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Introduccién

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; Innes, 1998). En el caso de las proteinas R, éstas se dividen en
cinco clases distintas que van de acuerdo al dominio comun que comparten, siendo la
clase mas abundante la que codifica para proteinas con un dominio de unién a
nucleétidos (NBS) y un dominio repetido rico en leucinas (LRR) (Martin et al., 2003). Las
proteinas de resistencia del tipo NBS-LRR son las que en su mayoria han sido
secuenciadas y es una de las clases mas grandes dentro de los genomas de las plantas.
Esta clase de proteinas, pueden dividirse en dos subfamilias de acuerdo a la
caracteristica estructural del extrer  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 unién 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 _ ecies vegetales de interés comercial (Thirumalaiandi
et al., 2008). Los RGCs proveen formacién 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 atil como primer paso hacia la identificacién 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 patégenos (Lopez et al., 2003).

Teniendo en cuenta la importancia de los RGCs, en el laboratorio de biotecnologia de
cocotero del Centro de Investigaciéon Cientifica de Yucatan (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 Pacifico y enano malayo amarillo (ambos
resistentes al AL) y alto del Atlantico (susceptible al AL), de las cuales 139 presentaron
marco de lectura abierto. Estas secuencias aun no se han caracterizado (Puch-Hau, datos
no publicados).
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1.1.2 Importancia econémica

De la palma de cocotero se puede aprovechar cada una de sus partes para la obtencion
de diferentes productos. Ha sido de gran utilidad al humano desde hace miles de afios,
como fuente de diversos satisfactores tales como alimento, bebida, techo, fibra, adorno,
azlcar, madera, alcohol, combustible y aceite. 'ebido a esto se le han aplicado diversos
sobrenombres como el “arbol de la vida”, entre otros (Ohler, 1984).

En América y en el Caribe la produccion del cocotero contribuye con cerca del 10% a la
producciéon mundial, siendo México y Brasil los paises productores mas 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, Yucatan y
Quintana Roo y la del Pacifico: en Guerrero, Colima, Oaxaca, Michoacan, Sinaloa, Jalisco
y Chiapas. El cocotero es uno de los cultivos de mayor importancia econdmica, 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
econémico de los paises productores. Uno de los mercados mas florecientes es la
industrializacién del agua de coco, es se trata de una bebida isoténica con mucha
aceptacion en Asia, Europa y América, de tal forma q._ el mercado internacional
consume cantidades mayores cada afio. (Dominguez ef al., 19_ _,. Ademas, se prevé que
el agua de coco podria competir en el mercado de 10,000 nuwnes de délares de las
bebidas deportivas, debido a su alto contenido en carbohidratos, calcio, fésforo, sodio,
potasio y magnesio (FAO, 2007).

Los usos mas recientes de importancia econdmica, ... _luyen productos a base de fibra
para la industria automotriz, carb6n activado, aceite virgen y aceite para la produccién de
biodiesel, siendo éste una opcioén viable para las substitucion de combustible fosil (Lao,
2008). En las islas de Papua, Nueva Gui 1 (Bradley et al., 2008) y en Filipinas esta
siendo producido comercialmente como aditivo de diesel o gasolina (Lao, 2008). En la
figura 1.2 se muestran algunos subproduc!  obtenidos de la palma de coco.
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B. Mecanismos de defensa inducibles, formados por la sintesis de novo de compuestos
quimicos antimicrobianos como las fitoalexinas, glucanasas y quitinasas, cuya
sintesis se activa después de un intento de invasion al tejido vegetal por un patdégeno
(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

patdégeno, 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 patégenos
(PAMPs, por sus siglas en inglés), receptores de reconocimiento del patrén molecular,
efectores, entre otros (Castro y Garcia, 2009; Chisholm et al., 2006). Las respuestas
inmunes inducidas por los PAMPs son importantes para la inmunidad a la infeccién
microbiana en todas las especies vegetales (Bittel y Robatzek, 2007). Este sistema esta
basado en la percepcién sensitiva de patrones moleculares asociados a patégenos o
microbios (PAMPs) a través de receptores de reconocimiento de patrones (PRRs)
conocidos también como proteinas de resistencia (R), los cuales se encuentran en la

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

La percepcion de un microorganismo en la superficie de la ¢élula inicia la inmunidad
activada por PAMPs (PTI, por sus siglas en inglés), que generalmente detiene la infeccién
de los microorganismos antes de que surja una proliferacion 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 plasmatica o mediante la secrecién
de proteinas efectoras en el citosol de la célula vegetal que, presumiblemente, alteran la
sefalizacion de resistencia o la manifestaciéon de las respuestas de resistencia, lo que
genera una susceptibilidad provocada por efectores (ETS, por sus siglas en inglés). Una
vez que los agentes patdgenos han adquirido la capacidad para suprimir las defensas
primarias, las plantas desarrollan un mecanismo mas especializado para detectar
microorganismos, a través de receptores intracelulares (proteinas de resistencia)
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1.1.11 Acido Salicilico (AS)

Por mas de 200 afios, la hormona vegetal acido salicilico (AS) ha sido estudiada por su
uso medicinal en humanos (aspirina). Sin embargo, su extensivo papel principal en
plantas, particularmente en defensa contra patégenos, ha llegado a ser evidente durante
los daltimos 20 afios. El AS es uno de los compuestos fenélicos 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 germinacién de semillas, crecimiento celular,
respiracion, cierre de estomas, etc. Los esfuerzos por identificar la sefial responsable para
la activacién 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 aplicacion exégena 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 sefalizacién involucrada en la resistencia inducida. En los 90's fue
descubierto un posible vinculo entre la acumulacién de AS y SAR (Rasmussen et al.,
1991; Malamy et al., 1990; Métraux et al., 1990). La importancia de AS en la induccién 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 proteina reguladora positiva NPR1 se mueve
al nucleo donde interactia con factores _: transcripcién para inducir la expresion de
genes de defensa, activando asi SAR (Durrant y Dong, 2004).

