




















Alejandra, Miguel Angel, Shirley, N garita y Paty por compartir muchas cosas
conmigo, por su apoyo, por esas sonrisas y carifio diario. Angeles por tu amistad y
estar siempre dispuesta a ayudarme cuando lo requeria. A Daniela, Rodrigo, Melissa,
Ernesto, Any y Maru, por todos esos momentos agradables dentro y fuera del
laboratorio y por su amistad.

A mis padres, Augusto y Elia por :r mi gran motivacién, por todo el amor que me dan
y su gran apoyo incondicional, por compartir mis alegrias y porque siempre estan ahi
para alentarme en los momentos dificiles.

A mis hermanas Diana y Soky, por su gran amor, apoyo, consejos. Simplemente
gracias por ser parte de mi vida y por st las mejores hermanas.

Daniel por permitirme conocerte, por tu amor, comprensién y sobre todo por tu gran
paciencia. Siempre alentandome y que mis dias fueran mas alegres. Gracias por
hacerme feliz.

Finalmente, quisiera agradecer a todas esas personas que me apoyaron de cierta
forma para que este trabajo fuera posible.










































Introduccion

la proteina RAR1, identificada en cebada y requerida para generar resistencia contra
el ngo Blumeria graminis (Shirasu et al., 1999). En estudios de mutacién genética de
rar1 en Arabidopsis thaliana, se observé un aumento de la susceptibilidad a patégenos
virulentos, por lo que se sugiri6 que RAF juega un papel importante en la defensa
basal de A. thaliana (Holt et al., 2005). En el 2008 Wang y colaboradores sobre-
expresaron al gen OsRAR1? en plantas de arroz, y observaron que al ser inoculadas
con el hongo Magnaporthe oryzae el dafio ocasionado por el patégeno era menor en
las lineas transgénicas de arroz en comparacién con las silvestres. En un trabajo
previo de nuestro laboratorio, Canul (2010) aislé y caracterizé el ADN complementario
de un gen tipo RART a partir de una variedad de platano resistente a SN, el cual fue
nombrado como MaRAR1.

Los métodos de biologia molecular _._ecen la posibilidad de clonar y caracterizar
genes relacionados con la defensa de 5 plantas, asl como su posterior introduccién
en diferentes cultiva. __ por transformaciéon genética. En afios recientes la ingenieria
genética en platano ha avanzado significativamer  ya se cuentan con protocolos de
transformacién genética, clonacién de genes, y la reciente publicacion del genoma de
platano. Sin embargo, el platano es una planta que requiere de mas tiempo para su
regeneracién y por tanto su estuc  por lo que el uso de plantas modelo como tabaco
acelerarian este proceso. Tabaco es una planta que se ha usado como biorreactor
para  produccion de proteinas recombinantes para el estudio funcional de genes
involucrados en estrés bidtico y abiético. Por todo lo anterior, en el presente trabajo el
objetivo fue generar y caracterizar molecularmente plantas de tabaco (Nicotiana
tabacum) transformadas con el gen MaRAR1 de platano (Musa acuminata). Lo anterior
permitira el estudio funcional de! _ n MaRART en tabaco, que podria ser considerado
como un potencial para generar plantas de platano u otras plantas de importancia

comercial con resistencia a plagas como hongos, nematodos, etc.
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diploides y gametos haploides de los cultivares AA y subespecies silvestres de M.
acuminata. Debido a que los cultivares AA eran a menudo el producto de un evento de
hibridacién entre diferentes subespecies de M. acuminata, esto cre6 incompatibilidad
cromosémica dando lugar a errores durante la meiosis con un polen haploide
ger ando frutos sin el desarrollo de semillas o polinizacién y fecundacién (Simmonds,
1962; Heslop-Harrison y Schwarzacher, 2007; http.//www.promusa.org).

