcritos de los genes 

antes mencionados, mientras que con metil jasmonato (éster metílico derivado del ácido 

jasmónico) no se vio influenciada la expresión. 

En otro estudio realizado por Narváez (201 O) , utilizando iniciadores degenerados a partir 

de secuencias conservadas del gen NPR1 , se logró aislar un fragmento de proteína de 69 

aminoácidos que corresponde a un dominio conservado de ankirina (ANK) de la proteína 

de NPR1 . En este estudio se evaluó si el mecanismo de defensa SAR está presente en 

cocotero y puede ser inducido con la aplicación de AS y en consecuencia inducir 

resistencia a Phytophthora capsici (patógeno modelo). Las plantas de cocotero en 

condiciones in vitro fueron expuestas a concentraciones de 1.0 y 2.5 mM de AS y 

posteriormente fueron infectadas con P. capsici. Los resultados mostraron que el sistema 

in vitro Cocotero - P. capsici puede funcionar para evaluar los mecanismos de defensa en 

esta especie. Las plantas tratadas con el patógeno desarrollaron una enfermedad tipo 

pudrición de cogollo con daño en hojas y tallo. Las plantas a las que se les aplicó 2.5 mM 

de AS presentaron una reducción de este daño en comparación con plantas no tratadas. 

En este estudio se verificó si el gen NPR1 se encontraba presente en cocotero y se 

obtuvo una secuencia parcial de un análogo del gen NPR1 que mostró un 82% de 

identidad con el gen NPR1 (1788 pb) de Musa del grupo ABB del cultivar Dongguan 

Dajiao, molécula tipo ARNm. Estos resultados mostraron por primera vez que bajo las 
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condiciones empleadas, P. capsici puede causar síntomas de pudrición de cogollo, el 

tratamiento con AS puede reducir el daño ante la infección y la evidencia de que gen 

NPR1 puede estar presente, lo que sugieren que SAR podría estar operando como un 

sistema de defensa en cocotero. Esto se ha tomado como base para realizar estudios 

sobre la expresión de este gen en respuesta al AS, como molécula inductora de SAR que 

podría estar operando como un sistema de defensa en cocotero. 

El trabajo anterior dio lugar a un estudio realizado por Nic-Matos (2012), en el cuál se 

evaluó la expresión del gen NPR1 en plántulas de cocotero de siete meses de edad , las 

cuales fueron tratadas con 2.5 mM de AS aplicado al medio de cultivo y posteriormente 

fue colectado el tejido de hoja a diferentes tiempos (0, 24, 48, 72, 96 y 120 h). Los 

resultados mostraron que las plantas analizadas durante el tratamiento con AS a las 24 y 

96 h mostraron un marcado incremento en los niveles de transcritos del gen CnNPR1 

(Cocos nucifera NPR1) , mientras que los controles, únicamente mostraron una constante 

expresión basal del transcrito. Posteriormente se diseñaron iniciadores especificas a partir 

del fragmento de 69 aminoácidos (Narváez, 201 0), con los cuales se logró por medio del 

RACE, el aislamiento del extremo terminal 3' de CnNPR1. El análisis bioinformático de la 

secuencia de aminoácidos mostró un porcentaje de identidad de 81% con MdNPR1 de 

Musa ssp. ABB, 78% con OsNPR1 de arroz y 78% con ZmNPR1 de maíz. El tamaño del 

gen aislado en las especies ya mencionadas va de los 550 a 600 aminoácidos 

aproximadamente. El tamaño total del extremo terminal 3' aislado en cocotero fue de 316 

aminoácidos y abarcó por completo el dominio conservado de repeticiones de Ankirina. 

También se pudo identificar tres residuos requeridos para la localización nuclear (NLS) el 

cual es esencial en la inducción de la expresión de genes relacionados a patogénesis 

(Kinkema et al. , 2000). El análisis filogenético mostró que CnNPR1 presenta una cercana 

homología con NPR1 de Musa ssp. ABB (FJ357442.1) (Zhao et al. , 2008) y NPR1 de Zea 

Mays (AA T24361 .1 ). Estructuralmente, la proteína NPR1 , contiene una secuencia bipartita 

de localización nuclear (NLS) y dos dominios conservados de interacción proteína­

proteína: un dominio de cuatro repeticiones de Ankirina (ANK) y un dominio BTB/POZ 

(Broad-complex, Tramtrack and Bric-abrac/Pox virus and Zinc Finger) (Rochon et al., 

2006; Liu et al., 2005; Hepworth et al. , 2005; Cao et al. , 1997). 
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En la figura 1.12 se presenta el árbol filogenético de CnNPR1. Sin embargo, aún falta 

obtener el extremo terminal 5' que contiene el dominio conservado BTB/POZ para poder 

conocer más acerca de la función de la proteína CnNPR1 de cocotero. 
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Figura 1.12 Árbol filogenético realizado empleado 20 secuencias de NPR1 de diferentes especies 
de plantas. Los triángulos en verde muestran las 6 especies de monocotiledóneas empleadas en el 
análisis , y el rectángulo rojo muestra la secuencia aislada de cocotero (CnNPR1) , mientras que las 
secuencias sin marcar, pertenecen a las 13 secuencias restantes de especies dicotiledóneas. 1 y 
11 , muestran los dos ciados en los que se dividen estas 20 secuencias en total (Nic-Matos, 2012). 

Las aportaciones antes mencionadas nos dan bases para pensar que el cocotero puede 

ser capaz de activar SAR ante el ataque de patógenos, en donde los genes de resistencia 

pudieran estar jugando un papel fundamental en la percepción de los patógenos en este 

cultivo vía AS. 
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1.1.20 Estudios sobre RGCs en cocotero 

El único estudio que se ha realizado sobre candidatos a genes de resistencia (RGCs, por 

sus siglas en inglés) en cocotero es el de Puch-Hau (no publicado) en el cual se logró la 

amplificación por PCR e identificar 162 secuencias RGCs de tipo NBS-LRR de las cuales 

139 presentaron marco de lectura abierto. El trabajo se realizó con ADN genómico 

extraído de palmas de cocotero de los ecotipos alto del Pacífico y enano malayo amarillo 

(ambos resistentes al AL) y alto del Atlántico (susceptible al AL) , utilizando iniciadores 

degenerados diseñados a partir de motivos específicos conservados de tipo NBS-LRR de 

secuencias homólogas a genes de resistencia. Los fragmentos amplificados fueron 

secuenciados y en base a los análisis bioinformáticos fueron clasificados en 29 grupos 

diferentes, los cuales posteriormente se agruparon en 11 ciados distintos (Figura 1.13) en 

base a diferentes criterios (Puch-Hau, no publicado). La secuencia deducida de 

aminoácidos reveló la presencia de los motivos característicos de las proteínas de 

resistencia del tipo NBS-LRR y el análisis filogenético agrupó a los RGCs dentro de la 

familia non-TIR-NBS-LRR. Este es el primer estudio en donde se reporta el aislamiento de 

secuencias RGCs en palmas de cocotero y que podrían contribuir a entender parte de los 

mecanismos de defensa de este cultivo ante los patógenos que lo afectan. Partiendo de 

esta investigación se seleccionaron tres secuencias RGCs representativas, de tres ciados 

diferentes, las cuales fueron nombradas como CnRGC4, CnRGC5 y CnRGC10 (Cn , por 

Cocos nucifera y el número, por el ciado) para desarrollar el presente trabajo. En la figura 

1.14 se puede apreciar el árbol filogenético de los RGCs aislados en cocotero y su 

homología con genes de resistencia conocidos. 

Debido a que en cocotero no se cuenta con ningún estudio realizado sobre expresión de 

genes de resistencia y con base en los antecedentes discutidos, el presente estudio 

pretende aportar al conocimiento y entendimiento de los mecanismos de defensa en esta 

especie, mediante el estudio de la expresión de candidatos a genes de resistencia de tipo 

NBS-LRR en plántulas de cocotero, inducidos con ácido salicílico. A partir de RGCs 

(secuencias candidatas a genes R) aisladas en estudios anteriores. 
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Figura 1.13 Análisis filogenético de las secuencias RGCs aisladas en cocotero. Las secuencias 
provenientes del Alto del Pacifico están abreviadas como AP, las de Enano Malayo Amarillo como 
EMA y las del Alto del Atlántico como AA. Las secuencias fueron clasificadas en 11 ciados 
diferentes, en base a dos criterios: su porcentaje de identidad (>50% mismo ciado) y si pertenecen 
a un grupo monofilético (Puch-Hau, no publicado). 
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Figura 1.14 Árbol filogenético de los RGCs aislados en cocotero. Los ciados CnRGC1 al 
CnRGC11 están señalados con el símbolo ey se encuentran agrupados con genes de resistencia 
conocidos en otras especies de plantas (Puch-Hau, no publicado) . Las flechas en rojo señalan los 
tres ciados de los cuales se seleccionaron las secuencias para evaluar la expresión en el presente 
trabajo. 
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1.2 HIPÓTESIS 

La aplicación exógena de ácido salicílico (AS) puede inducir la expresión diferencial de 

candidatos a genes de resistencia (RGCs) en diferentes tejidos de plántulas de cocotero. 

1.3 OBJETIVOS 

1.3.1 Objetivo general 

Caracterizar la expresión de tres candidatos a genes de resistencia tipo NBS-LRR en 

plántulas de cocotero tratadas con ácido salicílico. 

1.3.2 Objetivos específicos 

Desarrollar un protocolo para el análisis cuantitativo por PCR en tiempo real de tres 

candidatos a genes de resistencia aislados de cocotero. 

Analizar mediante PCR en tiempo real la expresión de los RGCs en hoja, tallo y raíz 

de plántulas tratadas con ácido salicílico. 
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1.4 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

En el siguiente esquema se muestra la estrategia experimental para llevar a cabo el 

estudio de expresión de RGCs en cocotero. 

Selección y alineamiento de 
las secuencias RGC a analizar 

(BLAST y ClustaiX) 

Diseño de iniciadores específicos 
(Primer3Pius) 

Optimización de la técnica de 
PCR en tiempo real 

Análisis de la expresión de los 
genes por PCR tiempo real 

(SYBR Green) 

Tratamiento de las plántulas 
de cocotero (Alto del Pacífico) 
con ácido salicílico (2.5 mM) 

Colecta de tejidos de hoja, 
tallo y raíz 

(0, 24, 48, 72, 96 y 120 horas) 

Extracción del ARN de los 
tejidos de hoja, tallo y raíz 

(Herrera, 2000) 

Tratamiento del ARN 
(DNasa 1) y cuantificación 

Síntesis del ADNc 
(Kit Omniscript®) 
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CAPITULO 11 

DESARROLLO DE UN PROTOCOLO PARA EL ANÁLISIS CUANTITATIVO 

POR PCR EN TIEMPO REAL DE TRES CANDIDATOS A GENES DE 

RESISTENCIA AISLADOS DE COCOTERO. 

2.1 INTRODUCCIÓN 

El cocotero (Cocos nucifera L.) es uno de los cultivos importantes en las zonas tropicales, 

donde sirve como alimento, en la construcción de casas, elaboración de utensilios de uso 

local y elaboración de productos industriales, tales como el aceite de coco, la copra y el 

coco desecado entre otros, los cuales, desempeñan un papel importante en la economía 

de muchos países en desarrollo. Además, son componentes importantes del paisaje, lo 

que contribuye a la belleza estética de muchas de las islas donde el turismo juega un 

papel clave en la economía (Granados y López, 2002; Kairo et al. , 2001 ; Martin y Watson, 

1998; Pollard , 1995; Barrow, 1991). Es un miembro de la familia de monocotiledóneas 

Arecaceae (Palmaceae). Es la única especie del género Cocos del que pertenece a la 

subfamilia Cocoideae que incluye 27 géneros y 600 especies (Teulat et al. , 2000). El 

cultivo de cocotero está ampliamente distribuido en el mundo y posee un alto valor 

económico. La producción mundial, se estima en 40 billones de nueces, principalmente 

para la producción de aceite (Harries, 1995). La producción mundial de cocotero en 2007 

fue de 61 mil toneladas entre los tres principales países productores, Indonesia, Filipinas y 

la India, esto es el 75% sobre la producción total (FAO, 2009). 