1.1.12 Metabolismo del 4cido salicilico

El AS en las plantas puede ser generado via dos distintas rutas enzimaticas que requieren
al metabolito primario corismato. El corismato deriva a L-fenilalanina que puede ser
convertido a AS via intermediarios de benzoato o via acido coumarico en una serie de

cciones enzimaticas inicialmente catalizadas por la fenilalanina amonio liasa (PAL, por
sus siglas en inglés). El corismato puede también ser convertido a AS via isocorismato en
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1.1.13 Compuestos analogos del acido salicilico

Actualmente se cuenta con analogos funcionales del AS que se utilizan con éxito incluso a
nivel comercial en el control y prevencion de ciertos patégenos. Varios compuestos
naturales y sintéticos son inductores de SAR (Vlot et al., 2009). Tales analogos activos de
AS incluyen: aspirina; acido 2,6-dihidroxibenzoico (2,6-DHBA); acido 2,6-
dicloroisonicotinico (INA) y 7-carboxibenzotiadiazol (BTH). El 2,6-DHBA es un andlogo
activo del acido salicilico en la induccién de SAGT en hojas de tabaco (Enyedi y Raskin,
1993) y de un estallido oxidativo inmediato en cultivo en suspensién de células del tabaco
(Kawano et al., 2004). EI INA (C _arath et al., 1995) y el BTH (Feys et al., 2001) son
analogos activos de AS ampliamente aceptados. El acido 4-clorosalicilico, acido 5-
clorosalicilico y acido 3,5-diclorosalicilico mostraron ser activos en la induccién de la
acumulacién de proteinas PR-1 y la mejora de la resistencia a enfermedades en discos de
hojas de tabaco (Conrath et al., 1995).

Aunque el papel del AS como sefial de defensa estd bien establecido en las
dicotiledéneas, su papel en las monocotiledéneas es menos conocido. El AS o sus
analogos sintéticos INA o BTH pueden inducir la expresién de proteinas PR y/o
resistencia en la cebada (Kogel et al., 1994; Muradov et al., 1994), el maiz (Morris et al.,
1998), el trigo (Anand et al., 2003; Gérlach et al., 1996) y el arroz (Hwang et al., 2008;
Rohilla et al., 2002; Schweizer et al., 1999). Ademas, en cebada los niveles endégenos de
AS incrementan la resistencia a la infeccién por el patégeno bacteriano Pseudomonas
syringae (Vallélian et al., 1998). Algunos compuestos sintéticos se utilizan como productos
comerciales para la inducciéon de SAR en condiciones de campo, por ejemplo el BTH
(BION®, ACTIGARD®) que se aplica en el cultivo de arroz como proteccién frente al tizén
del arroz (Sekizawa y Mase, 1980).
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1.1.15 Proteinas de resistencia (R)

Las proteinas R, producto de genes de resistencia han sido clasificadas de acuerdo al
dominio que comparten ,._..is y Jones, 1998). Dichas clases se describen a continuacién:
A) Genes R, que codifican para proteinas con dominios repetidos ricos en feucina (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 proteinas con un dominio con
actividad de proteina cinasa de sc..ia/treonina (Ellis et al, 2000); C) genes R, que
codifican proteinas con dominio con actividad de proteina cinasa de serina/treonina con
un dominio extracelular LRR; D) genes R, que codifican proteinas con un dominio
transmembranal anclado a un dominic de hélice super enrollada (CC, por sus siglas en
inglés) (Van Der Biezen et al., 2002; Meyers et al., 1999); E) genes R, la clase mas
abundante que codifican para proteinas con un dominio de unién a nucleédtidos (NBS, por
sus siglas en inglés) y un dominio repetido rico en leucinas (LRR, por sus siglas en inglés)
(Martin et al., 2003). Dentro __ la clase NBS-LRR, la proteina RRS1-R es un nuevo
miembro, el cual contiene un sitio de localizacién nuclear (NLS, por sus siglas en inglés) y
un dominio con homologia a los factores de transcripcion WRKY (Deslandes et al., 2003),
F) y més recientemente una proteina de resistencia clonada de arroz denominada Xa27
que no muestra homologia con otras proteinas R (Gu et al., 2005). En la figura 1.11 se
ilustra lo descrito anteriormente.
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Figura 1.11 Representacion de las principales clases de proteinas R de las plantas. Se clasifican
de acuerdo al dominio comun que comparten (Chisholm et al., 2006; Dangl y Jones, 2001).
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Por otro lado, el hallazgo de ciertos genes R involucrados en la respuesta a patégenos es
de gran importancia para los programas de ingenieria genética debido a que podemos
generar plantas transgénicas resistentes a dichos microorganismos (Timmerman-
Vaughan et al., 2000; Meyers __ al., 1999).

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

Se conoce que el acido salicilico es  a molécula de sefializacién importante involucrada
en la resistencia a enfermedades de antas y el ataque de patdgenos; ademas, el AS
induce SAR en plantas (Alvarez, 2000; Enyedi ef al,, 1992) y la expresién de genes
relacionados con la patogénesis y resit 1cia a todos los fitopatbgenos, incluyendo
bacterias, hongos y virus (Conrath ef al., 1995). La activaciéon de genes PR requiere de la
presencia de AS que actua como sefial (Martin et al., 2003). Se ha visto que la aplicacién
exégena de AS en ta :0 estimula la acumulacién de proteinas 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 proteinas relacionadas con la patogénesis (PR).

Cuadro 1.2 Fam on la patogénesis.

[=]=F] Talana N 48
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Sin embargo en un estudio realizado por You-Xiong y colaboradores (2009), se demostré
que el acido salicilico puede inducir la expresion de genes de resistencia de tipo NBS-
LRR en cafia de azucar (Saccharum officinarum Roxb), que es una monocotiledonea al
igual que el cocotero. El estudio se realizé a partir de iniciadores deg rados de genes R
de tipo NBS-LRR con los cuales se lograron aislar 11 secuencias RGCs en cafa de
azlcar de la variedad NCo376 que presenta alta resistencia al hongo causante del carbén
de la cafia de azucar (L..dlago scitaminea), estas secuencias presentaron los motivos
caracteristicos de los genes de resistencia NBS-LRR vy residuo de triptéfano indicando
que son de tipo non-TIR-NBS-LRR caracteristico en monocotiledéneas. De estas
secuencias, fue evaluada la de un gen candidato denominado PIC (EF059974) en
plantulas de cafa asperjadas con el hongo por un lado y &cido salicilico por otro (5 mM).
El tratamiento con AS indujo una mayor expresién del gen P/C, comparado con el
tratamiento con el hongo; el tejido donde se expres6é con mayor intensidad el gen fue la
hoja.