1.1.2 Biologia y clasificacion taxonémica del platano

El platano pertenece a la Familia botanica Musaceae, que a su vez alberga a los
géneros Musa y Ensete. Existen aproximadamente 50 especies dentro del género
Musa, la cual se divide en cuatro secciones: Callimusa, Rhodochlamys, Australimusa 'y
Eumusa (Heslop-Harrison y Schwarzacher, 2007). La seccién Eumusa, es la mas
ampliamente representada comercial y geograficamente y contiene las dos principales
especies M. acuminata y M. balbisiana, las cuales dan origen a la gran mayoria de los
platanos comestibles (Roux et al., 2008).

Los platanos son plantas monocotiledéneas, herbaceas grandes, polipliodes y
perennes pero monocdrpicas adaptz._s a regiones tropicales y subtropicales. Se
pueden distinguir tres partes importantes de la planta: el cormo con hijueios y el
sistema radical, el pseudotallo con el sistema foliar y el racimo o inflorescencia (Fig.
1.1). El tallo subterraneo (cormo, rizoma) tiene internodos cortos. El punto terminal de
crecimiento del cormo produce hojas en una sucesion en espiral. Las hojas normales
consisten de una vaina, un peciolo y 1a ldmina. Las vainas son casi circulares y
empacadas en el pseudotallo no lefio:  (Manzo et al., 2005). El peciolo es de 30-90
cm de longitud. En una planta saludable, las hojas mas antiguas son empujadas a un

Jo hasta que caen hacia abajo y secan. El pseudotallo de la planta de platano
produce un brote de flores una vez durante su ciclo de vida y muere después de haber
dado sus frutos, pero el cormo sigue vivo y produce nuevos hijuelos. La inflorescencia
se desarrolla en una etapa determinada de desarrollo de la planta, por lo general
después de producir unas 25-50 hojas. Aproximadamente un mes después de
producirse esa cantidad de ho) emerge en la hoja superior la inflorescencia
colgando hacia abajo, la cual es 1a panicula compuesta por un tallo grueso con
racimos de flores en espiral. Cada racimo tiene de 12 a 20 flores en dos filas, cubiertas
por una gran bréctea pui  ra. Los ieros 5 a 15 racimos de flores que emergen son
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Los platanos desarrollan una masa de pulpa comestible sin necesidad de la
polinizacién, los 6vulos se atrofian pronto, pero pueden reconocerse en la pulpa
comestible. Las zonas tropicales son éptimas para el desarrollo del cultivo del platano,
debido a que son himedas y célidas. El platano requiere para su normal crecimiento y
buena produccién de 120 a 150 mm de lluvia mensual o 1.800 mm anuales, bien
distribuidas, necesita temperaturas relativamente altas, entre 21 y 29° C, con una
media de 27° C, su minima absoluta es de 15° C y su maxima de 37° C, exposiciones
a temperaturas mayores 0 menores causan deterioro y lentitud en el desarrollo del
fruto y dafios en el mismo. Para el  :cimiento y desarrollo normal del platano se
necesita que el suelo tenga disponibles, en cantidades éptimas y balanceadas, ciertos
elementos nutritivos como el nitrégeno, potasio y azufre; de lo contrario se deben
suministrar a partir de fuentes alternativas organicas y quimicas. La siembra se lleva a
cabo en hoyos de 60 cm de profundidad a una distancia de 3 a 3.5 m en cuadro,
colocando dos plantitas por hoyo. Las plantas se cortan cuando han alcanzado su
compieto desarrollo y empiezan a amarillear, con frecuencia, se anticipa la recoleccion
y se dejan madurar fos frutos suspendiéndolos en un locai cerrado, seco y calido,
conservado en la oscuridad. Apenas recogido el fruto, se corta la pianta por el pie,
dejando a los hijuelos sanos y vigorosos en la base (Palencia et al., 2006;

http://www.siap.gob.mx).

El platano es el cuarto cultivo mas importante del mundo, después del arroz, el trigo y
el maiz. Ademas de ser considerado un producto basico y de exportacion, constituye
una importante fuente de empleo e ingresos en numerosos paises en desarrollo. El
platano como fruta tropical se considera el segundo mas importante por su consumo
mundial, asi como por su contenido de fuentes de carbono, almidén, vitaminas y

minerales (Manzo et al., 2005).