A pesar de la importancia económica del cocotero como cultivo, en el Caribe ha 

disminuido con el paso de los años. Esto debido principalmente a escasas prácticas de 

cultivo, plantaciones viejas, plagas y enfermedades. Una de las principales enfermedades 

que ha devastado gran cantidad de hectáreas de cocotero, en países tales como Jamaica, 

Cuba, Islas Caimán, Estados Unidos, México, Belice, Honduras, Guatemala y República 

Dominicana es el Amarillamiento Letal (Harrison y Oropeza, 2008). Esta enfermedad es 

causada por fitoplasmas (Beakbane et al. , 1972; McCoy, 1972). 
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Ante esta problemática surge la necesidad de estudiar los mecanismos de defensa en 

este cultivo, y este conocimiento serviría de base para el desarrollo de nuevas tecnologías 

con el fin de hacer frente a los patógenos que lo afectan . Los genes de resistencia (R) son 

componentes importantes en el mecanismo de defensa de las plantas, que se expresan al 

detectar invasores patogénicos provocando una respuesta que puede evitar la infección 

(Jungeun et al. , 2012; Oangl y Jones, 2001 ; Flor, 1971 ). Varios genes que confieren 

resistencia a un amplio grupo de patógenos que incluyen bacterias, virus, hongos, 

oomicetos y nemátodos ya han sido clonados de diferentes especies de plantas (McHale 

et al., 2006). En años recientes la clase más abundante en plantas, los genes de tipo 

NBS-LRR, han sido extensamente investigados en diferentes especies 0Nan et al., 2012), 

entre ellas el cocotero (Puch-Hau , 2012). Esta clase de genes se puede dividir en dos 

subfamilias de acuerdo a las características de su extremo N-terminal en TIR-NBS-LRR 

(dicotiledóneas) y no-TIR-NBS-LRR (monocotiledóneas) (Yue et al. , 2012; Oangl y Jones, 

2001). Hasta la fecha se han identificado en plantas ocho motivos conservados del 

dominio NBS de los genes R que incluyen: P-loop, cinasa-2, cinasa-3a, GLPL, RNBS-A­

TIR, RNBS-0-TIR, RNBS-A-no-TIR y RNBS-0-no-TIR (Yue et al. , 2012). En base a estos 

dominios conservados se han obtenido por medio de PCR candidatos a genes de 

resistencia (RGCs) en varias especies vegetales de interés comercial (Thirumalaiandi et 

al., 2008). Los RGCs proveen información valiosa de secuencias para aplicar el enfoque 

de genes candidatos y clonar genes R completos (Pflieger et al., 2001). Esta estrategia ha 

revelado ser muy útil como primer paso hacia la identificación de genes de resistencia. 

La PCR en tiempo real puede generar amplicones muy pequeños (desde 60 pb) lo que la 

hace ideal para la detección de cambios cuantitativos en la expresión génica durante el 

curso de alteraciones celulares patológicas o experimentales, así como para la 

cuantificación de niveles de ARNm en muestras de tejidos (Bustin , 2002). Por otro lado, la 

optimización de la PCR es un parámetro importante para la correcta cuantificación de los 

niveles de expresión (Bustin, 2003). 

En el presente capítulo se llevó a cabo el desarrollo de un protocolo para optimizar las 

condiciones de amplificación para la reacción de PCR en tiempo real de los diferentes 

juegos de iniciadores para cada gen, ya que estos parámetros son importantes para poder 

determinar si se puede o no cuantificar la expresión . 
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2.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

2.2.1 Selección de las secuencias de RGCs aisladas de cocotero 

Para el desarrollo del presente trabajo se seleccionaron secuencias de candidatos a 

genes de resistencia o RGCs (cuadro 2.1 ), la selección se hizo partiendo del trabajo de 

Puch-Hau (2012) del cual se tomaron tres secuencias que corresponden a RGCs 

representativos de ciados distintos y que presentan homología con genes de resistencia 

ya reportados en la literatura. Estos RGCs fueron nombrados como CnRGC4, CnRGC5 y 

CnRGC10. Las secuencias de estos RGCs corresponden al ecotipo alto del Pacífico que 

se sabe presenta mayor porcentaje de resistencia a la enfermedad del AL. 

2.2.2 Alineamiento y diseño de iniciadores 

Para llevar a cabo los ensayos de optimización y posterior análisis de expresión de los 

tres genes RGCs, se diseñaron iniciadores específicos (cuadro 2.3) para cada una de las 

secuencias. El alineamiento se realizó empleando el programa ClustaiX (Larkin et al., 

2007) y posteriormente, con el programa Boxshade v.3.21 , se sombrearon las regiones 

conservadas con la finalidad de conocer las zonas donde se tiene un mayor porcentaje de 

divergencia entre las secuencias (figura 2.1) para asegurar de esta forma especificidad en 

la amplificación. Con base a bibliografía consultada y partiendo de regiones no 

conservadas, se diseñaron los iniciadores específicos con el programa Primer3Pius, a 

partir de las tres secuencias candidatas a genes de resistencia seleccionadas. Después 

de haber agregado las características deseadas, el programa nos indicó todos los 

posibles pares de iniciadores que se pueden formar, junto con el tamaño del amplicón 

esperado para cada par, que van desde los 192 a los 284 pb; cabe señalar que estos 

iniciadores fueron analizados en el BLAST para comprobar su identidad con algunas 

secuencias RGC. Se generaron cuatro iniciadores para cada secuencia (2 sentido y 2 

antisentido); los iniciadores fueron de 23-28 nucleótidos, contenido de GC del 50-70% y 

T m~ 65 oc, con los cuales se realizaron los análisis de expresión. 
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2.2.3 Optimización de la técnica de PCR en tiempo real 

Para establecer las condiciones óptimas de amplificación de PCR en tiempo real , se 

realizó lo siguiente: A). Determinar la temperatura de hibridación. Para ello, se probó un 

gradiente de diferentes temperaturas de hibridación (58 a 64 oc ). B). Determinar el par de 

iniciadores adecuado. Se probaron las combinaciones de iniciadores para poder elegir la 

que genere una mejor amplificación , sin generar productos inespecíficos. C). Determinar 

la concentración óptima de los iniciadores. Se probaron concentraciones de entre 0.5 a 2 

~M para util izar la que dio los mejores resultados de amplificación. D). Evaluación de la 

eficiencia y linearidad. Se realizó para probar la reproducibilidad de los ensayos y 

determinar si se puede o no cuantificar la expresión de los genes. 

2.2.4 Amplificación por PCR en tiempo real 

La amplificación se realizó en un termociclador BIO-RAD C1 000 con el sistema en tiempo 

real CFX96® y con la mezcla SsoFasf "' EvaGreen® Supermix de Bio-Rad, siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Para establecer el protocolo de amplificación se probaron 

cuatro temperaturas (58, 60, 62 y 64°C) y el protocolo quedó de la siguiente manera: 1 

ciclo a 95°C por 2 m in ; 35 ciclos a 95°C por 15 segundos y gradiente de 58-64 oc por 30 

segundos. Al final se incluyó el ciclo de desnaturalización o curva de disociación (Melt 

Curve) para detectar productos inespecíficos (dímeros de iniciadores, amplificaciones no 

específicas, etc.). Para llevar a cabo la mezcla de reacción se utilizó 2 ~L del ADN, 0.75 

~L por cada iniciador (sentido y antisentido) a 0.3 ~M . 10 ~L de la mezcla SsoFasf "' 

EvaGreen® Supermix y la mezcla se completó con 11 .5 ~L de agua ultrapura para tener 

un volumen final de 25 ~L en cada tubo. 
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2.2.5 Determinación de la eficiencia y linearidad de la PCR en tiempo real 

La eficiencia de la PCR es un número que muestra el aumento (en veces) en la cantidad 

de los fragmentos de ADN amplificados que tienen lugar durante un ciclo (Bustin , 2003). 

Estos parámetros son importantes para poder determinar si se puede o no cuantificar la 

expresión de un gen. La eficiencia de la amplificación se determinó mediante la ejecución 

de PCR en tiempo real con una serie de diluciones (5-1
, 5-2 , 5-3, 5-4) de ADN genómico. 

Posteriormente se tomaron los valores de Ct para graficar la linearidad (Peirson et al., 

2003; Rutledge y Cote, 2003; Stahlberg et al., 2003 ; Pfaffl , 2001 ; Rasmussen , 2001). La 

eficiencia fue calculada a partir de la pendiente de la curva estándar en base a la fórmula: 

E= [1 o(-1/slope)]-1 x 100 (Bustin y Nolan, 2004). Para llevar a cabo la mezcla de reacción se 

utilizaron 2 ¡.¡L del ADN, 0.75 ¡.¡L por cada iniciador (sentido y antisentido) a 0.3 ¡.¡M, 10 !JL 

de la mezcla SsoFasfM EvaGreen® Supermix y la mezcla se completó con 11.5 ¡.¡L de 

agua ultrapura para tener un volumen final de 25 ¡.¡L en cada tubo. Las condiciones de 

amplificación se muestran en la figura 2.2. 

2.3 RESULTADOS 

2.3.1 Selección, alineamiento y diseño de iniciadores de los RGCs 

En cocotero se aislaron 162 secuencias RGCs de tipo NBS-LRR de los ecotipos alto del 

Pacífico y enano malayo amarillo (ambos resistentes al AL) y alto del Atlántico 

(susceptible al AL) , de los cuales 139 presentaron marco de lectura abierto. Estas 

secuencias pertenecen a la familia non-TIR-NBS-LRR y se clasificaron en 29 grupos 

según su homología con genes de resistencia aislados en otras especies vegetales. Estas 

secuencias, en base a diferentes criterios, fueron agrupadas en 11 ciados distintos (datos 

no publicados) de los cuales se tomaron tres secuencias representativas (cuadro 2.1) de 

ciados diferentes, que presentaron homología con genes de resistencia reportados en la 

literatura, estos RGCs fueron nombrados CnRGC4, CnRGC5 y CnRGC10. En el cuadro 

2.2 se muestra la homología de las secuencias con genes de resistencia conocidos. 
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Cuadro 2.1 Secuencias de nucleótidos de los RGC seleccionados. 

CnRGC4 
GGAAAGAAGCAGCAATAGCGGAAGCAGTTCCGTAAATGATGCGACAGATCTCCGAAACTGAGCTCCAATACATTTCTTA 
CCCTTTCGGACATTGGCATTTTAGTCTCTTCCCAATCGAGGCCCTCAAAGAATTTCCTCCATTCCAACTCTTCCTTCTCTC 
GGTACGACAGCGAGCTTCCTGCGGCCACAATAGCTAGAGGCAAGCCGTGGCACCTCTGCAAGATTTTTCTAGCCCAGT 
ACTCTAGATCTGAAGGACAACTTCTGTCCTTATATTTCCAGAATGCTTTATTGCAGAAGAGAATCCATGAGTCACCCTCCT 
GCAGAGGCTGCAGCTCCAGAACACGGCTTTCAACTGCTAGGTAAGCTACATCATGATTCCGGGTTGTTATGACAATCCT 
ACTTCCACATTTATTATCTACCAGCACTGGACTTAATTCATCAAACCAACCATTTATGTGCCACATATCATCTAGGACGAT 
AAGATACCTCTTTTGCTGCAAATAACCATGAAGTACCTCCGCCAAACTGTCGCAAGGCATTGCGTCAATATTTCCTGGAA 
GAATATCACGATTTTCATTGTAGAGGTCTTTTATGAGTCTTCTCATTAGATCTTCGGCTGTATATTTCTGGGTGACACGTA 
CCCATGCTCTGTGATCAAAATGTCGCCTGGCTTCTTGGCTCCTGTAGACATCATTGACGAGAGTCGTCTTCCCCCCCCC 
CCCCATCCCA 

CnRGCS 
GGGAAGAGGCTGCAATAGAGAAAGCACTGTTTGAGATCGGAAGATAAATCATCATAACTCAAAAATAAAGCTCCTGGGA 
GCTCTTTGTCAAGTTCGCTCATAGACCATACTTCGCTTTTGAGAACCTTGTTCCATTCTAGGTTGCTTCTCTCCTTCGACC 
TTAAAACCCCTGCAATGACTTTGATAGCGAGAGGAAGACCGTCACATTTTTCAACAATTTGAACCCCGATTTCTTTTAACC 
TAGAGATCTCCTCCTCCTCCTCATCATCATCTTCGAAGACATTCTTGTGGAGCAATTTCCAGCAACTGTCATTATCCATTT 
TATCGACTTGGTGGATCTTCGCTCTAATATTGCTAGCAACGTTTGTATGTCGAGTGGTAATCAGAATCTTGCCAGTAGCT 
GCTGCATTTTCAATGGCATATCTAAGCAATTTCTCCCATACATCTTTCTCCCATACATCATCTAATACAATAAAGAATCTTT 
TTGAAAGTATAGAAGAAAGACGGGGTACGAGCTCTGCCTTAGTTTCAGCCTCCCCATTTTTTCCACCTGCATCCCTAATT 
ATATCTTTCAGCAATTCTGTTTCTGAAAAGTCCTGAGAAACACATGCCCATACCCGTATAGGAAAGTTATTTTTTATAGTTT 
CATGGTTGTATATCCTAGAAGCAAGGGTCGTCTTCCCCCCCCCCCCCATCCCA 

CnRGC10 
GGGAAGAGGGAACAGTAGCGGAAGCATGGTTTGAGATGTGTTGGCATCCAATGATAGCTCAGCTTCAGAGCAGGCAAA 
ATATCATCTTCTTGTTCATCTAGCTCCCACAGATCACTCTGCAAGATATCCTCCCACCTCTCCTCAGCTGTTTCGAAGCGT 
AGAAGGCCACCAAGGGTTTTCAAAGCCAATGGCAAGCCATTACACTTCCTGACAATCTTCTTCCCAATTTCTACCAAATT 
TGGATGTTCTTTGGGTTCTAGACCATCAAATGCACTCTGTTCAAATAACAACCAACTTTGGTCTTCTGGTAAACAGTCAAG 
GTGATAGGGGAGAACTGTCTGCATGATCCTCGCCACAGATTCATTACGAGTAGTAACTATAATTTTACACCATCCTCCAC 
CTGTCAAGGCCACTCTGAAGTTATCCCAGAGGTTTAGTTTCTCATTCCAAACGTCATCCAATACAAGCAATAACTTCTTTC 
CTTTCAATTCCTCCTTCAGGGCTTGTTGAACTGCACTTAGTTCTGTCAGCTCACAAGGTTCCTTTGAGACTGATTGTATGA 
TTGCTTTACATAACCTGACTACATCAAAATCTAGTGAGACATTGACCCATGCCATTAAATTGAAATATTGGCAGACTCTTG 
AATCATTGTAAACAAGTCGGACAAGGGTCGTTTTCCCCCCCCCCCCCATCCCA 

Cuadro 2.2 Secuencias RGCs seleccionadas y su homología con genes de resistencia. 