De igual manera, en otro estudio realizado por Wan y colaboradores (2012), se logré
demostr que el AS puede inducir la expresion 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 comparacién en la base de datos del National Center for
Biotechnology (NCBI). 55 de las 78 secuencias presentaron marco de lectura abierto y
motivos caracteristicos 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
dicotiledoneas es posible encontrar ambas familias de genes (Pan et al., 2000). Estas
secuencias fueron divididas en siete clados distintos y para el andlisis de los niveles de
expresién de los RGCs en los diferentes 6rganos, dos secuencias representativas de
cada clado fueron seleccionadas. tratamiento consistié en la aplicacién al medio de
cultivo de 100 uM de AS por seis horas y el posterior andlisis de la expresion en hoja. Los
resultados mostraron un aumento en los niveles de expresion de los genes posterior al
tratamiento con AS; el incremento fue mas notable en los CaRGC01, CaRGCO05 vy
CaRGC49 (TIR-NBS-LRR), y en CaRGC14 (non-TIR-NBS-LRR). También fue posible
encontrar expresion basal de estos genes en los diferentes tejidos sin tratamiento (hoja,
tallo y raiz).
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1.1.19 Estudios sobre los mecanismos de defensa en cocotero

En cocotero, la investigacion de las respuestas de defensa a patégenos, incluyendo a los
fitoplasmas del AL, es un area muy poco conocida. Sin embargo, lo méas cercano que se
ha hecho, es un estudio realizado por Lizama y colaboradores (2007), en el cual se
trabajé con un sistema in vitro con callos de cocotero, que fueron tratados con quitosano
para simular las interacciones moleculares que ocurren con patégenos. En este estudio se
pudo observar que la aplicacién de quitosano modificé diferencialmente la expresion de
algunos genes similares a los receptores de sefalizacién a patégenos tipo cinasas
(RLKs), asi como también la actividad de una B-1,3-glucanasa (proteina relacionada a
patogénesis). Ademas, el tratamiento de los callos con quitosano causé la acumulacion de
peréxido de hidrogeno, una especie reactiva de oxigeno involucrada en la respuesta
hipersensible. Otro hallazgo de este estudio, fue que la aplicaciéon de AS a los callos de
cocotero también modificd (incrementando) la abundancia de los transcritos de los genes
antes mencionados, mientras que con metil jasmonato (éster metilico derivado del acido
jasmonico) no se vio influenciada la expresion.

En otro  tudio realizado por Narvaez (2010), utilizando iniciadores degenerados a partir
de secuencias conservadas del gen NPR7, se logré aislar un fragmento de proteina de 69
aminoacidos que corresponde a un dominio conservado de ankirina (ANK) de la proteina
de NPF  En este estudio se evalué si el mecanismo de defensa SAR esta presente en
cocotero y puede ser inducido con la aplicacion de AS y en consecuencia inducir
resistencia a Phytophthora capsici (patégeno modelo). Las plantas de cocotero en
condiciones in vitro fueron expuestas a concentraciones de 1.0 y 2.6 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 n el patégeno desarrollaron una enfermedad tipo
pudricién de cogollo con dafio en hojas y tallo. Las plantas a las que se les aplicé 2.5 mM
de AS presentaron una reduccion de este dafio en comparacién con plantas no tratadas.
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CAPITULO Il

DESARROLLO DE UN PROTOCOLO PARA EL ANALISIS CUANTITATIVO
POR PCR EN TIEMPO REAL DE TRES CANDIDATOS A GENES DE
RESISTENCIA AISLADOS DE COCOTERO.

2.1 INTRODUCCION

El cocotero (Cocos nucifera L.) es uno de los cultivos importantes en las zonas tropicales,
donde sirve como alimento, en la construcciéon de casas, elaboracién de utensilios de uso
local y elaboracion de productos industriales, tales como el aceite de coco, la copra y el
coco desecado entre otros, los cuales, desempefian un papel importante en la economia
de muchos paises en desarrolio. Ademas, son componentes importantes del paisaje, 1o
que contribuye a la belleza estética de muchas de las islas donde el turismo juega un
papel clave en la economia (Granados y Lopez, 2002; Kairo et al., 2001; Martin y Watson,
1998; Pollard, 1995; Barrow, 1991). Es un miembro de la familia de monocotiledéneas
Arecaceae (Palmaceae). Es la Unica 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 estd ampliamente distribuido en el mundo y posee un alto valor
economico. La produccion mundial, se estima en 40 billones de nueces, principalmente
para la produccion de aceite (Harries, 1995). La producciéon mundial de cocoterc en 2007
fue de 61 mil toneladas entre los tres principales paises productores, indonesia, Filipinas y
la India, esto es el 75% sobre la produccién total (FAO, 2009).

A pesar de la importancia econdémica del cocotero como cultivo, en el Caribe ha
disminuido con el paso de los afios. Esto debido principalmente a escasas practicas de
cultivo, plantaciones viejas, plagas y enfermedades. Una de las principales enfermedades
que ha devastado gran cantidad de hectareas de cocotero, en paises tales como Jamaica,
Cuba, Islas Caiman, Estados Unidos, México, Belice, Honduras, Guatemala y Republica
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 problematica surge la necesidad de estudiar los mecanismos de defensa en
este cultivo, y este conocimiento serviria de base para el desarrollo de nuevas tecnologias
con el fin de hacer frente a los patégenos 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 infeccion
(Jungeun et al, 2012; Dangl y Jones, 2001; Flor, 1971). Varios genes que confieren
resistencia a un amplio grupo de patégenos que incluyen bacterias, virus, hongos,
oomicetos y nematodos ya han sido clonados de diferentes especies de plantas (McHale
et al., 2006). En afios recientes la clase mas abundante en plantas, los genes de tipo
NBS-LRR, han sido extensamente investigados en diferentes especies (Wan et al., 2012),
entre ellas el cocotero (Puch-Hau, 2012). Esta clase de genes se puede dividir en dos
subfamilias de acuerdo a las carac....sticas  su extremo N-terminal en TIR-NBS-LRR
(dicotiledéneas) y no-TIR-NBS-LRR (monocotiledéneas) (Yue et al., 2012; Dangl y Jones,
2001). = __sta 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-D-TIR, RNBS-A-no-TIRy NE D-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 esper 3 vegetales de interés comercial (Thirumalaiandi et
al., 2008). Los RGCs proveen informacion 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 util como primer paso hacia la identificacién de genes de resistencia.