Los platanos proporcionan un alimento basico para millones de personas,
particularmente en Africa (con un consumo de 400 kg por persona por afio) y Asia. Los
platanos son cultivados por todos los trépicos humedos y subtropicales en las
Américas, Africa y Asia (representando un tercio de su produccion), extendiéndose
dentro de Europa (Islas Canarias) y Australia (Queensland), en donde es apreciado
por su sabor, gran valor nutritivo y por su disponibilidad durante todo el afio (Heslop-
Harrison y Schwarzacher, 2007).
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1.1.4 Importancia del platano en México

A nivel mundial, México ocupa  décimo lugar en produccién de platano (FAOSTAT,
2013; Fig. 1.2), lo que significa una gran fuente generadora de trabajo, ya que la
actividad permite contar con 100 mil empleos directos en el campo y 150 mil empleos
indirectos, ademas que la produccién anual representa ei 1.4 por ciento del valor de la
produccién agricola nacional, que equivale a mas de 4 mil 500 millones de pesos al
afio (SAGARPA, 2009).

Segln datos del Servicio de | _rmaciéon de Agroalimentaria y Pesca (SIAP) de la
SAGARPA, en 2011 se cultivaron en México alrededor de 77,303 hectareas de
platano, de la cual se obtuvo una produccién de 2,138, 686 toneladas de fruta, donde
el 95% se destind al consumo nacional y un 5% restante a la exportaciéon. Las areas
productoras se localizan en las regiones tropicales de la costa del Golfo de México y
Océano Pacifico. Los principales estados productores son Chiapas, Veracruz,
Tabasco, Nayarit, Colima, Michoacan, Oaxaca, Jalisco y Guerrero (Fig. 1.3), los cuales
se agrupan en tres regiones productoras: Region del Golfo de México que ocupa el
43% de la superficie nacional cultivada, Region del Pacifico Centro con el 24% y
Regién del Pacifico Sur con 1 30%. En México las variedades de platano mas
importantes que se cultivan son: AAA (‘Enano Gigante’ y Valery), AAB (Manzano,
Macho y Dominico), ABB (Pera o Cuadrado) y AA (Datil). Siendo el cultivar ‘Enano
gigante' el principal ocupando el 75% de la superficie total cultivada de platano,
seguida por el Macho con el 14%, Manzano 4.5%, Dominico y Datil 2.8%, Pera 1.8% y
el Valery 0.4% (Orozco-Santos y Orozco-Romero, 2004).
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1.1.5.2 Sigatoka negra en México

En México esta enfermedad se identificé por primera vez en el Sureste del pais en
1981, donde el primer reporte oficial del hongo causante de la SN afectando
plantaciones comerciales del platano fue en los estados de Chiapas y Tabasco. Sin
embargo, la enfermedad fue observada por primera vez en el area de Tapachula
(Chiapas) a finales de 1980. Posteriormente la SN se diseminé hacia los estados de
Veracruz y Oaxaca, y ahora esta enfermedad se encuentra en todas las areas
productoras de platano laRep ica Mexicana (Orozco et al., 2002).

La presencia de SN en México ocasioné graves pérdidas en todas las regiones
productoras de platano, modificando el manejo de ias plantaciones, principalmente los
programas de aspersion de fungicidas. Esto trajo como consecuencia un incremento
en los costos de produccion del cultivo. Actualmente, el combate de la enfermedad en
las regiones plataneras ¢ pais, depende basicamente del uso de productos quimicos
(fungicidas), ya que es la medida mas viable y efectiva para reducir los dafios de la
enfermedad, aunque también apoyada con otras practicas de cultivo como el
deshoje, deshije, densidad de la plantacion, drenaje, controi de malezas y fertilizacién
(Manzo et al., 2005). En México el costo de la aplicacién de fungicidas representa del
30 al 40% de los costos de produccién, lo que significa que anualmente se gastan
alrededor de 500 millones de pesos (43.5 millones de doblares) para el control de la SN
(Orozco-Santos y Orozco-Romero, 2004). Ya que el combate guimico es la opcion
mas viable para el control de SN en los cultivares de platano mas comerciales en
México, esto ha originado que ademas del incremento en los costos de produccion del
cultivo, se estén presentando problemas de contaminacién ambiental, de salud
humana y de resistencia a fungicidas, debido a la gran cantidad de productos quimicos
que se depositan en las plantaciones de platano (Orozco-Santos y Orozco-Romero,
2004).