Proteína Tipo de . 
Ciados Patogeno Enfermedad Planta Referencia R patogeno 

RPM1 Pseudomonas Bacteria 
Tizón Arabidopsis Salanoubat et al., 

syringae bacteriano thaliana 2000 

CnRGC4 Pid3 Magnaporthe Hongo Añublo del 
Oryza sativa Shang et al., 2009 

grisea arroz 

RX01 Xanthomonas Bacteria 
Rayado 

Zea mays Zhao et al., 2005 
oryzae bacteriano 

BPH14 Nilaparvata Insecto Plaga Oryza saliva Du et al. , 2009 
lugens 

Pm3 Blumeria Hongo Moho 
Triticum aestivum 

Yahiaoui et al., 

graminis polvoroso 2004 
CnRGCS 

Magnaporthe Añublo del 
Pi36 Hongo Oryza sativa Liu et al., 2007 

grisea arroz 

Pit Magnaporthe Hongo Añublo del 
Oryza sativa 

Hayashi et al., 

grisea arroz 2009 

RPG1-B Microsphaera Hongo 
Moho 

Hordeum vulgare 
Ashfield et al., 

sparsa polvoroso 2004 
CnRGC10 

Pyrenophora Estriado de la Bulgarelli el al., 
Rdg2a 

gramínea 
Hongo cebada 

Hordeum vulgare 2010 
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Para diseñar los iniciadores específicos para cada gen, primeramente, con el programa 

clustaiX se realizó el alineamiento de nucleótidos de una secuencia representativa de 

cada uno de los 11 ciados del trabajo de Puch-Hau (datos no publicados). Posteriormente 

con el programa Boxshade v.3.21 se llevó a cabo el sombreado (figura 2.1) de las 

regiones conservadas, que a la vez, nos permitió también identificar los sitios que son 

divergentes e ideales para el diseño de los iniciadores específicos. 

CnRGCl 240 
CnRGC2 121 
CnRGC3 256 
CnRGC4 239 
CnRGC5 231 
CnRGC6 250 
CnRGC7 234 
CnRGC8 228 
CnRGC9 209 
CnRGC10 228 
CnRGCll 231 ~-

CnRGCl 274 
CnRGC2 144 
CnRGC3 298 
CnRGC4 286 
CnRGCS 283 
CnRGC6 288 
CnRGC7 280 
CnRGC8 274 
CnRGC9 255 
CnRGClO 274 
CnRGCll 274 

CnRGCl 470 
CnRGC2 283 
CnRGC3 483 
CnRGC4 485 
CnRGCS 479 
CnRGC6 474 
CnRGC7 482 
CnRGCB 476 
CnRGC9 478 
CnRGClO 473 
CnRGCll 476 

CnRGCl 512 
CnRGC2 326 
CnRGC3 530 
CnRGC4 539 
CnRGCS 518 
CnRGC6 518 
CnRGC7 528 
CnRGCB 530 
CnRGC9 530 
CnRGClO 514 
CnRGCll 521 

Figura 2.1 Imagen representativa del alineamiento de las secuencias de nucleótidos para el diseño 
de los iniciadores. Las regiones sombreadas en negro representan los sitios conservados y los 
cuadros verdes señalan las regiones divergentes en las cuales se diseñaron los iniciadores. 
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La secuencia de nucleótidos de los tres ciados elegidos fue sometida al programa 

Primer3Pius de acuerdo a las condiciones consultadas en la literatura para el diseño de 

los iniciadores (cuadro 2.3) y los que flanquearon las regiones divergentes fueron 

seleccionados para los estudios de expresión. 

Cuadro 2.3 Iniciadores específicos diseñados a partir de secuencias 
RGC de cocotero. 

Tamaño Tamaño del 
Ciado Secuencia (bases) Amplicón 

F1 (sentido) 
5'-CTTTCGGACA TIGGCATTITAGTC-3' 24 
R1 (antisentido) 

CnRGC4 
5'-CTAGCAGTIGAAAGCCGTGTICTGG-3' 25 

F2 (sentido) 
5'-CCTITCGGACA TIGGCATTTT AGTC-3' 25 

R2 (antisentido) 
5'-TAGCAGTIGAAAGCCGTGTICTG-3' 23 
F1 (sentido) 
5'-TIGCTICTCTCCTICGACCTI AAAACC-3' 27 
R1 (antisentido) 

CnRGC5 
5'-TA TI AGAGCGAAGATCCACCAAGTC-3' 25 

192 a 284 pb 
F2 (sentido) 
5'-TICTAGGTIGCTICTCTCCTICGACCT -3' 27 
R2 (antisentido) 
5' -CAA TA TI AGAGCGAAGATCCACCAAGTC-3' 28 
F1 (sentido) 
5'-TCCCACCTCTCCTCAGCTGTTTC-3' 23 
R1 (antisentido) 

CnRGC10 
5'-CCTIGACTGTTT ACCAGAAGACCA-3' 24 
F2 (sentido) 
5'-CCTCCCACCTCTCCTCAGCTGTTIC-3' 25 

R2 (antisentido) 
5'-ATCACCTIGACTGTTT ACCAGAAGACCA-3 ' 28 

2.3.2 Optimización de las condiciones de amplificación por PCR en tiempo 

real 

Para obtener resultados confiables en las pruebas realizadas con la PCR en tiempo real 

fue necesario optimizar la reacción en el laboratorio. La optimización consistió en hacer 

que las variaciones normales de la prueba no causen efectos importantes en los valores 

Ct y que tengan un impacto mínimo en la cantidad de fluorescencia observada. Los 

criterios más importantes para la optimización son la especificidad , sensibilidad , eficiencia 

y reproducibilidad de la PCR en tiempo real (Edwards, 2004). 
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Para llevar a cabo la optimización de las condiciones de amplificación por PCR, se 

probaron cuatro diferentes temperaturas de hibridación para cada uno de los iniciadores. 

La selección del gradiente de temperaturas probadas fue hecha de acuerdo a la 

temperatura de hibridación a la que se diseñaron los iniciadores, las temperaturas 

probadas fueron: 58, 60, 62 y 64°C; como producto de amplificación inicial se empleó 

ADN genómico de palma de cocotero alto del Pacífico (AP). Los datos obtenidos 

mostraron que no hay diferencia significativa entre las temperaturas de hibridación, en 

todas las temperaturas probadas amplificó el ADN, no se tuvo amplificación de los 

productos negativos y no se observó la presencia de dímeros. Sin embargo, se decidió 

trabajar con la temperatura de 64°C ya que a mayor temperatura es posible obtener 

mayor especificidad en la amplificación. Finalmente las condiciones de amplificación 

(figura 2.2) quedaron establecidas como sigue: 1 ciclo a 95°C por 2 min ; 35 ciclos a 95°C 

por 15 segundos y 64°C por 30 segundos; el paso final corresponde al análisis de la curva 

de desnaturalización (Melt Curve) para detectar productos inespecíficos. En la figura 2.3 

se puede observar la gráfica obtenida como resultado del gradiente realizado. 
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Figura 2.2 Protocolo establecido para la amplificación por PCR en tiempo real. 
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Figura 2.3 Resultado del gradiente realizado para determinar la temperatura optima de 
alineamiento de los iniciadores. A). Gráfica de la amplificación por PCR en tiempo real. B) . Ciclo 
umbral (Ct) de cada temperatura probada, los círculos de colores señalan las temperaturas, el Ct y 
su correspondiente resultado en la gráfica. 

Basándose en estos resultados se realizó otro ensayo con la temperatura de 64 oc y los 

seis juegos de iniciadores CnRGC4 (F1/R1 y F2/R2), CnRGC5 (F1/R1 y F2/R2) y 

CnRGC1 O (F1/R1 y F2/R2) con ADN genómico de diferentes ecotipos de cocotero diluido 

1:10 alto del Atlántico (AA), alto del Pacífico (AP) y enano malayo amarillo (EMA), para 

poder hacer una mejor selección de los iniciadores que fueron empleados en los análisis 

de expresión por PCR tiempo real. Como podemos observar en la figura 2.4 con los 

iniciadores CnRGC4 (F1 /R1) se obtuvo amplificación del ADN de los tres ecotipos de 

cocotero y no se observaron productos inespecíficos, ni amplificación en los controles 

(CTL) negativos, mientras que con el juego F2/R2 no se logró amplificación para el 

ecotipo AP, y para el ecotipo AA el Ct fue muy tardío. En la figura 2.5 observamos que 

para los iniciadores CnRGC5 (ambos juegos) se obtuvo amplificación en todas las 

muestras de ADN y en la curva de desnaturalización no se presentaron dímeros, ni 

amplificación en los negativos. En la figura 2.6 se muestra que para los iniciadores 

CnRGC1 O (ambos juegos) de igual forma se obtuvo amplificación de los tres tipos 

diferentes de ADN, las curvas de desnaturalización presentaron un sólo pico confirmando 

la amplificación de un solo producto y no hay amplificación en los controles negativos. En 
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los tres casos los iniciadores que dieron mejores resultados fueron los del grupo F1/R1 , 

ya que presentaron un Ciclo umbral más temprano. Para llevar a cabo la mezcla de 

reacción se utilizó 2 ¡.JL del ADN, 0.75 ¡.JL por cada iniciador (sentido y antisentido) a 0.3 

IJM, 1 O ¡.JL de la mezcla SsoFasfM EvaGreen® Supermix y la mezcla se completó con 11.5 

¡.JL de agua ultrapura para tener un volumen final de 25 ¡.JL en cada tubo. 

A) Ciclo umbral (Ct) B) .\Mpilo<AIIOO C) MdiPtM 

10' ,, 

ADN CnRGC4 CnRGC4 
lOO 

(F1/R1) (F2/R2) 
60 ~ 

!O 

' 
~ 

AA 22.68 33.02 ~ lOO f ~ 

' AP 24.77 NIA 
f lO 

1!10 " 

' EMA 22.81 23.07 Línea base 10 

' CTL(·) N/ A N/ A 11 15 lO 21 lO ll 
CrcJ<t 

Figura 2.4 Resultados de la amplificación de ADN genómico con los dos juegos de iniciadores 
CnRGC4. A). Ciclo umbral (Ct) de la amplificación. 8). Curvas de amplificación del ADN . C) . 
Curvas de desnaturalización de los productos amplificados. Los círculos de colores señalan cada 
ecotipo y su correspondiente resultado en las gráficas. 

A) Ciclo umbral (Ct) B) Ampllfialion lltl1PtM 

AON CnRGC5 CnRGC5 lOO 

(F1/R1 ) (F2/R2) 210 

' 
AA 24.19 24.52 lOO 

• 

' 
~ 1!0 

AP 23.81 24.50 1!10 

' EMA 
22.24 23.25 50 Líneabase 

' CTL(·) NIA N/ A 
10 11 lO !O 11 

CrcJ<t 

Figura 2.5 Resultados de la amplificación de ADN genómico con los dos juegos de iniciadores 
CnRGC5. A). Ciclo umbral (Ct) de la amplificación. 8). Curvas de amplificación del ADN. C). 
Curvas de desnaturalización de los productos amplificados. Los círculos de colores señalan cada 
ecotipo y su correspondiente resultado en las gráficas. 
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Figura 2.6 Resultados de la amplificación de ADN genómico con los dos juegos de iniciadores 
CnRGC 1 O. A). Ciclo umbral (Ct) de la amplificación. 8) . Curvas de amplificación del ADN. C) . 
Curvas de desnaturalización de los productos amplificados. Los círculos de colores señalan cada 
ecotipo y su correspondiente resultado en las gráficas. 

2.3.3 Ensayos de eficiencia y linearidad 

Una vez que quedaron establecidas las condiciones para una buena amplificación por 

PCR en tiempo real , se procedió a realizar ensayos con ADN genómico de palma de 

cocotero del ecotipo AP; para poder evaluar la eficiencia y linearidad de los iniciadores 

CnRGC4, CnRGC5 y CnRGC10 en los tres casos del grupo F1/R1 ya que son los que 

presentaron mejores resultados en ensayos anteriores. La eficiencia y linearidad son 

parámetros importantes para poder determinar si se puede o no cuantificar la expresión 

de un gen. La eficiencia de la PCR es un número que muestra el aumento (en veces) en 

la cantidad de los fragmentos de ADN amplificados que tienen lugar durante un ciclo 

(Bustin, 2003). La eficiencia se determinó mediante la ejecución de PCR en serie de 

diluciones de ADN, posteriormente se tomaron los valores de Ct para graficar la linearidad 

(Peirson et al., 2003; Rutledge y Cote, 2003; Stahlberg et al. , 2003; Pfaffl , 2001 ; 

Rasmussen, 2001). 