1 PCR en tiempo real puede generar amplicones muy pequefios (desde 60 pb) lo que la
hace ideal para la deteccién de cambios cuantitativos en la expresién génica durante el
curso de alteraciones celulares patolégicas o experimentales, asi como para la
cuantificacién de niveles de ARNm en muestras de tejidos (Bustin, 2002). Por otro lado, la
optimizacién de la PCR es un parametro importante para la correcta cuantificacion de los
niveles de expresién (Bustin, 2003).

En el presente capitulo se llevé a cabo el desarrollo de un protocolo para optimizar las
condiciones de amplificacion para la reaccién de PCR en tiempo real de los diferentes
juegos de iniciadores para cada gen, ya que estos parametros son importantes para poder
determin  si se puede o no cuantificar la expresién.
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2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Seleccion de las secuencias de RGCs aisladas de cocotero

Para el desarrollo del presente trabajo se seleccionaron secuencias de candidatos a
genes de resistencia 0 RGCs (cuadro 2.1), la seleccidén se hizo partiendo del trabajo de
Puch-Hau (2012) del cual se tomaron tres secuencias que corresponden a RGCs
representativos de clados distintos y que presentan homologia con genes de resistencia
ya reportados en la literatura. Estos RGCs fueron nombrados como CnRGC4, ChRGC5y
CnRGC10. Las secuencias de estos RGCs corresponden al ecotipo alto del Pacifico que
se sabe presenta mayor porcentaje de resistencia a la enfermedad del AL.

2.2.2 Alineamiento y diseno de iniciadores

Para llevar a cabo los ensayos de optimizacién y posterior andlisis de expresion de los
tres genes RGCs, se disefiaron iniciadores especificos (cuadro 2.3) para cada una de las
secuencias. El alineamiento se realizé empleando el programa ClustalX (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 amplificacién. Con base a bibliografia consultada y partiendo de regiones no
conservadas, se disefiaron los iniciadores especificos con el programa Primer3Plus, a
partir de las tres secuencias candidatas a genes de resistencia seleccionadas. Después
de haber agregado las caracteristicas deseadas, el programa nos indicé todos los
posibles pares de iniciadores que se pueden formar, junto con el tamafio del amplicén
esperado para cada par, que van desde los 192 a los 284 pb; cabe sefialar 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 nucleétidos, contenido de GC del 50-70% vy
Tm2 65 °C, con los cuales se realizaron los analisis de expresion.
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2.2.3 Optimizacion de la técnica de PCR en tiempo real

Para establecer las condiciones 6ptimas de amplificacion de PCR en tiempo real, se
realizé lo siguiente: A). Determinar la temperatura de hibridacion. Para ello, se probé un
gradiente de diferentes temperaturas de hibridacién (58 a 64 °C). B). Determinar el par de
iniciadores adecuado. Se probaron las combinaciones de iniciadores para poder elegir la
que genere una mejor amplificacién, sin generar productos inespecificos. C). Determinar
la concentracion 6ptima de los iniciadores. Se probaron concentraciones de entre 0.5 a 2
UM para utilizar la que dio los mejores resultados de amplificacién. D). Evaluacién de la
eficiencia y linearidad. Se realizé6 para probar la reproducibilidad de los ensayos y
determinar si se puede o no cuantificar [a expresion de los genes.

2.2.4 Amplificacion por PCR en tiempo real

La amplificacion se realizé en un termociclador BIO-RAD C1000 con el sistema en tiempo
real CFX96® y con la mezcla SsoFast™ EvaGreen® Supermix de Bio-Rad, siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para establecer el protocolo de amplificacion se probaron
cuatro temperaturas (58, 60, 62 y 64°C) y el protocolo quedé 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 incluy6 el ciclo de desnature.._acién o curva de disociacion (Melt
Curve) para detectar productos inespecificos (dimeros de iniciadores, amplificaciones no
especificas, etc.). Para llevar a cabo la mezcla de reaccion se utilizé 2 pL del ADN, 0.75
uL por cada iniciador (sentido y antisentido) a 0.3 uM, 10 pL de la mezcla SsoFast™
EvaGreen® Supermix y la mezcla se completé con 11.5 UL de agua ultrapura para tener
un volumen final de 25 L en cada tubo.
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2.2.5 Determinacion de la eficiencia y linearidad de la PCR en tiempo real

La eficiencia de la PCR es un nimero que muestra el aumento (en veces) en la cantidad
de los fragmentos de ADN amplificados que tienen lugar durante un ciclo (Bustin, 2003).
Estos parametros son importantes para poder determinar si se puede o no cuantificar la
expresion de un gen. La eficiencia de la amplificacién se determiné mediante la ejecucién
de PCR en tiempo real con una serie de diluciones (57, 52, 53 5% de ADN genémico.
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 estandar en base a la formula:
E= [10¢"#°P)1-1 x 100 (Bustin y Nolan, 2004). Para llevar a cabo la mezcla de reaccién se
utilizaron 2 pL del ADN, 0.75 pL por cada iniciador (sentido y antisentido) a 0.3 uM, 10 L
de la mezcla SsoFast” EvaGreen® Supermix y la mezcla se completé con 11.5 pL de
agua ultrapura para tener un volumen final de 25 pL en cada tubo. Las condiciones de
amplificacion se muestran en la figura 2.2.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Seleccion, alineamiento y disefio de iniciadores de los RGCs

En cocotero se aislaron 162 secuencias RGCs de tipo NBS-LRR de los ecotipos alto del
Pacifico y enano malayo amarilio (ambos resistentes al AL) y aito del Atlantico
(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
segun su homologia con genes de resistencia aislados en otras especies vegetales. Estas
secuencias, en base a diferentes criterios, fueron agrupadas en 11 clados distintos (datos
no publicados) de los cuales se tomaron tres secuencias representativas (cuadro 2.1) de
clados diferentes, que presentaron homologia con genes de resistencia reportados en la
literatura, estos RGCs fueron nombrados CnRGC4, ChnRGC5 y CnRGC10. En el cuadro
2.2 se muestra la homologia de las secuencias con genes de resistencia conocidos.
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La secuencia de nucledtidos de los tres clados elegidos fue sometida al programa
Primer3Plus de acuerdo a las condiciones consultadas en la literatura para el disefio de
los iniciadores (cuadro 2.3) y los que flanquearon las regiones divergentes fueron
seleccionados para los estudios de expresion,

Cuadro 2.3 Iniciadores especifii  diseflados a partir de secuencias

RGC
amafno amano del
Clado Secuencia {bases) Amplicon
. . (sentido)
R OCTTTORRACATTORRCATTTTAATA A7 ~a
CnRGC4
| e sy
CnRGC5 192 a 284 pb
e A A AT A AT e AT A A & e -
CnRGC1(