1.1.6 Biotecnologia aplicada en platano

Con la finalidad de contar con ¢ vos de platano resistentes a enfermedades, se ha
recurrido a las técnicas tradicionales de cruzas entre variedades resistentes. El
Programa de mejoran 1o de inano y platano de la Fundacién Hondurefia de
Investigacion Agricola (FHIA), han liberado hibridos (Ej. FHIA-01, FHIA-18, FHIA-21 y

16






Capitulo |

estan bien establecidas (Crouch et al., 1998). Los apices y meristemos se originan de
los retofios que son los explantes comunes que se utilizan para fa micropropagacion
del platano. Las plantas de platano también puede ser regeneradas a partir de células
cultivadas a través de embriogénesis somatica (SE) (ENV/UM/MONO, 2009).
Utilizando el sistema bien establecido para el cultivo de tejidos, se han hecho intentos
para transformar platanos en diferentes laboratorios en los Ultimos afios. La primera
transformacion por A. tumefaciens se logré utilizando meristemos del cultivo de tejidos
de plantas de Cavendish AAA (‘Enano Gigante’) (May et al., 1995; ENV/JM/MONO,
2009). Ademas, se han generado plantas transgénicas utilizando el bombardeo de
particulas (May et al., 1995;).

Sagi et al. (1994) fueron los primeros en reportar el éxito de la transferencia del gen
que codifica para una $-glucuronidasa utilizando electroporacién en protoplastos
aislados a partir de células embriogénicas de platano cv. ‘Bluggoe’. Al afio siguiente, el
mismo grupo de investigacién reporté una transformacion y la produccion de plantas
transgénicas de platano usando bombardeo de particulas en células de suspension
embridgenicas.

Recientemente, un avance importante fue la publicacién en el 2012 de la secuencia
del genoma de M. acuminata (DH-Pahang), la cual consta de 472.2 Mega bases (Mb)
en la cual se identificaron 36, 542 genes (D'Hont et al,, 2012). Con ello resulta mas
facil la busqueda de genes involucrados en respuesta a enfermedades de manera
dirigida y sistematica, de tal forma que permitan realizar mejoramiento genético en
este cultivo mediante el uso de técnicas de ingenieria genética y biologia molecular.

1.1.7 Mecanismos moleculares de resistencia de las plantas en respuesta
al ataque de patogenos

Los nutrientes sintetizados por la plantas atraen a todo tipo de organismos. Para evitar
ser atacadas, las plantas han desarrollado mecanismos sofisticados para protegerse
contra los agentes patégenos. Estos incluyen tanto barreras fisicas (Ej. Ceras,
cuticula, estructura de pared celular) y quimicas preformadas (Ej. Exudados
fungicidas, compuestos fendlicos) como barreras fisicas (Ej. defensas estructurales de
la pared celular, capas de abscisién) y bioquimicas inducibles (Respuesta
Hipersensible, Resistencia Sistémica Adquirida, Respuesta Sistémica Inducible).

Las plantas, como los animales, han ido evolucionando y adquiriendo inmunidad para
contrarrestar ataques por patbgenos microbianos (Weigel et al., 2005). Las plantas, a
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periodos de desarrollo. Esta caracteristica indica que también tienen importancia en
los procesos fisioldgicos de la planta sana (Meller, 1994).