En un primer ensayo se realizó una serie de diluciones de ADN genómico (1 o-1
, 1 o-2

, 1 o-3
, 

1 o-4
) y no se logró obtener una buena eficiencia, ni linearidad en la amplificación con 

ninguno de los iniciadores (CnRGC4, CnRGC5 y CnRGC1 0), por lo que fue necesario 

realizar un segundo ensayo. Para el segundo ensayo de igual forma se hizo una serie de 

diluciones logarítmicas de ADN genómico (5"\ s-2 , 5-3, 54
) para determinar la eficiencia de 
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la amplificación. También se pudo determinar que para tener una mejor amplificación es 

necesario diluir el ADN ya que el ADN del stock no amplifica. Cabe señalar que tanto el 

primero como el segundo ensayo se realizaron por triplicado. La eficiencia fue calculada a 

partir de la pendiente de la curva estándar en base a la fórmula: E= [1 o<-1/slope)]-1 x 100 

(Bustin y Nolan, 2004). La eficiencia de la PCR debe ser de 90-110% aproximadamente, 

la pendiente ideal de -3.32 y el coeficiente de correlación R2>0.999. Diversos factores 

pueden afectar la eficiencia como el largo del amplicón , la estructura secundaria y el 

diseño de los iniciadores (Bustin et al., 2009). 

Los resultados obtenidos en el segundo ensayo para los iniciadores del gen CnRGC4 

(figura 2.7) en la curva estándar mostraron un coeficiente de regresión lineal (R2
) de 

0.993, una eficiencia (%E) del 90.7% y el valor de la pendiente (y) fue de -3.56. Para el 

caso de los iniciadores CnRGCS (figura 2.8) los resultados obtenidos en la curva estándar 

mostraron un coeficiente de regresión lineal (R2
) de 0.994, una eficiencia (%E) del 94.2% 

y el valor de la pendiente (y) fue de -3.47. Con los iniciadores CnRGC10 (figura 2.9) los 

resultados obtenidos en la curva estándar mostraron un coeficiente de regresión lineal 

(R2
) de 0.994, una eficiencia (%E) del99.7% y el valor de la pendiente (y) fue de -3.33. 

En los tres casos se observó una buena correlación entre las curvas de amplificación de 

las diluciones logarítmicas (5"1
, s-2 , s-3, 5"4

) las cuales dieron un valor de Ct cada 1.5 ciclos 

aproximadamente y fueron graficadas para obtener la curva estándar. No se tuvo 

amplificación en los controles negativos (CTL). Estos datos mostraron que los iniciadores 

si son funcionales para llevar a cabo los ensayos de expresión de los genes estudiados. 
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Figura 2.7 Evaluación de la eficiencia y linearidad de los iniciadores CnRGC4. A). Amplificación del 
ADN con diferentes grados de dilución . B). Curvas de desnatural ización sin presencia de dímeros 
en los productos amplificados. C). Curva estándar en la que se observan los valores del coeficiente 
de correlación (R

2
) de 0.993, la pendiente (y) de -3.56 y la eficiencia (%E) del 90 .7%. Los círculos 

de colores señalan las diluciones que van de s-1 a 5-4 y el control negativo (CTL). 
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Figura 2.8 Evaluación de la eficiencia y linearidad de los iniciadores CnRGC5. A) . Ampl ificación del 
ADN con diferentes grados de dilución. B). Curvas de desnaturalización sin presencia de dímeros 
en los productos amplificados. C). Curva estándar en la que se observan los valores del coeficiente 
de correlación (R2

) de 0.994, la pendiente (Y/ de -3.47 y la eficiencia (%E) 94.2%. Los círculos de 
colores señalan las diluciones que van de s· a s-4 y el control negativo (CTL). 
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Figura 2.9 Evaluación de la eficiencia y linearidad de los iniciadores CnRGC10. A). Amplificación 
del ADN con diferentes grados de dilución. 8) . Curvas de desnaturalización sin presencia de 
dímeros en los productos amplificados. C). Curva estándar en la que se observan los valores del 
coeficiente de correlación (R2

) de 0.994, la pendiente (y) de -3.33 y la eficiencia (%E) del 99.7% . 
Los círculos de colores señalan las diluciones que van de s·1 a 5-4 y el control negativo (CTL). 

2.4 DISCUSIÓN 

El análisis de la expresión gen1ca, al ser un proceso molecular, implica una serie de 

técnicas, las cuales deben ser estrictamente desarrolladas y optimizadas, puesto que el 

manejo de la PCR en tiempo real es un proceso muy sensible y requiere de una alta 

precisión. Este proceso incluye técnicas como la extracción y cuantificación del ARN, la 

eliminación del ADN contaminante, la síntesis del ADNc y la PCR en tiempo real. La PCR 

fue considerada como una revolución en la ciencia desde su invención (Deepak, et al. , 

2007; Schaad y Frederick, 2002). A partir de allí y hasta el día de hoy la PCR ha 

experimentado grandes avances, dentro de los cuales, la PCR en tiempo real constituye 

uno de los más importantes. Las aplicaciones de esta técnica abarcan desde la detección 

temprana de patógenos, estudios de discriminación alélica e identificación de genotipos, 

cuantificación de ADN o ARN mensajero de una muestra, hasta los estudios de análisis 

de expresión de genes (Deepak, et al., 2007). 
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En este capítulo se llevó a cabo la optimización de las condiciones de amplificación por 

PCR en tiempo real, ya que para proceder con los estudios de expresión de los tres RGC 

seleccionados, fue necesario realizar una correcta optimización que nos indicara la 

posibilidad de poder cuantificar la expresión de los genes por PCR en tiempo real. Los 

criterios más importantes para la optimización son la especificidad, sensibilidad, eficiencia 

y reproducibilidad de la PCR en tiempo real (Edwards, 2004). 

En cocotero, para llevar a cabo el primer estudio realizado sobre la expresión de genes se 

seleccionaron tres secuencias candidatas a genes de resistencia que se eligieron de entre 

162 secuencias ya reportadas (Puch-Hau , no publicado), estas secuencias presentaron 

homología con genes de resistencia ya caracterizados y que se encuentran reportados en 

la literatura (Bulgarelli et al. , 201 O; Du et al. , 2009; Zhao et al., 2005), las secuencias 

corresponden al ecotipo alto del Pacífico que se sabe presenta mayor porcentaje de 

resistencia a la enfermedad del AL y fueron nombradas como CnRGC4, CnRGC5 y 

CnRGC10. Se empleó el programa ClustaiX (Larkin et al. , 2007) para los alineamientos y 

el programa Boxshade v.3.21 para el sombreado de las regiones conservadas que nos 

permitieron, en base a bibliografía consultada y a partir de regiones no conservadas, 

diseñar iniciadores específicos con el programa Primer3Pius, con los cuales se llevó a 

cabo la amplificación de las secuencias. 

Una vez diseñados los iniciadores específicos para cada gen, el siguiente paso fue 

establecer las condiciones óptimas de amplificación para dar un balance entre la 

eficiencia y la especificidad de la reacción (Yaish et al. , 2004). Se realizó una PCR 

gradiente en la que se probaron cuatro temperaturas de hibridación que fueron de 58, 60, 

62 y 64 oc. Los resultados obtenidos no mostraron diferencia significativa entre las 

diferentes temperaturas por lo tanto cualquiera pudiera ser empleada para la PCR, sin 

embargo se decidió usar la de 64°C ya que se sabe que a mayor temperatura se tiene 

mayor especificidad en la amplificación. La ausencia de productos inespecíficos se 

comprobó al realizar la curva de desnaturalización (Melt Curve). 
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Una vez determinada la temperatura óptima de hibridación, mediante un ensayo de PCR 

en tiempo real, empleando diferentes ecotipos de cocotero, se logró determinar que, de 

los dos juegos de iniciadores diseñados para cada uno de los tres genes ambos son 

buenos ya que cumplen con los parámetros esperados, sin embargo el juego F1/R1 en 

cada caso es el que dio CTs más tempranos y fueron elegidos para llevar a cabo los 

ensayos de expresión, ya que había que usar solo un juego. 

Antes de proceder con los ensayos de expresión fue necesario un paso importante ya que 

una reacción de PCR en tiempo real exitosa requiere de una amplificación eficaz y 

específica del producto. Las reacciones de PCR en tiempo real usando SYBR Green son 

optimizadas para ser más sensibles y específicas y deben exhibir una buena eficiencia de 

amplificación sobre un amplio rango dinámico (810-RAD, 2006). En nuestro trabajo se 

realizó una serie de diluciones logarítmicas y la eficiencia se calculó a partir de la 

pendiente de la cuNa estándar en base a la fórmula: E= [1 o<-1/slope)]-1 x 100 (Bustin y 

Notan, 2004). La eficiencia de la PCR debe ser de 90-110% aproximadamente, la 

pendiente ideal de -3.32 y el coeficiente de correlación R2>0.999; aunque diversos 

factores pueden afectar la eficiencia como el largo del amplicón , la estructura secundaria 

y el diseño de los iniciadores (Bustin et al. , 2009). 

Los resultados que obtuvimos mostraron que las cuNas estándar tanto de control interno 

y de los genes diana tenían un amplio rango lineal y se obseNó una buena linearidad para 

las diluciones logarítmicas. Para los iniciadores del gen CnRGC4 (figura 2.7) en la cuNa 

estándar mostraron un coeficiente de regresión lineal (R2
) de 0.993, una eficiencia (%E) 

del 90.7% y el valor de la pendiente (y) fue de -3.56. Para el caso de los iniciadores 

CnRGC5 (figura 2.8) los resultados obtenidos en la cuNa estándar mostraron un 

coeficiente de regresión lineal (R2
) de 0.994, una eficiencia (%E) del 94.2% y el valor de la 

pendiente (y) fue de -3.47. Con los iniciadores CnRGC1 O (figura 2.9) los resultados 

obtenidos en la cuNa estándar mostraron un coeficiente de regresión lineal (R2
) de 0.994, 

una eficiencia (%E) del 99.7% y el valor de la pendiente (y) fue de -3.33. En los tres casos 

se obseNó una buena correlación entre las cuNas de amplificación de las diluciones 

logarítmicas (5"\ 5"2
, 5-3 , 5"4

) las cuales dieron un valor de Ct cada 1.5 ciclos 

aproximadamente. 
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El valor de Ct y el logaritmo de las diluciones obtenido, presentaron un buen coeficiente 

de correlación y la curva estándar para las amplificaciones se encontró en conformidad 

con la amplificación exponencial de PCR. Las curvas de desnaturalización presentaron un 

sólo pico confirmando la amplificación de un solo producto sin componentes indeseables 

que influyan en los resultados. Estos resultados indicaron que la reacción de PCR tenía 

una buena especificidad , y no fueron generados dímeros de iniciadores, ni amplificaciones 

no específicas. La electroforesis en gel de agarosa validó la especificidad al confirmar un 

solo producto amplificado del tamaño esperado. Además, para las 3 réplicas de 

amplificación se produjo resultados similares en cada muestra, lo que indica la 

reproducibilidad y la fiabilidad del procedimiento experimental, de acuerdo a lo reportado 

en la literatura (810-RAD, 2006) y con datos similares a los obtenidos por You-Xiong y 

colaboradores en 2009. Los datos mostraron que los iniciadores si son funcionales para 

llevar a cabo los ensayos de expresión de los genes estudiados. 

2.5 CONCLUSIONES 

1. Se eligieron tres secuencias RGC ya reportadas que presentan homología con genes 

de resistencia y se logró el diseño de iniciadores específicos para cada gen con las 

características indicadas en la literatura para la PCR en tiempo real. 

2. Se logró identificar la temperatura óptima de alineamiento y evaluar la curva estándar 

para medir el rendimiento los ensayos de PCR en tiempo real. 

3. Los ensayos optimizados para las reacciones de PCR en tiempo real mostraron ser 

sensibles y específicos y tuvieron una buena eficiencia sobre un amplio rango 

dinámico. 

4. Los iniciadores seleccionados y las condiciones de PCR para la amplificación de 

CnRGC4, CnRGCS y CnRGC10 son adecuados para la cuantificación por PCR en 

tiempo real. 
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CAPITULO 111 

ANÁLISIS DEL EFECTO DEL ÁCIDO SALICÍLICO EN LA EXPRESIÓN DE 

GENES DE RESISTENCIA 

3.1 INTRODUCCIÓN 

La palma de coco (Cocos nucifera) pertenece a la familia Arecaceae y se encuentra 

distribuida en los trópicos. Es particularmente importante en las islas bajas del Pacífico, 

donde proporciona casi todas las necesidades de la vida: comida, bebida, aceite, 

medicina, fibra, madera, paja, adornos, combustible, utensilios domésticos, entre otros. 