1 & esiuuY)
B! MATAAAAAATATAATA A AATATTTA AL ~

2.3.2 Optimizacion de las condiciones de amplificacion por PCR en tiempo

real

Para obtener resultados confiables en las pruebas re:...__das con la PCR en tiempo real
fue necesario optimizar la reaccién en el laboratorio. La optimizacién consistié en hacer
que las variaciones normales de la prueba no causen efectos importantes en los valores
Ct y que tengan un impacto minimo en la cantidad de fluorescencia observada. Los
criterios mas importantes para la optimizacion son la especificidad, sensibilidad, eficiencia
y reproducibilidad de la PCR en tiempo real (Edwards, 2004).
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la amplificacién. También se pudo determinar que para tener una mejor amplificaciéon es
necesario diluir el ADN ya que el ADN del stock no amplifica. Cabe sefalar que tanto el
primero como el segundo ensayo se realizaron por triplicado. La eficiencia fue calculada a
partir de la pendiente de la curva estandar en base a la férmula: E= [10¢"'P®].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 correlacion R?>0.999. Diversos factores
pueden afectar la eficiencia como el largo del amplicén, la estructura secundaria y el
disefio 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 estandar mostraron un coeficiente de regresion lineal (R?) 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 CnRGCS5 (figura 2.8) los resultados obtenidos en la curva estandar
mostraron un coeficiente de regresién lineal (R?) 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 estdndar mostraron un coeficiente de regresion lineal
(R?) 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 observé una buena correlaciéon entre las curvas de amplificaciéon de
las diluciones logaritmicas (57, 52, 5, 5) las cuales dieron un valor de Ct cada 1.5 ciclos
aproximadamente y fueron graficadas para obtener la curva estandar. No se tuvo
amplificacién en los controles negativos (CTL). Estos datos mostraron que los iniciadores
si son funcionales para llevar a cabo los ensayos de expresion de los genes estudiados.
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En este capitulo se llevé a cabo la optimizacion de las condiciones de amplificacion por
PCR en tiempo real, ya que para proceder con los estudios de expresion de los tres RGC
seleccionados, fue necesario realizar una correcta optimizacion que nos indicara la
posibilidad de poder cuantificar la expresién de los genes por PCR en tiempo real. Los
criterios mas importantes para la optimizacion 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 expresion 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
homologia con genes de resistencia ya caracterizados y que se encuentran reportados en
la literatura (Bulgarelli et al., 2010; Du et al., 2009; Zhao et al., 2005), las secuencias
corresponden al ecotipo alto del Pacifico que se sabe presenta mayor porcentaje de
resistencia a la enfermedad del ; y fueron nombradas como CnRGC4, CnRGC5 y
CnRGC10. Se empleé el programa C stalX (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 bibliografia consultada y a partir de regiones no conservadas,
disefar iniciadores especificos con  programa Primer3Plus, con los cuales se llevé a
cabo la amplificacién de las secuencias.

Una vez disefiados los iniciadores especificos para cada gen, el siguiente paso fue
establecer las condiciones o6ptimas de amplificaciéon para dar un balance entre la
eficiencia y la especificidad de la reaccion (Yaish et al., 2004). Se realiz6 una PCR
gradiente en la que se probaron cuatro temperaturas de hibridacién que fueron de 58, 60,
62 y 64°C. Los resultados obtenidos no mostraron diferencia significativa entre las
diferentes temperaturas por  tanto cualquiera pudiera ser empleada para la PCR, sin
embargo se decidié usar la de 64°C ya que se sabe que a mayor temperatura se tiene
mayor especificidad en la amplificacién. La ausencia de productos inespecificos se
comprobo al realizar la curva de desnaturalizacion (Melt Curve).
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El valor de Ct y el logaritmo de las diluciones obtenido, presentaron un buen coeficiente
de correlacién y la curva estandar para las amplificaciones se encontré en conformidad
con la amplificacién exponencial de PCR. Las curvas de desnaturalizacién presentaron un
sélo pico confirmando la amplificacién de un solo producto sin componentes indeseables
que influyan en los resultados. Estos resultados indicaron que la reaccién de PCR tenia
una buena especificidad, y no fueron generados dimeros de iniciadores, ni amplificaciones
no especificas. La electroforesis en gel de agarosa valid6 la especificidad al confirmar un
solo producto amplificado del tamarfio esperado. Ademds, para las 3 réplicas de
amplificacion 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 (BIO-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 expresién de los genes estudiados.

2.5 CONCLUSIONES

1. Se eligieron tres secuencias RGC ya reportadas que presentan homologia con genes
de resistencia y se logré el disefio de iniciadores especificos para cada gen con las
caracteristicas indicadas en la literatura para la PCR en tiempo real.

2. Se logré identificar la temperatura 6ptima de alineamiento y evaluar la curva estandar
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

nsibles y es, ._ficos y tuvieron una buena eficiencia sobre un amplio rango

- -~

dinamico.

4. los iniciadores seleccionados y s condiciones de PCR para la amplificaciéon de
CnRGC4, CnRGC5 y CnRGC10 son adecuados para la cuantificacion por PCR en
tiempo real.
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Los genes de resistencia (R) son componentes importantes del mecanismo de resistencia
genética en las plantas ya que codifican proteinas de resistencia (R) que pueden censar
la invasién por bacterias, hongos, oomicetos, virus, nematodos, 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 mas abundante en plantas.
Durante la Ultima década, varios genes R que confieren resistencia a un amplio espectro
de patdégenos, han sido clonados a partir de diferentes especies de plantas (Wan et al.,
2012; Yue et al., 2012). En cocotero se logro el aislamiento de 162 secuencias candidatas
a genes de resistencia 0 RGCs de tipo NBS-LRR en palmas de los ecotipos alto del
Pacifico y enano malayo amarillo (ambos resistentes al AL) y alto del Atlantico
(susceptible al AL), de las cuales 139 presentaron marco de lectura abierto. Las
secuencias atn no han sido caracterizadas (Puch-Hau, no publicado). En base a lo ya
reportado se conoce que el acido salicilico (AS) ademas de participar en procesos como
la germinacién de semillas, crecimiento celular, respiracion, cierre de estomas, expresion
de genes asociados a senescencia, repuesta a estrés abidtico 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 expresion de
proteinas 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
induccion de genes R o RGCs por AS (Wan et al., 2012; You-Xiong et al., 2009).