1.1.9 Sefalizacion tras el reconocimiento

Como ya se ha mencionado, tras el reconocimiento de patégenos, las plantas
responden activando mecanismos altamente conservados que utilizan componentes
comunes de un ndmero limitado de rutas de sefal cién. La caracterizacioén de las
resistencias mediadas por genes R en tomate, cebada o Arabidopsis, ha
proporcionado datos genéticos muy valiosos para determinar la organizacién de esta
respuesta, asi como las interconexiones entre diferentes rutas de sefalizacion. Asi se
han identificado genes necesarios para el correcto funcionamiento de multiples genes
R. Por ejemplo, el andlisis genético de la interaccidn entre cebada y el hongo Erysiphe
graminis sp. hordei reveld el papel fundamental del gen RART, en la resistencia
mediada por el gen Mla-12. Esta resistencia va acompafada de una acumulacion
bifasica de H,0,. Un primer estallido o ativo se da a nivel local en el sitio de
penetraciéon del hongo. Mientras que el segundo se da a nivel de toda la célula
coincidiendo con una HR (Torp y Jargensen, 1986; Shirasu et al., 1999). Los mutantes
rar? fallan en el proceso de acumulacidon de ROS, asi como en desencadenar una
respuesta hipersensible, sugiriendo un papel para RAR1 como potenciador de la
acumulacién de H,0, promoviendo de esta forma la HR (Shirasu et al,, 1999). La
mutacién de rar1 compromete por esto el reconocimiento de diferentes hongos,
situando a RAR? como punto de convergencia de las sefializaciones mediadas por
diferentes proteinas R (Hammond y Parker, 2003).

1.1.10 La proteina RAR1 y su participacion en la resistencia contra

patégenos

El analisis genético de plantas mutantes ha permitido el descubrimiento de varios
genes involucrados en las interacciones plata-microbio. Entre éstos se encuentran el
gen RAR1 (Required for Mla12 Resistance) de cebada (Hordeum vulgare), el cual es
esencial para Ja funcién de un grupo de genes de resistencia de la clase CC-NBS-LRR
y que estan etiquetados con el nombre Mla (Torp y Jaergensen, 1986). El gen RAR1
(HvRar1) fue inicialmente identificado en un cultivar de cebada que contiene un alelo
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Un dato interesante es que en 2006 le otorgaron a Sainz y Salmeron una patente
referente a moléculas de &cidos nucleicos aislados de Oryza sativa (arroz), que
constan de secuencias de nucleétidos que codifican para proteinas RAR1 involucradas
en la resistencia (patente No. US7098378B2). Esto nos indica el potencial
biotecnolégico de este tipo de secuencias para la obtencién de plantas resistentes a
enfermedades.

1.1.12 RAR1 y su interaccion con otras proteinas co-chaperonas

Las chaperonas son un grupo numerosc : familias de proteinas no relacionadas cuya
funcion es estabilizar las proteinas no plegadas, desplegarlas para su transiocaciéon a
través de membranas o para su degradacion, y/o ayudarlas para su correcto
plegamiento y ensamblaje. Las | ntas también codifican multiples isoformas de co-
chaperonas, que son proteinas ¢  pueden asistir a otras chaperonas. Tanto plantas
como animales requieren de la actividad de proteinas que contengan dominios de
union a nucledtidos (NB, por sus siglas en inglés) y dominios ricos en repeticiones de
leucina (LRR) para un adecuado funcionamiento del sistema inmunolégico. HSP90 y
SGT1 otras co-chaperol gue ya se han  mostrado no sélo ser importantes para la
regulacién de las proteinas NB-LRR en plantas {proteinas NLR en animales), sino
también en la regulacién de la funcién de NLR en los animales (Hubert et al., 2009). La
pérdida de la funcién de la chaperona HSP90 citosblica conduce a la rapida
degradacion de muchas proteinas R, por lo que conduce a la susceptibilidad en las
plantas (Holt et al., 2005). Las  teinas HSP90 también participan en la respuesta de
las plantas a estreses abiéticos, incluyendo el calor, la sequia y tolerancia a la
salinidad (Fu et al., 2009).