Por esta razón, se ha llamado el "árbol de la vida". Hoy en día sigue siendo un cultivo de 

importancia económica y de subsistencia en muchos pequeños estados insulares del 

Pacífico (Chan y Elevitch , 2006). En México las áreas productoras de cocotero se dividen 

en dos grandes regiones costeras, la del Golfo y Caribe: en Tabasco, Veracruz, 

Campeche, Yucatán y Quintana Roo y la del Pacífico: en Guerrero, Colima, Oaxaca, 

Michoacán, Sinaloa, Jalisco y Chiapas. El cocotero es uno de los cultivos de mayor 

importancia económica, cubre una superficie de 100 mil ha de las cuales dependen 

aproximadamente 50 mil familias que viven directamente del cultivo (CONACOCO, 2008). 

Sin embargo, el cultivo del cocotero también presenta problemáticas que pueden ser 

englobadas en la baja productividad de las plantaciones ya existentes y la disminución de 

la superficie de cultivo, debido principalmente a escasas prácticas de cultivo, plantaciones 

viejas, plagas y enfermedades. Entre estas últimas, podemos encontrar las que son 

causadas por diversos agentes como virus (Rohde et al. , 1990), viroides (Hanold y 

Randles, 1991 ), protozoos (Parthasarathy et al., 1978), hongos (Joseph et al. , 1975), 

nemátodos (Griffith , 1987) y mollicutas como los fitoplasmas entre los que se encuentra el 

causante del Amarillamiento Letal, siendo esta enfermedad la más destructiva (Howard y 

Barrant, 1989; Beakbane et al. , 1972; McCoy, 1972). A pesar de la gran importancia de 

este cultivo y a la diversidad de patógenos que afectan su producción, los mecanismos de 

defensa han sido poco estudiados, en comparación con otras plantas. 
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Los genes de resistencia (R) son componentes importantes del mecanismo de resistencia 

genética en las plantas ya que codifican proteínas de resistencia (R) que pueden censar 

la invasión por bacterias, hongos, oomicetos, virus, nemátodos, a través del 

reconocimiento de moléculas efectoras y son capaces de activar una serie de respuestas 

inmunes que proveen una resistencia efectiva en la planta hospedera. Entre estos se 

incluyen a los genes de tipo NBS-LRR que son la clase más abundante en plantas. 

Durante la última década, varios genes R que confieren resistencia a un amplio espectro 

de patógenos, han sido clonados a partir de diferentes especies de plantas fYVan et a/., 

2012; Yue et al. , 2012). En cocotero se logró el aislamiento de 162 secuencias candidatas 

a genes de resistencia o RGCs de tipo NBS-LRR en palmas de los ecotipos alto del 

Pacífico y enano malayo amarillo (ambos resistentes al AL) y alto del Atlántico 

(susceptible al AL) , de las cuales 139 presentaron marco de lectura abierto. Las 

secuencias aún no han sido caracterizadas (Puch-Hau, no publicado). En base a lo ya 

reportado se conoce que el ácido salicílico (AS) además de participar en procesos como 

la germinación de semillas, crecimiento celular, respiración , cierre de estomas, expresión 

de genes asociados a senescencia, repuesta a estrés abiótico y termogénesis, también 

juega un papel primordial en la resistencia a enfermedades (VIot et al. , 2009; Humphreys 

y Chapple, 2002; Métraux y Raskin , 1993; Raskin , 1992). El AS induce la expresión de 

proteínas relacionadas con patogénesis como glucanasas y quitinasas (Witmer et al. , 

2003; Kang et al., 1998; Busam et al. , 1997), sin embargo hay pocos estudios sobre la 

inducción de genes Ro RGCs por AS (Wan et al., 2012; You-Xiong et al., 2009). 

La expresión génica es un proceso biológico mediante el cual la célula transforma la 

información codificada en el ADN a proteínas a través de la síntesis de ARN mensajero 

(ARNm) mediante el proceso de la traducción . La expresión génica de un determinado 

gen en una célula puede ser cuantificada por la cantidad producida de ARNm del gen en 

estudio (Rivas, 201 O) . La PCR en tiempo real se está empleando cada vez más para la 

cuantificación de la expresión génica, lo que permite un rápido análisis de la expresión 

génica a partir de pequeñas cantidades de templado inicial , además de que la PCR en 

tiempo real permite un alto rendimiento y una cuantificación rápida y reproducible, con un 

excelente rango dinámico y una alta sensibilidad (Peirson et al., 2003). 
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Con la finalidad de evaluar si la aplicación exógena de AS induce la expresión de los 

RGCs en cocotero. En el presente capítulo se describe el análisis de expresión , mediante 

PCR en tiempo real , de tres o RGCs de tipo NBS-LRR (CnRGC4, CnRGC5 y CnRGC10) 

en plántulas in vitro tratadas con AS. La colecta de tejidos evaluados (hoja, tallo y raíz) se 

realizó a diferentes tiempos después del tratamiento (0, 24, 48, 72 , 96 y 120 h). 

3.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

3.2.1 Material vegetal y tratamiento con ácido salicílico 

Para realizar el ensayo se emplearon 36 plántulas de cocotero del ecotipo alto del 

Pacífico (AP) cultivadas in vitro, de aproximadamente 7 meses de edad, y se siguieron los 

mismos lineamientos usados por Nic-Matos (2012) para llevar a cabo el experimento. El 

ensayo consistió en 2 tratamientos, el primer tratamiento fue el de las plántulas tratadas 

con 2.5 mM de AS aplicado al medio de cultivo, el segundo consistió en las plántulas 

control (sin tratamiento con AS) , las cuales permanecieron en el medio de cultivo 

únicamente. En cuanto al número de plantas por tratamiento, se emplearon 18 plantas 

para el tratamiento con AS (3 por cada tiempo de cosecha) y 18 plantas sin tratamiento 

como controles (3 por cada tiempo de cosecha). Los tiempos de cosecha tanto en las 

plantas con tratamiento, como en las no tratadas con AS, para el posterior estudio de los 

niveles de expresión de los genes CnRGC4, CnRGC5 y CnRGC10 fueron de O, 24, 48, 

72, 96 y 120 h. Cabe señalar que el AS fue disuelto con 2 mLIL de etanol al 96%, sin 

embargo no fue necesario llevar a cabo un tratamiento con etanol debido a que en 

ensayos anteriores se pudo observar que el etanol no tiene ningún efecto en la expresión 

de los genes de interés (datos no publicados). El medio de cultivo empleado fue el Y3, sin 

sacarosa y sin carbón activado; los tejidos cosechados fueron hoja, tallo y raíz los cuales 

fueron congelados a -80°C hasta su posterior uso, esto para evitar la degradación del 

ARN. En la figura 3.1 se presenta un esquema del proceso de tratamiento con AS y el 

proceso de cosecha y en el cuadro 3.1 se puede apreciar un resumen del experimento 

realizado. 
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Figura 3.1 Representación esquemática del proceso de tratamiento de las plantas con AS y la 
cosecha de tejidos. 1 ). Plántula de cocotero micropropagada. 2). A). Se observa una planta antes 
de ser sometida al tratamiento con AS. B). Cajetero conteniendo medio Y3 con una concentración 
de 2.5 mM de AS estéri l. C) . Aspecto de la planta durante el tiempo sometido al tratamiento con 
AS. 3). A). Aspecto de la planta hasta antes de ser cosechado. B). Proceso de cosecha de cada 
uno de los diferentes tejidos. C). Contenedor con nitrógeno líquido en el cual eran puestos los 
tejidos cosechados antes de ser almacenados a -80°C (Nic-Matos, 2012). 

Cuadro 3.1 Condiciones empleadas para el ensayo del tratamiento con AS. 

Tiempo del tratamiento No. de plántulas tratadas No. de plántulas 
(Horas) con AS (2.5 mM) controles 

o 3 3 
24 3 3 
48 3 3 
72 3 3 
96 3 3 
120 3 3 

Total 18 18 

3.2.2 Extracción de ARN total de hoja, tallo y raíz de cocotero 

El ARN fue extraído utilizando el método empleado por Herrera (2000), que consiste en el 

uso del amortiguador de extracción (0.1 M Tris-HCI, pH 8.0; EDTA 0.2 mM, pH 8.0; SOS 

2% y a-monotiolglicerol 0.15%). Se pesó 0.3 gr del tejido que luego se pulverizó con 

ayuda de nitrógeno líquido y un mortero, después se añadió 1 ml del amortiguador de 

extracción en el mortero, luego se transfirió 800 IJL de la mezcla a un tubo eppendorf de 2 

ml y se agregó fenal-cloroformo (1 :1 v/v). Posteriormente el extracto se incubó a 70°C por 

5 min , después se centrifugó a 12,000 rpm por 10 min a 4°C y se tomó 600 IJL del 

sobrenadante obtenido al cual se le agregó isopropanol frío en una relación de volumen 

1 :1. La mezcla se incubó a -20°C por 1 O m in y se centrifugó a 11 , 000 rpm por 1 O m in a 
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4°C para eliminar el sobrenadante. Finalmente, se lavó la pastilla con 500 IJL de etanol al 

70% y luego se centrifugó a 7,500 rpm por 5 mina 4°C para eliminar el etanol. La pastilla 

se dejó secar y se resuspendió en agua con inhibidor de ARNasas. El ARN se trató con 

una nucleasa de ADN (DNasa 1) y estas muestras se utilizaron para llevar a cabo la 

síntesis de ADNc. La concentración del ARN se midió con ayuda del espectofotómetro 

NanoDrop 2000 y la calidad se visualizó después de fraccionar el ARN por electroforesis 

en geles de agarosa al 2% con ayuda del transiluminador UV. 

3.2.3 Tratamiento con la Enzima DNasa 1 

Con el fin de eliminar cualquier ADN contaminante en las muestras de ARN, se llevó a 

cabo un tratamiento con la enzima DNasa 1 de Ambion. Se tomaron 20 IJL de ARN total a 

los que se le agregaron 5 IJL de amortiguador de DNasa 1 OX, 1 IJL de DNasa 1 (2 U/IJL) y 

1 IJL de inhibidor de ARNasas (RNasa Out). Luego se dejó incubar 30-60 min a 37°C. 

Posteriormente se le agregó 5 IJL del inactivador (DNase lnactivation Reagent, Ambión) y 

se incubó por 2 m in a temperatura ambiente; finalmente se centrifugó 1 m in a 10,000 rpm 

y se recuperó el sobrenadante en un tubo nuevo. Las muestras procesadas fueron 

utilizadas para llevar a cabo la síntesis de ADNc. Antes de realizar la síntesis de la 

primera cadena (ADNc), se tomaron alícuotas de cada una de las muestras, las cuales 

quedaron con una concentración final de 100 ng/IJL. Las muestras stock se almacenaron 

a -80°C. El ARN extraído, se observó en un gel de agarosa al 2% después de fraccionarlo 

por electroforesis. Para tal caso, se cargó 2 IJL de cada muestra y se hizo la corrida a 90 

Voltios por 30 min. El último paso para cada uno de los protocolos fue la cuantificación del 

ARN, con la ayuda del equipo Nanodrop 2000. 
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3.2.4 Síntesis del ADNc (RT -PCR) 

Para la síntesis del ADNc se empleó la técnica de RT-PCR con el Kit Omniscript® Reverse 

Transcription de QIAGEN , en un volumen total de 20 IJL que contenía: En la primera 

mezcla, un volumen variable de ARN (500 ng), 1 IJL de hexámero (random primers) y un 

volumen variable de agua ultrapura para completar 5 IJL en cada tubo. En la segunda 

mezcla, 2 IJL de amortiguador 1 OX, 2 IJL de la mezcla de dNTPs (5 mM para cada uno}, 1 

IJL de RNase-OUT (40 unidades/IJL}, 1 IJL de la RT-Polimerasa y 9 IJL de agua ultrapura 

para completar 15 IJL por muestra. La mezcla uno se desnaturalizó a 65°C por 5 min y 

luego se puso en hielo; posteriormente se le agregó 15 IJL de la mezcla dos y se incubó a 

37°C por 1 h. El ADNc sintetizado se almacenó a -20 y se realizó el análisis de la calidad 

de cada una de las muestras mediante la amplificación por PCR en tiempo real del gen 

que codifica la subunidad ribosomal 18S. 