La expresion génica es un proceso bioloégico mediante el cual la célula transforma la
informacién codificada en el ADN a proteinas a través de la sintesis de ARN mensajero
(ARNm) mediante el proceso de la traduccion. La expresion génica de un determinado
gen en una célula puede ser cuantificada por la cantidad producida de ARNm del gen en
estudio (Rivas, 2010). La PCR en tiempo real se esta empleando cada vez mas para la
cuantificacion de la expresion génica, lo que permite un rapido analisis de la expresion
génica a partir de pequefias cantidades de templado inicial, ademas de que la PCR en
tiempo real permite un alto rendimiento y una cuantificacién rapida y reproducible, con un
excelente rango dinamico y una alta sensibilidad (Peirson et al., 2003).
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3.2.4 Sintesis del ADNc (RT-PCR)

Para la sintesis del ADNc se empled la técnica de RT-PCR con el Kit Omniscript® Reverse
Transcription de QIAGEN, en un volumen total de 20 uL que contenia: En la primera
mezcla, un volumen variable de ARN (500 ng), 1 UL de hexamero (random primers) y un
volumen variable de agua ultrapura para completar 5 uL en cada tubo. En la segunda
mezcla, 2 yL de amortiguador 10X, 2 pL de la mezcla de dNTPs (5 mM para cada uno), 1
pL de RNase-OUT (40 unidades/uL), 1 pL de la RT-Polimerasa y 9 uL de agua ultrapura
para completar 15 pyL por muestra. La mezcla uno se desnaturalizé a 65°C por 5 min y
fuego se puso en hielo; posteriormente se le agregd 15 L de la mezcla dos y se incubé a
37°C por 1 h. El ADNc sintetizado se almacené a -20 y se realizd el analisis de la calidad
de cada una de las muestras mediante la amplificacién por PCR en tiempo real del gen
que codifica la subunidad ribosomal 3S.

3.2.5 Amplificaciéon por PCR en tiempo real

La amplificacion se realizé en un termociclador BIO-RAD C1000 con el sistema en tiempo
real CFX96® y con la mezcla SsoFast™ EvaGreen® Supermix de Bio-Rad, siguiendo las
instrucciones del fabricante; para comprobar la sintesis del ADNc este fue amplificado con
los iniciadores del gen 18S ribosomal y posteriormente con los iniciadores especificos de
cada gen para analizar la expresion. El protocolo de amplificacién se establecié de la
siguiente manera: 1 ciclo a 95°C por 2 mi 35 ciclos a 95°C por 15 segundos y gradiente
de 58-64°C por 30 segundos. Al final se incluyé el ciclo de desnaturalizacién o curva de
disociacion (Melt Curve) para detectar productos inespecificos (dimeros de iniciadores,
amplificaciones no especificas, etc.). Para llevar a cabo la mezcla de reaccién se utilizé 2
HL del ADNc, 0.75 WL por cada iniciador (sentido y antisentido) a 0.3 yM, 10 pL de la
mezcla SsoFast™ EvaGreen® Supermix y la mezcla se completdé con 11.5 pL de agua
ultrapura para tener un volumen final 25 pL en cada tubo. La amplificacién de los
genes se normalizé con los niveles de expresién del gen que codifica para la subunidad
ribosomal 18S. Los célculos que se realizaron para la normalizacién fueron en base a lo
reportado por Livak y Schittgen (2001) y se expres6 en Unidades de Expresion Relativa
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3.2.7 Clonacién y secuenciacion de los productos amplificados

Para realizar la clonacién se emplearon los productos de PCR en tiempo real de los
tiempos en los que se encontré mayor expresion de los genes an:___dos. Los productos
amplificados, se fraccionaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5 % y se
purificaron empleando el kit de purificacion QIAquick (QIAGEN) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Luego fueron ligados dentro del vector pGEM-T Easy
(Promega). Para la mezcla de la reaccién de ligacién fueron empleados, 5 uL del
amortiguador de ligacién (2X), 1 pL de la enzima T4 ADN ligasa (1U/uL), 1 pL del vector
pGEM-T Easy (50 ng/uL), 3 uL del producto purificado de PCR para un volumen final de
10 pL. Esta mezcla fue incubada por una hora a temperatura ambiente (25°C). Por ultimo
fue puesto en refrigeracion (4°C) por 16 h. Después de la incubacion, se tomaron 4 pL del
producto ligado y se llevé a cabo la transformacién de las células competentes de
Escherichia coli mediante un choq tér :0 a 42°C por 45 segundos. Posteriormente se
crecieron en 1 mL de medio liquido LB (37°C a 200 rpm por 1 h). Luego, éstas colonias
fueron sembradas en cajas Petri conteniendo me_._ sélido LB con ampicilina (100 mg/L)
como antibiético de seleccién de colonias transformadas, Il .3 (0.5 mM) como inductor
de la expresion del gen LacZ y X- L (80 mg/L) como substrato de la B-galactosidasa
para indicar la expresion de la misma enzima mediante la observacion de colonias
blancas (transformadas con el inserto de interés) y azules (transformadas con el plasmido
sin el inserto de interés). Para determinar si estas colonias blancas contenian el
fragmento, se realizé una reacc de PCR, empleando iniciadores M13, los cuales
amplifican una regién dentro del plasmido en la cual se inserta el fragmento de interés,
estos iniciadores poseen un tamafio del amplicon de aproximadamente 200 pb.
Posteriormente las colonias positivas, fueron crecidas en 5 mL de medio liquido con
ampicilina (100 mg/L) e incubadas a 37°C y 200 rpm durante toda la noche (16 h
aproximadamente) con el objetivo de muiltiplicar la cantidad de plasmido recombinante.
Luego, se tomaron 2 mL del cultivo para rez._ar la subsecuente extraccion del plasmido
median el kit comercial Miniprep QIlAprep (QIAGEN). El plasmido extraido fue
cuantificado con la ayuda del marcador de masas High Mass (Invitrogen), para poder
determinar la concentracion requerida para la secuenciacion. El proceso de secuenciacién
fue realizado por Davis Sequencing (USA).
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Figura 3.2 Productos de la extraccion de ARN de hoja, tallo y raiz de las plantas tratadas con AS y
los controles sin tratamiento. M: marcador de 1 kb, 0 a 120: horas posteriores al tratamiento. Las
flechas rojas sefalan las subunidades 28S y 18S del ARN.