Los andlisis estructurales de la HSP90 a través de su cristalizacién o por medio de
mutaciones han puesto en manifiesto que esta proteina alberga un dominio ATPasa en
su N-terminal con la capacidad de unirse a nucleétidos y agentes quimicos. HSP90 se
distingue de muchas otras chaperonas moleculares debido a que la mayoria de sus
sustratos conocidos hasta la fecha son proteinas de transduccion de sefales, tales
como receptores de hormonas esteroideas y las cinasas de sefalizacion. El papel
importante de la HSP90 es la del plegamiento de proteinas, pero también desempefia
un papel clave en las redes de transduccién de sefiales, control del ciclo celular, la
degradacién de proteinas y trafico de proteinas (Wang et al., 2004). Aunque HSP90 se
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Ralstonia solanacearum en comparacién con la de las plantas de tipo silvestre (Dang
et al., 2014). Por ofra parte, las plantas de tabaco donde sobre-expresaron el gen
AISAP de Aeluropus littoralis mostraron un aumento en la tolerancia ante el estrés
abidtico, tales como la salinidad, la sequia, y congelacién (Ben et al., 2010). En otro
trabajo, se muestra que la sobre-expresién del gen ZmSO de maiz en tabaco aumenta
su tolerancia ante metales pesados (Xia et al., 2012).

Como se ha mencionado en apartados anteriores, en tabaco (Nicotiana bentamiana)
se ha caracterizado un gen RAR? (NbRAR1). Tabaco contiene un gen R que codifica
para la proteina N que participa en la resistencia contra el virus del mosaico de tabaco;
también se ha mostrado que se requiere de la participacion de RAR1 para conferir
esta resistencia (Liu et al., 2002). También se ha observado que en tabaco RAR1 esta
asociado con el sefialosoma COP9 y con los componentes del complejo SCF
(Skp1/cullin/F-box protein) tipo | ubiquitin ligasa, el cual estd involucrado en la
degradacion proteica mediada por el sefialosoma COP9 (Liu et al., 2002).

En la presente tesis se usd tabaco como planta modelo para generar lineas
transgénicas con el gen MaRART  platano. Tomando en cuenta que platano es una
monocotiledénea y tabaco dicotiledénea, y la divergencia entre monocotiledéneas y
dicotileddneas se estima que fue alrededor de 200 millones de afios (Wolfe et al.,
1989), se puede decir que ambas plantas se encuentran evolutivamente lejanas; sin
embargo a pesar de tantos millones de afios de divergencia, en ambas especies se
mantiene el gen RAR1. Es muy intere: te que las secuencias de RAR1 en tabaco y
platano presenten un 67% de identidad (a nivel aminoacidos), por lo cual podrfa
predecirse qi la funcién de la proteina de RAR1 se mantiene. Por otra parte, se
espera que el gen endbgeno RAR7 de tabaco no afecte la sobre-expresién de
MaRAR1 en esta planta: en estudios de la sobre-expresion del gen NPR1 de A.
thaliana (Priya et al., 2011) en tabaco que también contiene un gen endégeno NPR1
(Liu et al., 202), en este caso las plantas transgénicas con AtNPR1 mostraron un
desarrollo normal y una mayor resistencia contra la infeccidén del nematodo
Meloidogyne incognita en comparacién con la tipo silvestre (Priya et al., 2011).
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mutaciones en Rar? producen susceptibilidad hacia patégenos virulentos en
Arabidopsis y cebada (Wang et al., 2008; Holt et al., 2005). La sobre-expresién del gen
OsRAR1 en arroz dio como lltado una mayor resistencia basal hacia el hongo
Magnaporthe oryzae (Wang et al., 2008).

En un estudio previo en nuestro grupo de investigacién, se aislé el ADN
complementario que codifica para una proteina homéloga a RAR1 desde una variedad
de platano resistente a la Sigatoka negra, el cual se nombré como MaRAR7 (Canul,
2010). El analisis estructural y filogenético indicé que esta secuencia efectivamente
pertenece a la familia de genes RAR7 de plantas, planteando la posibilidad que
cumpla una funcién en la resistencia contra patégenos. El objetivo del presente
capitulo es generar y evaluar lineas T, transgénicas de tabaco con la construccion
358::MaRAR1::NOS, la generacion y caracterizacién de estas plantas transgénicas
permitira a corto plazo el estudio funcional de MaRAR1. De comprobarse su funcién en
el incremento de la resistencia contra patégenos, este gen tendria potencial
biotecnolégico, ya que podria usarse con la finalidad de incrementar los niveles de
resistencia de platano u otro cultivo comercial al atagque de patégenos y de esta
manera disminuir los costos econémicos para el control de enfermedades, asi como
contribuir al cuidado del ambiente disminuyendo el uso extensivo de controles
quimicos. La razén de ut..__r al tabaco en este estudio se debe a que es una planta
modelo que puede facilitar el analisis funcional de genes involucrados en la resistencia
y ayudar a determinar la conservacién de rutas de sefalizacion entre plantas