3.2.5 Amplificación por PCR en tiempo real 

La amplificación se realizó en un termociclador 810-RAD C1 000 con el sistema en tiempo 

real CFX96® y con la mezcla SsoFast'M EvaGreen® Supermix de Bio-Rad, siguiendo las 

instrucciones del fabricante; para comprobar la síntesis del ADNc este fue amplificado con 

los iniciadores del gen 18S ribosomal y posteriormente con los iniciadores específicos de 

cada gen para analizar la expresión. El protocolo de amplificación se estableció de la 

siguiente manera: 1 ciclo a 95°C por 2 min ; 35 ciclos a 95°C por 15 segundos y gradiente 

de 58-64°C por 30 segundos. Al final se incluyó el ciclo de desnaturalización o curva de 

disociación (Melt Curve) para detectar productos inespecíficos (dímeros de iniciadores, 

amplificaciones no específicas, etc.). Para llevar a cabo la mezcla de reacción se utilizó 2 

IJL del ADNc, 0.75 IJL por cada iniciador (sentido y antisentido) a 0.3 IJM, 10 IJL de la 

mezcla SsoFast'M EvaGreen® Supermix y la mezcla se completó con 11.5 IJL de agua 

ultrapura para tener un volumen final de 25 IJL en cada tubo. La amplificación de los 

genes se normalizó con los niveles de expresión del gen que codifica para la subunidad 

ribosomal 18S. Los cálculos que se realizaron para la normalización fueron en base a lo 

reportado por Livak y Schittgen (2001) y se expresó en Unidades de Expresión Relativa 
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(UER). Después de realizar las pruebas de optimización (Capitulo 11) , en base a los 

resultados obtenidos se seleccionaron tres juegos de iniciadores, un par (F1/R1) para 

cada gen (CnRGC4, CnRGC5 y CnRGC1 O) para llevar a cabo los ensayos de expresión. 

En el cuadro 3.2 se presentan los iniciadores seleccionados, su tamaño en bases y el 

tamaño del producto. 

Cuadro 3.2 Juegos de iniciadores seleccionados para la amplificación 
ya ·r · d .. • 

Tamaño 

Iniciador Secuencia (bases) Amplicón 

F1 (sentido) 

5'-CTTTCGGACA TTGGCA TTTT AGTC-3' 24 
CnRGC4 278 pb 

R1 (antisentido) 

5'-CTAGCAGTTGAAAGCCGTGTTCTGG-3' 25 

F1 (sentido) 

5'-TTGCTTCTCTCCTTCGACCTT AAAACC-3' 27 
CnRGC5 210 pb 

R1 (antisentido) 

5'-TATTAGAGCGAAGATCCACCAAGTC-3' 25 

F1 (sentido) 

5'-TCCCACCTCTCCTCAGCTGTTTC-3' 23 
CnRGC10 192 pb 

R1 (antisentido) 

5'-CCTTGACTGTTT ACCAGAAGACCA-3 ' 24 

3.2.6 Análisis de expresión de los RGCs por PCR en tiempo real 

La normalización se realizó mediante la expresión del gen de la subunidad ribosomal 18S 

como estándar interno. Los cálculos fueron realizados con base a lo reportado por Livak y 

Schittgen (2001 ), donde el cálculo del delta (~) Ct se refiere a la resta del valor umbral 

(Ct) de la muestra con respecto al valor umbral del gen normalizador (~Ct= Ct del gen a 

estudiar- Ct del gen normalizador). Posteriormente se determina el ~Ct más alto del gen 

de interés y se le denomina ~Ct de la línea base. Este valor es restado a los valores de 

~Ct obtenidos del gen de interés (~~Ct= ~Ct del gen de interés - ~Ct de la línea base), 

finalmente las unidades de expresión relativa se obtuvieron de la formula UER= 2-Mct. Los 

resultados son expresados en Unidades de Expresión Relativa (UER). Los datos 

representan el promedio ± desviación estándar de dos muestras biológicas 

independientes analizadas por triplicado. 
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3.2.7 Clonación y secuenciación de los productos amplificados 

Para realizar la clonación se emplearon los productos de PCR en tiempo real de los 

tiempos en los que se encontró mayor expresión de los genes analizados. Los productos 

amplificados, se fraccionaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5 % y se 

purificaron empleando el kit de purificación QIAquick (QIAGEN) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Luego fueron ligados dentro del vector pGEM-T Easy 

(Promega). Para la mezcla de la reacción de ligación fueron empleados, 5 ~L del 

amortiguador de ligación (2X), 1 ~L de la enzima T4 ADN ligasa (1 U/~L) , 1 ~L del vector 

pGEM-T Easy (50 ng/~L) , 3 ~L del producto purificado de PCR para un volumen final de 

1 O ~L . Esta mezcla fue incubada por una hora a temperatura ambiente (25°C). Por último 

fue puesto en refrigeración (4°C} por 16 h. Después de la incubación, se tomaron 4 ~L del 

producto ligado y se llevó a cabo la transformación de las células competentes de 

Escherichia coli mediante un choque térmico a 42°C por 45 segundos. Posteriormente se 

crecieron en 1 mL de medio líquido LB (3rC a 200 rpm por 1 h). Luego, éstas colonias 

fueron sembradas en cajas Petri conteniendo medio sólido LB con ampicilina (1 00 mg/L) 

como antibiótico de selección de colonias transformadas, IPTG (0.5 mM) como inductor 

de la expresión del gen LacZ y X-GAL (80 mg/L) como substrato de la ¡3-galactosidasa 

para indicar la expresión de la misma enzima mediante la observación de colonias 

blancas (transformadas con el inserto de interés) y azules (transformadas con el plásmido 

sin el inserto de interés). Para determinar si estas colonias blancas contenían el 

fragmento, se realizó una reacción de PCR, empleando iniciadores M13, los cuales 

amplifican una región dentro del plásmido en la cual se inserta el fragmento de interés, 

estos iniciadores poseen un tamaño del amplicón de aproximadamente 200 pb. 

Posteriormente las colonias positivas, fueron crecidas en 5 mL de medio líquido con 

ampicilina (100 mg/L) e incubadas a 3rC y 200 rpm durante toda la noche (16 h 

aproximadamente) con el objetivo de multiplicar la cantidad de plásmido recombinante. 

Luego, se tomaron 2 mL del cultivo para realizar la subsecuente extracción del plásmido 

mediante el kit comercial Miniprep QIAprep (QIAGEN). El plásmido extraído fue 

cuantificado con la ayuda del marcador de masas High Mass (lnvitrogen), para poder 

determinar la concentración requerida para la secuenciación. El proceso de secuenciación 

fue realizado por Davis Sequencing (USA). 

82 



Capítulo 111 

3.2.8 Análisis bioinformático de las secuencias obtenidas 

Las secuencias obtenidas fueron analizadas por medio del programa BLASTX (Aitschul et 

al., 1990) para determinar su porcentaje de identidad con genes de resistencia ya 

reportados en otras especies de plantas, con base a las accesiones del Gen Bank 

(www.ncbi.nlm.nih.gov), así como también para determinar los valores de E (probabilidad 

de que el alineamiento BLAST no haya ocurrido al azar). El alineamiento de las 

secuencias con genes de resistencia, fue hecho con la finalidad de comprobar que existe 

un porcentaje de identidad suficientemente alto entre las secuencias comparadas, y 

también para saber que la expresión es la correspondiente a los genes de interés. 

3.3 RESULTADOS 

3.3.1 Extracción del ARN de las plántulas de cocotero 

La extracción del ARN total se realizó siguiendo el protocolo de Herrera (2000). Para la 

extracción se empleó el tejido de las plántulas tratadas con ácido salicílico y los controles 

sin tratamiento, de las cuales se tomó 0.3 g del tejido (hoja, tallo y raíz) . El tejido se 

pulverizó en nitrógeno líquido en condiciones estériles. El ARN extraído se trató con la 

enzima DNasa 1 (Ambión~ para eliminar el ADN genómico. Cabe señalar que de igual 

forma se realizó una PCR tiempo real para confirmar la eliminación del ADN, con los 

iniciadores específicos para el gen 188 ribosomal; en todas las muestras con tratamiento 

no se obtuvo amplificación, por lo tanto se concluyó que las muestras son aptas para la 

síntesis del ADN complementario. Las muestras de ARN se fraccionaron por 

electroforesis en un gel de agarosa al 2%. Los resultados se presentan en la figura 3.2. 
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HOJA 

Tratamiento con AS Controles (sin AS) 

M O 24 48 72 96 120 O 24 48 72 96 120 

. - - - !!'IWI . _ .,. _ "' w 
TALLO 

Tratamiento con AS Controles (sin A S) 

M O 24 48 12 96 120 O 24 48 72 96 120 

.. . ~ .. . .. . .. . 

.. ... •• fl. •• • • 

RAIZ 

Tratamiento con AS Controles(sin AS) 

M O 24 48 72 96 120 O 24 48 72 96 120 

Figura 3.2 Productos de la extracción de ARN de hoja, tallo y raíz de las plantas tratadas con AS y 
los controles sin tratamiento. M: marcador de 1 kb, O a 120: horas posteriores al tratamiento. Las 
flechas rojas señalan las subunidades 28S y 18S del ARN. 

3.3.2 Síntesis y amplificación del ADNc 

La síntesis del ADN complementario se llevó a cabo a partir de las muestras del ARN que 

fueron tratadas con la enzima DNasa 1 (hoja, tallo y raíz) , las cuales fueron cuantificadas y 

se emplearon 500 ng por muestra de ARN. Para la síntesis del ADNc se empleó la 

transcriptasa reversa Omniscript® siguiendo las instrucciones del fabricante y el ADNc 

sintetizado se empleó para realizar ensayos de PCR tiempo real con los iniciadores que 

resultaron funcionales luego de los ensayos de optimización. Para poder verificar la 

viabilidad del ADNc se realizó una PCR tiempo real con los iniciadores 188. En la figura 

3.3 se presentan las gráficas resultantes de la amplificación que demuestra la calidad del 

ADNc sintetizado. 
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Figura 3.3 Imagen representativa de las gráficas de la amplificación por PCR tiempo real de las 
muestras de ADNc con el iniciador 18S. El ensayo se realizó en los tejidos de hoja, tallo y raíz y se 
muestran también las curvas de disociación. 

3.3.3 Análisis de expresión de los genes candidatos por PCR en tiempo real 

Para llevar a cabo los ensayos de expresión se empleó el ADNc recién sintetizado, y se 

trabajó con los tejidos de hoja, tallo y raíz de las plántulas tratadas con AS y los controles 

sin tratamiento. Para poder analizar la expresión de los genes candidatos CnRGC4, 

CnRGCS y CnRGC10 se realizó PCR tiempo real con las condiciones de temperaturas ya 

establecidas y para ello se empleó una mezcla de reacción para cada gen con 2 !JL del 

ADNc, 0.75 !JL por cada iniciador (sentido y antisentido) a 0.3 IJM , 10 IJL de la mezcla 

SsoFasfM EvaGreen® Supermix y la mezcla se completó con 11.5 IJL de agua ultrapura 

para tener un volumen final de 25 IJL en cada tubo. Para el caso del gen de referencia se 

empleó el 18S ribosomal y la mezcla de reacción fue de 2 IJL del ADNc, 1 IJL de cada 

iniciador (sentido y antisentido) a 0.3 !JM, 1 O !JL de la mezcla SsoFasfM EvaGreen® 

Supermix y la mezcla se completó con 11 IJL de agua ultrapura para tener un volumen 

final de 25 !JL en cada tubo. 
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3.3.3.1 Análisis del gen candidato CnRGC4 

Los resultados del análisis por PCR tiempo real para este candidato a gen de resistencia 

se presentan a continuación . 

En el análisis de la expresión del gen candidato CnRGC4 en el tejido de hoja (figura 3.4-

A) , podemos observar un nivel de expresión basal constitutivo de este gen en todos los 

tiempos del tratamiento control, mientras que en los tratamientos con ácido salicílico (AS) 

se observó que se fue dando un incremento gradual en el nivel de expresión de las O a las 

72 h, a las 96 h se observaron bajos niveles de expresión y fue a las 120 h post­

tratamiento donde el nivel de expresión alcanzó el pico máximo de -1.5 veces más que el 

control. 

En el análisis de la expresión del gen candidato CnRGC4 en el tejido de tallo (figura 3.4-

B), podemos observar niveles expresión basal constitutiva en todos los tiempos del 

tratamiento control. En las plántulas tratadas con AS se pudo observar niveles de 

expresión de manera basal a las O, 48, 72 y 96 h post-tratamiento y a las 120 h se 

observó un incremento en la expresión de este gen, pero fue a las 24 h posteriores al 

tratamiento en donde el nivel de expresión alcanzó el pico máximo de -2 veces más que 

el control. 

En el análisis de la expresión del gen candidato CnRGC4 en el tejido de raíz (figura 3.4-

C), se observa que este gen presentó expresión constitutiva de manera basal en todos los 

tiempos del tratamiento control y para el caso del tratamiento con AS los niveles de 

expresión se incrementaron gradualmente de las O a las 48 h, tiempo donde el nivel de 

expresión alcanzó el pico máximo de -2.7 veces más que el control, los niveles fueron 

menores a las 72 h, pero de nuevo fueron incrementando ligeramente hasta las 120 h 

post-tratamiento. 
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Figura 3.4 Análisis del efecto del AS en la expresión del Candidato a Gen de Resistencia CnRGC4 
en cocotero. A) . Tejido de hoja, B) .Tejido de tallo, C) . Tejido de raíz. Las barras en blanco 
corresponden al tratamiento control (sin AS) y las barras en gris corresponden al tratamiento con 
AS. 
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3.3.3.2 Análisis del gen candidato CnRGC5 

Los resultados del análisis por PCR tiempo real para este candidato a gen de resistencia 

se presentan a continuación. 