3.3.2 Sintesis y amplificacion d ADNc

La sintesis del ADN complementario se llevé a cabo a partir de las muestras del ARN que
fueron tratadas con la enzima DNasa | (hoja, tallo y raiz), las cuales fueron cuantificadas y
se emplearon 500 ng por muestra de ARN. Para la sintesis del ADNc se empled la
transcriptasa reversa Omniscript® siguiendo las instrucciones del fabricante y el ADNc
sintetizado se empleé para realizar ensayos de PCR tiempo real con los iniciadores que
resultaron funcionales luego de los ensayos de optimizacién. Para poder verificar la
viabilidad del ADNc se realiz6 una PCR tiempo real con los iniciadores 18S. En la figura
3.3 se presentan las graficas resultantes de la amplificacion que demuestra la calidad del
ADNCc sintetizado.
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3.3.3.1 Analisis del gen candidato CnRGC4

Los resultados del andlisis por PCR tiempo real para este candidato a gen de resistencia
se presentan a continuacion.

En el analisis de la expresion del gen candidato CnRGC4 en el tejido de hoja (figura 3.4-
A), podemos observar un nivel de expresién basal constitutivo de este gen en todos los
tiempos del tratamiento control, mientras que en los tratamientos con acido salicilico (AS)
se observé que se fue dando un incremento gradual en el nivel de expresion de las 0 a las
72 h, a las 96 h se observaron bajos niveles de expresién y fue a las 120 h post-
tratamiento donde el nivel de expresién alcanzé el pico maximo de ~1.5 veces mas que el
control.

En el andlisis de la expresion del gen candidato CnRGC4 en el tejido de tallo (figura 3.4-
B), podemos observar niveles expresion basal constitutiva en todos los tiempos del
tratamiento control. En las plantulas tratadas con AS se pudo observar niveles de
expresién de manera basal a las 0, 48, 72 y 96 h post-tratamiento y a las 120 h se
observé un incremento en la expresion de este gen, pero fue a las 24 h posteriores al
tratamiento en donde el nivel de expresién alcanzé el pico maximo de ~2 veces mas que
el control.

En el analisis de la expresion del gen candidato CnRGC4 en el tejido de raiz (figura 3.4-
C), se observa que este gen present6 expresion constitutiva de manera basal en todos los
tiempos del tratamiento control y para el caso del tratamiento con AS los niveles de
expresion se incrementaron gradualmente de las 0 a las 48 h, tiempo donde el nivel de
expresion alcanzé el pico maximo de ~2.7 veces mas 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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3.3.3.2 Analisis del gen candidato CnRGC5

Los resultados del andlisis por PCR tiempo real para este candidato a gen de resistencia
se presentan a continuacion.

En el andlisis de la expresién del gen candidato CnRGCS5 en el tejido de hoja (figura 3.5-
A), se observé que la expresion se mantuvo de manera constitutiva a bajos niveles en los
tratamientos controles. En los tratamientos con acido salicilico (AS) se pudo observar
niveles de expresion basal a las 0, 24 y 72 h, sin embargo a las 48 y 96 h se observé un
incremento en el nivel de los transcritos de este gen, pero fue hasta las 120 h posteriores
al tratamiento donde el nivel de expresién alcanzé el pico maximo de ~2.4 veces mas que
el control.

En el andlisis de la expresién del gen candidato CnRGCS5 en el tejido de tallo (figura 3.5-
B), se observaron niveles de expresién 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 expresion del gen a las 120 h posteriores al tratamiento, pero fue en el
tiempo de 24 h en donde el nivel de expresién alcanz6 el pico maximo de ~7.7 veces mas
que el control, mientras que a las 0, 48, 72y 96 h los niveles de expresion fueron basales.

En el analisis de la expresién del gen candidato CnRGCS5 en el tejido de raiz (figura 3.5-
C), se mostraron niveles de expresion basal constitutiva en todos los tiempos del
tratamiento control analizados y para los tiempos del tratamiento con AS también se pudo
observar expresion basal a las 0, 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 alcanz6 el :0 maximo en el nivel de expresién de ~1.4 veces
mas que el control.
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3.3.3.3 Analisis del gen candidato CnRGC10

Los resultados del analisis por PCR mpo real para este candidato a gen de resistencia
se presentan a continuacion.

En el analisis de la expresién del g  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 encontré que la expresion del gen en los
tiempos del tratamiento con &cido salicilico (AS) fue constitutiva, sin embargo, a las 24 h
se observé un incremento en el niv_. de expresion del gen, pero fue a las 48 h posteriores
al tratamiento con AS en donde se alcanzé el pico maximo de ~1.7 veces mas que el
control.

En el analisis de la expresién del gen candidato CnRGC10 en el tejido de tallo (figura 3.6-
B), se observd que en los tratamientos control hay una expresién basal constitutiva de
este gen en todos los tiempos an:  ados. En las plantulas tratadas con acido salicilico de
igual forma se pudo observar niveles de expresion basal a las 0, 48 y 96 h de tratamiento,
sin embargo, también se encontré incrementos en los niveles de expresién del gen a las
24, 72 y 120 h post-tratamiento; siendo a las 24 h donde se alcanzé el pico maximo en el
nivel de transcritos de ~1.2 veces mas que el control.

En el anélisis de la expresion del gen candidato CnRGC10 en el tejido de raiz (figura 3.6-
C), se observé que este gen se estd expresando de manera basal en todos los tiempos
del tratamiento control analizados. En los tratamientos con AS se encontrd niveles de
expresion basal los tiempos de 0, 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
maximo en el nivel de expresién de este gen se alcanzé a las 48 h posteriores al
tratamiento con AS y fue de ~2.2 veces mas que el control.
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3.4 DISCUSION

En todos los organismos vivos las células regulan sus actividades mediante la activacién
o desactivacion de la expresion de sus genes. La expresion genética es generalmente
proporcional al nimero de copias de ARN m sajero (ARNm) de un gen determinado
(McPherson et al., 2008). La PCR en tiempo real puede generar amplicones muy
pequefios (desde 60 pb) lo que la hace ideal para la deteccion de cambios cuantitativos
en la expresion génica (Bustin, 2002). Una caracteristica importante de PCR en tiempo
real es su amplio rango dinamico; esto implica que un amplio nivel de expresién de los
genes a estudiarse y en los genes normalizadores puede analizarse con similar
sensibilidad y especificidad (Vinueza-Burgos, 2009; Dorak, 2008). La cuantificacién de los
niveles de expresion de genes puede dar pistas valiosas acerca de la funcién del gen. Por
ejemplo, puede detectar una alteracién en los niveles de expresién génica en respuesta a
estimulos biolégicos especificos. El uso de PCR tiempo real ofrece varias ventajas como
la cantidad relativamente pequefia de muestra requerida para el analisis y la capacidad
rapida y precisa para reproducir los datos, ademas de la capacidad para el analisis de
mas 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
multiples estudios ¢ han hecho en monocotiledéneas y dicotiledéneas que han
demostrado que el acido salicilico (AS) desempeifia un papel fundamental como molécula
senal en la respuesta SAR y en la resistencia ante el ataque de patégenos (Le Henanff et
al., 2009; Viot et al., 2009; Cao et al., 1994).