monocotiledéneas y dicotiledoneas.
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MaRAR1 de platano, utilizando el programa Swiss Model (Arnold et al., 2006). Dicho
programa se basa en desarrollar una prediccién del modelo tridimensional basandose

en la homologia de la secuencia introducida al programa y la base de datos del
“Protein Data Bank”, que contiene la estructura tridimensional de proteinas que han
sido modeladas por métodos de espectrometria o resonancia magnética nuclear
(Bordoli et al., 2009). Se .. zaron los parametros por defecto establecidos por el
programa.

2.2.2 Elaboracion del , :35SMa para la transformacion genética de tabaco
2.2.2.1 Multiplicacién de los plasmidos pGRAR1 y pC35NOS

Se utilizd el plasmido pGRAR1 generada por Canul (2010) que consiste en el vector
pGEM-T-Easy que contiene el ADN complementario del gen MaRAR1, un gen tipo
RAR1 de la variedad ‘Tuu Gia’ de platano, el cual presenta un marco de lectura abierto
de 648 pb. Por otro lado Vallejo-Reyna (2011) generd el vector de construccién
pC35NOS qué consiste del vector bine  pCAMBIA2200, el cual incluye al promotor
35S y el terminador NOS. pCAMBIA 2200 (http://www.cg " 'r ~-7; Fig. 2.1) es un
plasmido que permite realizar transformaciones mediante A. tumefaciens, tiene un
tamafio de 8894 pb, contiene gen nptll que aporta resistencia al antibidtico
kanamicina lo que permite la seleccién de posibles plantas transformadas, y para la
seleccion de bacterias cuenta con un gen cmr que aporta resistencia a cloranfenico;
también contiene el sitio 1 iticlonal PUC18 dentro del gen /acZ que permite introducir
la secuencia de DNA de interés. Con la finalidad de obtener copias de los plasmidos
pGRAR1 y pC35NOS se llevé a cabo la transformacién de E. coli.

Se usé la cepa DH10B de E. coli y para su transformacion se transfirié 1 yl. de cada
plasmido a un tubo de microcentrifuga y se le adicioné 100 pbL (3 x 10® cel/mL) de
células competentes. Se incubd en hielo por 30 minutos y posteriormente se someti¢ a
un choque térmico a 42 °C durante 45 segundos e inmediatamente se enfrié en hielo
por 3 minutos. Seguidamente se le adicioné 900 pL de medio SOC y se dej
incubando a 37 °C por 1 hora 30 minutos a 150 rpm en un orbitador. Posteriormente,
la muestra se centrifugd a 1620 rci  »r 5 min, la pastilla se resuspendié en 100 pL de
medio SOC y se plaquearon en cajas Petri con medio LB (sélido) suplementado con
10 mg/L cloranfenicol para pCAMBIA 2200 y 100 mg/L de ampicilina para pGEM-T-
Easy. Las cajas Petri se dejaron incubando a 37 °C por 16 horas. Las colonias
seleccionadas fueron transferidas a medio LB (liquido) junto con el antibitico
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lineas transgénicas se observa una mayor expresién relativa del gen. Sin embargo,
estos resultados son importantes ya que fican que el transgén se esta expresando y
que por tanto no hubo alglin evento de silenciamiento del transgén que pudiera evitar
la transcripcién del gen en alguna de las cuatro lineas transgénicas de tabaco. Por
tanto, se cumplié6 con el objetivo de generar plantas transgénicas de tabaco que
expresaran al gen MaRAR1 de platano. Se espera que al evaluar los niveles de
expresion estas cuatro lineas transgénicas se observen una mayor expresiéon de
acuerdo al numero de copias del trangén insertadas en su genoma, ya que se ha
observado que el numero de copias pue : estar relacionado con los niveles de
transcrito (Bradeen et al. 2009).