En el análisis de la expresión del gen candidato CnRGC5 en el tejido de hoja (figura 3.5-

A) , se observó que la expresión se mantuvo de manera constitutiva a bajos niveles en los 

tratamientos controles. En los tratamientos con ácido salicílico (AS) se pudo observar 

niveles de expresión basal a las O, 24 y 72 h, sin embargo a las 48 y 96 h se observó un 

incremento en el nivel de los transcritos de este gen, pero fue hasta las 120 h posteriores 

al tratamiento donde el nivel de expresión alcanzó el pico máximo de -2.4 veces más que 

el control. 

En el análisis de la expresión del gen candidato CnRGC5 en el tejido de tallo (figura 3.5-

B), se observaron niveles de expresión basal constitutiva en todos los tiempos de los 

tratamientos control. En los tratamientos con AS se pudo observar que se dio un marcado 

incremento en la expresión del gen a las 120 h posteriores al tratamiento, pero fue en el 

tiempo de 24 h en donde el nivel de expresión alcanzó el pico máximo de -7.7 veces más 

que el control , mientras que a las O, 48, 72 y 96 h los niveles de expresión fueron basales. 

En el análisis de la expresión del gen candidato CnRGC5 en el tejido de raíz (figura 3.5-

C) , se mostraron niveles de expresión basal constitutiva en todos los tiempos del 

tratamiento control analizados y para los tiempos del tratamiento con AS también se pudo 

observar expresión basal a las O, 72 y 120 h. En los tiempos de 48 y 96 h se dio un 

incremento en el nivel de los transcritos del gen , pero fue en el tiempo de 24 h posteriores 

al tratamiento donde se alcanzó el pico máximo en el nivel de expresión de -1.4 veces 

más que el control. 
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Figura 3.5 Análisis del efecto del AS en la expresión del Candidato a Gen de Resistencia CnRGCS 
en cocotero. A). Tejido de hoja, B) .Tejido de tallo, C). Tejido de raíz. Las barras en blanco 
corresponden al tratamiento control (sin AS) y las barras en gris corresponden al tratamiento con 
AS. 

89 



Capítulo 111 

3.3.3.3 Análisis del gen candidato CnRGC10 

Los resultados del análisis por PCR tiempo real para este candidato a gen de resistencia 

se presentan a continuación. 

En el análisis de la expresión del gen candidato CnRGC10 en el tejido de hoja (figura 3.6-

A) , se pudo observar que este gen esta expresado de manera basal en todos los tiempos 

muestreados del tratamiento control. También se encontró que la expresión del gen en los 

tiempos del tratamiento con ácido salicílico (AS) fue constitutiva, sin embargo, a las 24 h 

se observó un incremento en el nivel de expresión del gen, pero fue a las 48 h posteriores 

al tratamiento con AS en donde se alcanzó el pico máximo de -1.7 veces más que el 

control. 

En el análisis de la expresión del gen candidato CnRGC10 en el tejido de tallo (figura 3.6-

B), se observó que en los tratamientos control hay una expresión basal constitutiva de 

este gen en todos los tiempos analizados. En las plántulas tratadas con ácido salicílico de 

igual forma se pudo observar niveles de expresión basal a las O, 48 y 96 h de tratamiento, 

sin embargo, también se encontró incrementos en los niveles de expresión del gen a las 

24, 72 y 120 h post-tratamiento; siendo a las 24 h donde se alcanzó el pico máximo en el 

nivel de transcritos de -1.2 veces más que el control. 

En el análisis de la expresión del gen candidato CnRGC10 en el tejido de raíz (figura 3.6-

C), se observó que este gen se está expresando de manera basal en todos los tiempos 

del tratamiento control analizados. En los tratamientos con AS se encontró niveles de 

expresión basal los tiempos de O, 72 y 96 h posteriores al tratamiento y también se pudo 

observar incrementos en los niveles de transcritos del gen a las 24, 48 y 120 h. El pico 

máximo en el nivel de expresión de este gen se alcanzó a las 48 h posteriores al 

tratamiento con AS y fue de -2.2 veces más que el control. 

90 



A 3.6 

e( 3.0 

~ 2.6 
0: 
z 
-o 
¡¡; 2.0 
w 
0: a.. 
>< 
w 1.6 

~ 
"' ~ 1.0 

13 z 
::> 0.6 

B 3.o 

:::; 2.6 
¡:: 
:S w 
0: 2.0 
z -o 
¡¡; 
w 
~ 1.6 
w 
w 
e 
"' 1.0 w e 
e( 
e 
~ 0 .6 

0 .0 

e 4 .0 

e( 3.6 
> ¡:: 
:33.0 
w 
0: 
z -o 2.6 
¡¡; 
w 
0: 
~ 2.0 
w 
w 
~ 1.6 
w e 
13 1.0 
z 
::> 

0 .6 

0.0 

c:::::J CTL 
AS 

fi. 

o 

c:::::J CTL 
AS 

o 

c::::::J CTL 
AS 

o 

CnRGC10 

T 

24 48 72 96 
HORAS DEL TRAT'AMIENTO CON AS 

CnRGC10 

24 48 72 96 
HORAS DEL TRATAMIENTO CON AS 

CnRGC10 

= 

.,. 

¡:¡; .I. 
~ ' 

~. 
24 48 72 96 
HORAS DEL TRATAMIENTO CON AS 

Capítulo 111 

120 

= 

120 

i" 

F 

120 

Figura 3.6 Análisis del efecto del AS en la expresión del Candidato a Gen de Resistencia 
CnRGC10 en cocotero. A). Tejido de hoja, B) .Tejido de tallo, C) . Tejido de raíz. Las barras en 
blanco corresponden al tratamiento control (sin AS) y las barras en gris corresponden al 
tratamiento con AS. 
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3.3.3.4 Patrones de expresión de los RGCs en los tejidos analizados 

Los resultados del análisis de la expresión génica por PCR en tiempo real de los RGCs se 

graficaron de otra manera para definir el patrón de expresión. En la figura 3.7-A se 

presenta el perfil de expresión de los tres genes analizados por tejido y se puede observar 

que en hoja el perfil de expresión de los tres genes analizados fue diferente, en tallo el 

perfil de expresión fue similar para los tres y en raíz fue similar para CnRGC4 y 

CnRGC10. En la figura 3.7-B se presenta el porcentaje de incremento en la expresión de 

cada gen y fue posible observar que CnRGC4 alcanzó la mayor expresión en el tejido de 

raíz, seguido de tallo y hoja, la expresión de CnRGC5 fue mayor en tallo, seguido de hoja 

y raíz y para el caso de CnRGC10 este presento mayor incremento de expresión en el 

tejido de raíz, seguido de hoja y tallo. 
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Figura 3.7 Análisis comparativo del efecto del AS en la expresión de los tres RGCs de cocotero. 
A) . Perfiles de expresión de los tres RGCs analizados por tejido , B). Porcentaje de incremento en la 
expresión en hoja, tallo y raíz de cada RGC analizado. 
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3.3.4 Clonación y análisis de las secuencias obtenidas 

Los productos de PCR en tiempo real fueron clonados y enviados a secuenciar por 

duplicado (a y b) con la finalidad de comprobar que lo que se estaba amplificando 

correspondía a los genes de interés. Las secuencias obtenidas fueron alineadas por 

medio del programa BLASTX (Aitschul et al. , 1990), para poder comprobar que existe un 

porcentaje de identidad lo suficientemente alto entre las secuencias RGC amplificadas y 

otras secuencias ya reportadas, comparando con la base de datos del Gen Bank. Los 

resultados confirmaron que los productos amplificados corresponden a los genes de 

interés y en el cuadro 3.3 se muestran el porcentaje de identidad que presentaron los 

genes estudiados, la proteína con la que presentó mayor identidad y el porcentaje de 

identidad con la secuencia original de cocotero de las que fueron diseñados los 

iniciadores para el análisis de expresión de cada gen. El valor de E nos indica que los 

alineamientos no ocurrieron al azar. 

Cuadro 3.3 Resultados de la identidad encontrada entre las secuencias RGC de cocotero y las 
ene· d 1 G 8 k d 1 81 tX • • 

% de identidad 
Secuencia Tamaño % de Valor % de 

Proteina con RGCs de 
RGC (pb) cobertura de E identidad 

cocotero 

CC-NBS-LRR 
CnRGC4a 279 100 8e-22 47 100 

Populus trichocarpa 

CnRGC4b 295 
RPM1 (NBS-LRR) 

97 8e-23 46 100 
Vitis vinífera 

NBS-LRR 
CnRGCSa 205 92 1e-20 70 98 

Musa acuminata 

NBS-LRR 
CnRGCSb 205 92 1e-20 70 98 

Musa acuminata 

NBS-LRR 
CnRGC10a 152 86 5e-10 57 98 

Nicotiana tabacum 

CnRGC10b 150 NBS-LRR 98 3e-11 57 99 
Nicotiana tabacum 
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3.4 DISCUSIÓN 

En todos los organismos vivos las células regulan sus actividades mediante la activación 

o desactivación de la expresión de sus genes. La expresión genética es generalmente 

proporcional al número de copias de ARN mensajero (ARNm) de un gen determinado 

(McPherson et al. , 2008). La PCR en tiempo real puede generar amplicones muy 

pequeños (desde 60 pb) lo que la hace ideal para la detección de cambios cuantitativos 

en la expresión génica (Bustin , 2002). Una característica importante de PCR en tiempo 

real es su amplio rango dinámico; esto implica que un amplio nivel de expresión de los 

genes a estudiarse y en los genes normalizadores puede analizarse con similar 

sensibilidad y especificidad (Vinueza-Burgos, 2009; Dorak, 2008). La cuantificación de los 

niveles de expresión de genes puede dar pistas valiosas acerca de la función del gen. Por 

ejemplo, puede detectar una alteración en los niveles de expresión génica en respuesta a 

estímulos biológicos específicos. El uso de PCR tiempo real ofrece varias ventajas como 

la cantidad relativamente pequeña de muestra requerida para el análisis y la capacidad 

rápida y precisa para reproducir los datos, además de la capacidad para el análisis de 

más de un gen a la vez (Fraga et al., 2008). En estudios previos ha sido reportado el 

aislamiento de candidatos a genes de resistencia (RGC) en diferentes especies de 

plantas (Lee et al. , 2003), entre las cuales se incluye al cocotero (Puch-Hau, 2012) y 

múltiples estudios se han hecho en monocotiledóneas y dicotiledóneas que han 

demostrado que el ácido salicílico (AS) desempeña un papel fundamental como molécula 

señal en la respuesta SAR y en la resistencia ante el ataque de patógenos (Le Henanff et 

al. , 2009; Vlot et al., 2009; Cao et al. , 1994). 

En este estudio se reporta el primer análisis de la expresión de tres RGCs en plántulas in 

vitro de cocotero tratadas con ácido salicílico (AS) a una concentración establecida en 

estudios anteriores de 2.5 mM aplicado al medio de cultivo (Narváez, 201 O) ; el estudio de 

expresión fue realizado empleando iniciadores específicos diseñados a partir de tres 

secuencias candidatas de genes de resistencia aisladas del ecotipo de cocotero alto del 

Pacífico (Puch-Hau , 2012) los cuales se denominaron CnRGC4, CnRGCS y CnRGC10. 

Todos los ensayos se realizaron por triplicado con el fin de confirmar la fiabilidad de los 

resultados. Como gen de referencia se empleó el 18S ribosomal y los valores de Ct se 

utilizaron para comparar los diferentes grados en los niveles de expresión. 
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El análisis de los niveles de expresión de los RGCs por PCR tiempo real , se realizó en 

hoja, tallo y raíz a partir de ADNc sintetizado del ARN extraído de dichos tejidos; los 

genes se evaluaron a diferentes tiempos de cosecha O, 24, 48, 72, 96 y 120 h post­

tratamiento; el ensayo incluyó como controles plántulas sin tratamiento con ácido salicílico 

(AS). En el análisis de los RGCs en los tejidos de hoja, tallo y raíz de cocotero, se observó 

que estos RGCs se encuentran constitutivamente expresados en plantas sin tratamiento 

con AS; lo cual coincide con lo reportado para la mayoría de los genes de resistencia que 

ya han sido clonados, que se caracterizan por una expresión constitutiva y en bajos 

niveles (Liu et al., 2007). Posterior al tratamiento se encontró que el AS tuvo efectos en la 

expresión de los genes incrementando los niveles de transcritos; estos resultados son 

similares a lo reportado en otros estudios de expresión de RGCs (Wan et al. , 2012; You­

Xiong et al. , 2009). Para el gen CnRGC4 los niveles más altos se dieron a las 120 h en 

hoja, 24 h en tallo y 48 h en raíz. En el análisis del gen CnRGC5 se alcanzaron los niveles 

más altos a las 120 h en hoja, 24 h en tallo y 24 h en raíz. En el caso del gen CnRGC10 

este alcanzó los niveles más altos a las 48 h en hoja, 24 h en tallo y 48 h en raíz. En 

Arabídopsís, se sabe que la expresión de algunos, pero no todos los genes de tipo NBS­

LRR se ve afectada por el tratamiento con AS y la respuesta es variable según la línea 

(Tan et al., 2007), pero en caña de azúcar y chile dulce se ha visto que el AS puede 

inducir la expresión de genes tipo NBS-LRR luego de tratamiento con AS (Wan et al., 

2012; You-Xiong et al. , 2009). Sin embargo, se necesitan de más estudios para 

comprender plenamente el papel de estos RGCs en las plantas de cocotero. 