En este estudio se reporta el primer analisis de la expresién de tres RGCs en plantulas in
vitro de cocotero tratadas con acido salicilico (AS) a una concentracién establecida en
estudios anteriores de 2.5 mM aplicado al medio de cultivo (Narvaez, 2010); el estudio de
expresion fue realizado empleando iniciadores especificos disefiados a partir de tres
secuencias candidal  de genes de resistencia aisladas del ecotipo de cocotero aito del
Pacifico (Puch-Hau, 2012) los cuales se denominaron CnRGC4, CnRGC5y CnRGC10.
Todos los ensayos se realizaron por triplicado con el fin de confirmar la fiabilidad de los
resultados. Como gen de referencia se empled el 18S ribosomal y los valores de Ct se
utilizaron para comparar los diferentes grados en los niveles de expresion.

94






Capitulo Il

Thomas, 2007). De igual forma algunos estudios reportan que las moléculas seial (como
el AS) no solo funcionan como una sefal critica para la regulacién rio abajo en eventos de
resistencia, sino que también pueden sobre regular la expresion 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 expresién 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 sefial de AS (Wu et al., 2012) y
cuyo estudio en cocotero fue a los mismos tiempos (de 0 a 120 h) y se encontré un
cambio en los niveles de transcritos del gen luego de la aplicacion de AS a las 120 h en
las plantas tratadas y también fue encontrada una expresion basal en todos los tiempos
de las plantas control (Nic-Matos, 2( ?).

3.5 CONCLUSIONES

1. Las secuencias representativas de los clados CnRGC4, CnRGCS5, y CnRGC10, se
expresan de manera constitutiva y en bajos niveles en piantulas de cocotero gue no
han sido tratadas con AS.

2. Después del tratamiento con acido salicilico se indujo la expresién de los candidatos
a genes de resistencia CnRGC4, CnRGC5 y CnRGC10 en los tejidos de hoja, tallo y
raiz de plantulas de cocotero cultivadas in vitro.

3. Las secuencias RGC analizadas mostraron un perfil de expresion diferente en el
tejido de hoja, en tallo el perfil de expresion fue similar para los tres genes y en raiz
fue similar para dos genes.
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La expresion génica es un proceso biolégico mediante el cual la célula transforma la
informacién codificada en el ADN a proteinas a través de la produccion del ARN
mensajero (ARNm) mediante el proceso de la traduccién. La expresion génica de un
determinado gen en una célula puede ser cuantificada por la cantidad producida de
ARNm del gen en estudio (Rivas, 2010). La PCR en tiempo real se esta usando cada vez
mas para la cuantificacién de la expres  génica lo que permite un rapido analisis de la
expresion génica a partir de peque..__ cantidades de templado inicial, ademas de que la
PCR en tiempo real permite un alto rendimiento y una cuantificacion rapida y reproducible,
con un excelente rango dinamico y una alta sen.._.lidad (Peirson et al., 2003). En afios
recientes la clase més abundante en plantas los genes R de tipo NBS-LRR han sido
ex samente investigados en diferentes esp...es de plantas (Wan et al., 2012) entre
ellas el cocotero (Puch-Hau, 2012) y __ ha visto que en cafia de azucar (You-Xiong et al.,
2009) y chile dulce (Wan et al., 2012) se duce la expresién de los genes tipo NBS-LRR
luego del tratamiento con acido sallicilico.

En cocotero se empled una estrate | similar y este es el primer estudio que reporta el
andlisis de la expresion de tres RGCs (CnRGC4, CnRGC5 y CnRGC10) en plantulas in
vitro tratadas con AS. El analisis de los niveles de expresion de los RGCs se realiz6é por
PCR en tiempo real, y se an: iron en hoja, tallo y raiz a partir de ADNc sintetizado del
ARN extraido de dichos tejidos; los genes fueron evaluados a diferentes tiempos en 0, 24,
48, 72, 96 y 120 h post-tratamiento; el ensayo incluyé como controles plantulas sin
tratamiento con AS. La amplificacion de los genes se normaliz6 con los niveles de
expresion del gen que codifica para la subunidad ribosomal 18S (Kumar et al., 2013; Garg
et al, 2010; Jian al., 2006) y los calculos que se realizaron para la normalizacién fueron
en base a lo reportado por Livak y Schittgen (2001) y se expres6 en Unidades de
Expresion Relativa (UER).

En el analisis de los RGCs en los tejidos de hoja, tallo y raiz de cocotero, se observé que
estos genes se encuentran constitutivamente expresados en plantas sin tratamiento con
AS; lo cual coincide con lo reportado para la mayoria de los genes de resistencia que ya
han sido clonados, que se caracterizan por una expresion constitutiva y en bajos niveles
(Liu et al., 2007). Posterior al tratamiento se encontré que el AS tuvo efectos en la
expresion de los genes incrementando los niveles de transcritos; estos resultados son
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4.2 CONCLUSIONES GENERALES

1. Empleando iniciadores especificos se logré establecer las condiciones éptimas de
amplificacion de ADN por R en tiempo real y cuantificar la expresién de los tres

candidatos a genes de resistencia (RGCs) estudiados.

2. El acido salicilico indujo  expresién de los candidatos a genes de resistencia
CnRGC4, CnRGC5y CnRGC10 en los tejidos de hoja, tallo y raiz de plantulas de
cocotero cultivadas in vitro.

3. Este es el primer estudio en el cual se reporta el analisis de expresion por PCR en
tiempo real de RGCs en plantulas de cocotero tratadas con acido salicilico.
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