Por otra parte, en esta tesis obtuvieron semillas para generar plantas de la
generacion T,, las cuales pueden ser usadas para posteriores anélisis. Como se han
lleva a cabo diversos estudios utilizado la generacién T, de las plantas transgénicas
(Ben et al. 2010; Roy et al., 2007, . _bar et al., 2012; Wang et al., 2008). Los estudios
posteriores pueden que generen datos valiosos de funcionalidad para este gen, por lo
que el presente trabajo podria proporcionar una mejor compresién acerca del papel
que desempena este gen en las plantas. Sin embargo, es importante que no se limite
el uso de un gen en la planta donde originalmente fue aislado, sino que pueda ser
aprovechado en plantas de interés comercial, como solanaceas, donde encontramos
cultivos como tomate, chile, papa, etc., por lo que es interesante evaluar la funcion de
este gen en plantas modelo como tabai  'una solanacea) y otras especies de piantas,
con el objetivo de que pueda ser usado para diferentes cultivos comercialmente
importantes, mejorando su productivi rendimiento o generar un cultivo resistente a

alguna enfermedad.

Las plantas transgénicas generadas este trabajo de tesis podran usarse en
estudios posteriores con la finalid de __ nprender Ia funcién del gen MaRAR1 en la
resistencia contra patégenos de plantas. Finalmente, la obtencién de plantas
transgénicas ha generado grandes beneficios en el estudio de procesos bioldgicos
béasicos, y ademas ofrece el potencial de producir materias primas, asi como para
enfrentar problemas ambientales, ahorrar fuentes no renovables y proveer alimento a

una poblacién mundial en crecimiento progresivo.
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platano permitan minimizar el uso de pesticidas téxicos para el ambiente y la salud
humana, asi como reducir los costos de produccién de este cultivo tropical.

Con la finalidad de complementar las evidencias funcionales con respecto al papel del
gen MaRART1 en la resistencia de plantas ..:_._ microorganismos patégenos, se podria
lievar a cabo un analisis de silenciamiento g 0 en plantas de platano de la variedad
‘Tuu Gia’ que es resistente a la enfermedad de la Sigatoka negra. De esta forma se
esperaria que al silenciar este gen, planta resulte susceptible a M. fjiensis, y
comprobar de esta manera que se encuentra implicado en el sistema de defensa en
platano. Otro estudio que se podria realizar es un analisis de complementariedad, para
esto se cuenta con una mutante AtRar1 de A. thaliana. Esta mutante AtRar1 provoca
un descenso de la resistencia mediada por |.. _:efnas R y en la defensa basal (Holt et
al., 2005; Muskett et al., 2002; Tornero et al., 2002). Plantas mutantes de AtRar? han
sido empleadas para estudios de funcionalidad con el gen OsRART de arroz, donde se
observé que las plantas de A. thaliane _cuperaron su funcién y generaron resistencia
contra patégenos (Wang et al., 2008). La alta identidad entre las secuencias MaRAR1
y AtRAR1 nos sugiere que podria observarse un comportamiento similar al utilizar
MaRAR1 expresado en la mutante AtRar? y de esta forma recuperar la funcién de
resistencia en A. thafiana.

Finaimente, con el objetivo de una mayor compresion de los mecanismos bioquimicos
y moleculares en los que MaRAR1 participa dentro de la célula, seria interesante
conocer las proteinas con las que interactia, de esta forma se pueden realizar
ensayos de interacciéon proteina-proteina del tipo dos hibridos en levadura que
prueben que la proteina MaRAR1 puc _  interactuar con proteinas del tipo SGT1 y
HSP90, como ocurre con su homologo RAR1de A. thaliana, o bien descubrir nuevas
proteinas con las que pueda estar relacionada esta proteina en platano.
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