En general estos tres RGCs mostraron patrones similares de expresión (constitutiva y en 

bajos niveles) en los diferentes tejidos analizados en las plantas no tratadas y a pesar de 

la expresión variable de los genes en las plantas tratadas, fue posible observar 

claramente picos altos en el nivel de los transcritos después del tratamiento, lo que podría 

sugerir que estos genes son dependientes de la vía de ácido salicílico. Estos resultados 

concuerdan con el papel postulado de las proteínas NBS-LRR que actúan como 

receptores preformados que reconocen un patógeno en una correlación gen por gen entre 

la enfermedad y la resistencia en las plantas (Tan et al. , 2007). Estos genes candidatos 

pudieran estar actuando como una barrera preformada capaz de activarse al reconocer 

los genes Avr del patógeno, tal y como se reporta en los RGCs que pueden expresarse 

constitutivamente a un nivel muy bajo antes de la sensibilización externa (Aswati y 

95 



Capítulo 111 

Thomas, 2007). De igual forma algunos estudios reportan que las moléculas señal (como 

el AS) no solo funcionan como una señal crítica para la regulación río abajo en eventos de 

resistencia , sino que también pueden sobre regular la expresión de los genes R (Wan et 

al., 2012; You-Xiong et al., 2009; Tian et al., 2004; Wang et al. , 2004; Xiao et al. , 2003; 

Wang et al., 2003; Shirano et al. , 2002). Los resultados en la expresión de los RGCs, 

también presentan cierta similitud con lo reportado sobre el gen NPR1 que ahora se sabe 

que es un regulador maestro de SAR al ser receptor de la señal de AS (Wu et al. , 2012) y 

cuyo estudio en cocotero fue a los mismos tiempos (de O a 120 h) y se encontró un 

cambio en los niveles de transcritos del gen luego de la aplicación de AS a las 120 h en 

las plantas tratadas y también fue encontrada una expresión basal en todos los tiempos 

de las plantas control (Nic-Matos, 2012) . 

3.5 CONCLUSIONES 

1. Las secuencias representativas de los ciados CnRGC4, CnRGCS, y CnRGC10, se 

expresan de manera constitutiva y en bajos niveles en plántulas de cocotero que no 

han sido tratadas con AS. 

2. Después del tratamiento con ácido salicílico se indujo la expresión de los candidatos 

a genes de resistencia CnRGC4, CnRGCS y CnRGC10 en los tejidos de hoja, tallo y 

raíz de plántulas de cocotero cultivadas in vitro. 

3. Las secuencias RGC analizadas mostraron un perfil de expresión diferente en el 

tejido de hoja, en tallo el perfil de expresión fue similar para los tres genes y en raíz 

fue similar para dos genes. 
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CAPITULO IV 

DISCUSIÓN GENERAL, CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS 

4.1 DISCUSIÓN GENERAL 

Las plantas se defienden contra el ataque de patógenos mediante la estimulación de 

múltiples rutas de señalización (Zhao et al., 2008). La respuesta de defensa generada 

mediante la inducción de estas rutas puede ser específica contra un patógeno en 

particular como es el caso para la resistencia mediada por genes R o general contra un 

amplio espectro de patógenos. En estudios previos ha sido reportado el aislamiento de 

candidatos a genes de resistencia (RGCs) en diferentes especies de plantas (Lee et al., 

2003), entre las cuales se incluye al cocotero (Puch-Hau , 2012) y múltiples estudios se 

han hecho en monocotiledóneas y dicotiledóneas que han demostrado que el ácido 

salicílico (AS) desempeña un papel fundamental como molécula señal en la respuesta 

SAR y en la resistencia ante el ataque de patógenos (Le Henanff et al., 2009; Vlot et al. , 

2009; Cao et al. , 1994). 

La eficiencia de las proteínas R en conferir inmunidad a través de las fronteras del género 

de plantas ha llevado a los investigadores a buscar nuevas variedades de genes R en los 

cultivos o sus parientes silvestres e introducirlos en los cultivos de interés (Dennis et al. , 

2008). Desde el primer gen R que se clonó de planta y que participó en una interacción 

planta-patógeno (Martin et al., 1993) el estudio de los genes R es uno de los temas 

fundamentales de la ciencia de las plantas en la actualidad (Liu et al., 2007) . La clonación 

y caracterización de los genes R no sólo pueden facilitar la comprensión del mecanismo 

molecular en la interacción entre el huésped y el patógeno, sino que también puede 

proporcionar oportunidades para el mejoramiento de cultivos resistentes a enfermedades 

(Wang et al. , 2004; Wang et al. , 2003). 
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La expresión génica es un proceso biológico mediante el cual la célula transforma la 

información codificada en el ADN a proteínas a través de la producción del ARN 

mensajero (ARNm) mediante el proceso de la traducción. La expresión génica de un 

determinado gen en una célula puede ser cuantificada por la cantidad producida de 

ARNm del gen en estudio (Rivas, 201 0). La PCR en tiempo real se está usando cada vez 

más para la cuantificación de la expresión génica lo que permite un rápido análisis de la 

expresión génica a partir de pequeñas cantidades de templado inicial, además de que la 

PCR en tiempo real permite un alto rendimiento y una cuantificación rápida y reproducible, 

con un excelente rango dinámico y una alta sensibilidad (Peirson et al., 2003). En años 

recientes la clase más abundante en plantas los genes R de tipo NBS-LRR han sido 

extensamente investigados en diferentes especies de plantas (Wan et al. , 2012) entre 

ellas el cocotero (Puch-Hau , 2012) y se ha visto que en caña de azúcar (You-Xiong et al., 

2009) y chile dulce (Wan et al. , 2012) se induce la expresión de los genes tipo NBS-LRR 

luego del tratamiento con ácido salicílico. 

En cocotero se empleó una estrategia similar y este es el primer estudio que reporta el 

análisis de la expresión de tres RGCs (CnRGC4, CnRGCS y CnRGC10) en plántulas in 

vitro tratadas con AS. El análisis de los niveles de expresión de los RGCs se realizó por 

PCR en tiempo real , y se analizaron en hoja, tallo y raíz a partir de ADNc sintetizado del 

ARN extraído de dichos tejidos; los genes fueron evaluados a diferentes tiempos en O, 24, 

48, 72, 96 y 120 h post-tratamiento; el ensayo incluyó como controles plántulas sin 

tratamiento con AS. La amplificación de los genes se normalizó con los niveles de 

expresión del gen que codifica para la subunidad ribosomai18S (Kumar et al. , 2013; Garg 

et al., 201 O; Jian et al. , 2006) y los cálculos que se realizaron para la normalización fueron 

en base a lo reportado por Livak y Schittgen (2001) y se expresó en Unidades de 

Expresión Relativa (UER). 

En el análisis de los RGCs en los tejidos de hoja, tallo y raíz de cocotero, se observó que 

estos genes se encuentran constitutivamente expresados en plantas sin tratamiento con 

AS ; lo cual coincide con lo reportado para la mayoría de los genes de resistencia que ya 

han sido clonados, que se caracterizan por una expresión constitutiva y en bajos niveles 

(Liu et al. , 2007). Posterior al tratamiento se encontró que el AS tuvo efectos en la 

expresión de los genes incrementando los niveles de transcritos; estos resultados son 
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similares a lo reportado en otros estudios de expresión de RGCs (Wan et al. , 2012; You­

Xiong et al. , 2009). Los resultados podrían sugerir que estos RGCs son dependientes de 

la vía de ácido salicílico y concuerdan con el papel postulado de las proteínas NBS-LRR 

que actúan como receptores preformados que reconocen un patógeno en una correlación 

gen por gen entre la enfermedad y la resistencia en las plantas (Tan et al. , 2007). Estos 

genes candidatos pudieran estar actuando como una barrera preformada capaz de 

activarse al reconocer los genes Avr del patógeno (Aswati y Thomas, 2007). 

En los últimos años se ha incrementado el número de genes de resistencia que han sido 

aislados de plantas y a pesar del potencial! de estos en la agricultura, poco se conoce 

acerca de los mecanismos que regulan su expresión (Li et al., 2011 ). Después del 

tratamiento con AS, ocurrieron cambios en los niveles de expresión de los RGCs 

evaluados, los cuales mostraron patrones diferentes de expresión entre los tejidos y 

tiempos analizados. Los niveles de expresión de los RGCs no fueron iguales en los tres 

tejidos para un mismo RGC, sin embargo, algunos patrones si fueron similares entre los 

diferentes RGCs en los tejidos de tallo y raíz. Estos resultados nos indican que cada uno 

de los genes responde de una manera diferente al AS y que los picos de expresión 

observados en diferentes tiempos del tratamiento podrían estar relacionados con los 

mecanismos de regulación de cada uno de los RGCs. Estudios recientes indican que los 

miRNA juegan un papel importante en la regulación de los transcriptos que codifican para 

la proteína N, un receptor inmune NBS-LRR que confiere resistencia al virus del mosaico 

del tabaco; por lo tanto, se propone que este mecanismo de regulación de genes de 

resistencia a patógenos esta conservado en plantas (Li et al., 2011) , sin embargo este es 

un campo que en cocotero aún no ha sido explorado. 

Este trabajo de investigación es un paso más que contribuye al entendimiento de los 

mecanismos de defensa del cocotero que aún son poco conocidos. Los RGCs proveen 

información valiosa de secuencias para aplicar el enfoque de genes candidatos y clonar 

genes R completos (Pflieger et al. , 2001). Esta estrategia ha revelado ser muy útil como 

primer paso hacia la identificación de genes de resistencia, que puede ser de gran utilidad 

para el desarrollo biotecnológico de nuevas variedades de cocotero que sean resistentes 

ante las principales enfermedades que afectan la producción y causan pérdidas 

importantes en este cultivo. 
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4.2 CONCLUSIONES GENERALES 

1. Empleando iniciadores específicos se logró establecer las condiciones óptimas de 

amplificación de ADN por PCR en tiempo real y cuantificar la expresión de los tres 

candidatos a genes de resistencia (RGCs) estudiados. 

2. El ácido salicílico indujo la expresión de los candidatos a genes de resistencia 

CnRGC4, CnRGC5 y CnRGC10 en los tejidos de hoja, tallo y raíz de plántulas de 

cocotero cultivadas in vitro. 

3. Este es el primer estudio en el cual se reporta el análisis de expresión por PCR en 

tiempo real de RGCs en plántulas de cocotero tratadas con ácido salicílico. 
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4.3 PERSPECTIVAS 

Hasta ahora en cocotero se ha logrado aislar, identificar y analizar la expresión de 

secuencias candidatas a genes de resistencia. Los RGCs analizados en este estudio 

pudieran estar jugando un rol importante en la defensa de este cultivo, activados por la vía 

del ácido salicílico. Adicionalmente en otro trabajo, será necesario continuar con la 

validación funcional de estos genes sometiendo las plántulas ante algún tipo de patógeno 

o también por transformación genética ya sea sobre expresando o silenciando al gen de 

interés; aunque esto último, en el caso de cocotero puede tardar varios años. Así mismo 

será importante evaluar los mecanismos que regulan la expresión de estos genes RGC, 

ya que dichos mecanismos aun son desconocidos. 

Las secuencias de RGCs con las que actualmente contamos, proveen una fuente muy 

importante para la clonación de genes de resistencia, ya que las secuencias que han 

presentado los mejores resultados en cuanto a los análisis son candidatos para el 

aislamiento del gen completo por medio de la técnica del RACE (amplificación rápida de 

los extremos de ADNc) y para realizar ensayos de interacción proteína-proteína para 

comprobar que estas proteínas tipo no-TIR-NBS-LRR interactúan con proteínas de 

avirulencia y de esta manera tener más evidencia acerca de su función. 

Las secuencias NBS-LRR pueden proveer una herramienta molecular para el mapeo 

genético y la clonación posicional de genes de resistencia en cocotero. Otra alternativa 

también sería emplear el uso de marcadores moleculares para mejoramiento asistido en 

esta especie y poder seleccionar individuos con características que le confieran 

resistencia a enfermedades. La posibilidad de contar con genes de resistencia, serán 

aspectos importantes para conocer más sobre la interacción planta-patógeno en este 

cultivo, lo que permitirá el desarrollo de mejores estrategias de mejoramiento. El 

desarrollo de un juego de marcadores moleculares basados en secuencias NBS es de 

gran importancia para la identificación de genotipos resistentes y susceptibles a ciertas 

enfermedades que lo afectan. Se espera que los resultados obtenidos en este estudio 

puedan de alguna manera contribuir al desarrollo biotecnológico del cocotero. 
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