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Resumen

RESUMEN

El platano es el fruto tropical mas consumido en el mundo, constituye la alimentacion
basica para 400 millones de personas en las regiones tropicales de Asia y Africa. Para
México y varios paises de Latinoamérica representa una fuente de empleos y divisas. Sin
embargo, microorganismos patdégenos como Mycosphaerella fijiensis y Fusarium
oxysporum f. sp. cubense raza 4 amenazan con devastar la industria platanera como
sucedio en el pasado con la variedad comercial ‘Gros Michel’. La disponibilidad publica de
la secuencia del genoma de platano esta facilitando la caracterizacion de genes de interés
gue puedan conferir resistencia o un alto grado de tolerancia a los cultivares de platano
contra microorganismos virulentos. En este sentido, en el presente trabajo se
caracterizaron in silico cuatro factores de transcripcién de la familia WRKY que fueron
nombrados como MaWRKY18, MaWRKY45, MaWRKY60 y MaWRKY70. Los andlisis in
silico proporcionan evidencia sobre su identidad de factores de transcripcion y de su
posible funcion en la red de sefializacién en respuesta al estrés bidtico. Se identificaron
los dominios WRKY, los sitios de localizacién nuclear y motivos de fosforilacién. El
analisis de la region promotora de los genes de estudio sugiere una relacién entre las vias
hormonales del jasmonato y el acido salicilico. Se clonaron y secuenciaron las regiones
codificantes y los extremos 3'UTR (Unstralated Region) a partir de una variedad silvestre
resistente a la Sigatoka negra Musa acuminata subsp. malaccensis ‘Pisang Kra’ y se
validaron los resultados de los andalisis obtenidos in silico. Finalmente, se realizaron dos
construcciones de expresion para MaWRKY18 y MaWRKY70 con el fin de validar en un
futuro su funcién en el mecanismo de defensa mediante su sobreexpresion en Nicotiana

benthamiana.










Abstract

ABSTRACT

Banana is a staple food for more than 400 million people in developing countries. In
Mexico and many other Latin America countries, banana ranks among the most valuable
primary agricultural commodities. However, fungal pathogens such as Mycosphaerella
fijiensis and Fusarium oxysporum f.sp. cubense race 4 threaten to destroy the banana
industry. The public availability of the banana genome sequence is facilitating the
identification of candidate genes that could be used for the genetic improvent of
susceptible cultivars. The WRKY genes are interesting candidates to be used for plant
biotechnology purposes since they are implicated in plant immunity. In this regard, this
project aims to characterize four transcription factors from the WRKY family of banana.
These genes were named as MaWRKY18, MaWRKY45, MaWRKY60 and MaWRKY70. In
silico analysis provided substantial evidence about the proteins encoded by these genes
and their possible function in the signal network triggered by pathogen microorganisms.
We identified the WRKY domain, the nuclear localization signal and phosphorylation sites,
among others. The promoter analysis of these four banana WRKY genes showed a
possible crosstalk with the hormonal pathways jasmonate and salicylic acid. We isolated
the cDNA coding sequences (CDSs) and the 3’'UTRs for every single WRKY gene from a
wild banana specie (M. acuminata subsp. malaccensis ‘Pisang Kra’), which is resistant to
black Sigatoka. Finally, we elaborated two cDNA constructs for MaWRKY18 and

MaWRKY70 with the aim to evaluate their function in disease resistance in future estudies.
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INTRODUCCION

El platano es el fruto mas consumido en el mundo. Para 400 millones de personas en el
Sureste Asiatico y Africa es un alimento de la canasta basica (FAO, 2017). Para los
paises latinoamericanos el platano representa una fuente de ingresos y empleos. La
industria bananera que se ha forjado en el tropico de América es la responsable del
suministro de platano a los paises del primer mundo. México es el onceavo productor de
platano en el mundo con 2,150, 520 toneladas en el 2016 de las cuales el 20% se destina
para el mercado de exportacion, dejando una derrama econémica de 2,109 millones de
pesos mexicanos (SIAP, 2017). Sin embargo, la industria bananera se encuentra al borde
de una crisis derivada de las enfermedades causadas por microorganismos fungicos
patébgenos que amenazan con devastar las plantaciones como sucedié con la variedad
‘Gros Michel' en la década de los 50s causada por el fitopatdégeno F. Oxysporum f.sp.
cubense raza 1 que es un microorganismo del suelo que coloniza las raices del platano,
situacion ventajosa para el microorganismo que hace dificil su control (Hwang y Ko,
2004). Actualmente solo los paises latinoamericanos se encuentran libres de este
patégeno y aungque se han tomado medidas para disminuir los riesgos de contaminacion,
sabemos que solo es cuestion de tiempo para que este microorganismo patdgeno
colonice nuestro continente. En México y en todos los paises latinoamericanos la principal
causa de pérdidas econdémicas hoy en dia es la Sigatoka negra, enfermedad foliar
originada por el hongo M. fijiensis (Ploetz et al., 2015). No obstante, aunque este Ultimo
puede ser controlado con el uso intensivo de fungicidas, se generan nuevas cepas
resistentes como consecuencia de la presién evolutiva creada por el hombre mediante el
uso indiscriminado de fungicidas y que ademas tiene efectos negativos en el medio

ambiente y en la salud de las personas (Marin et al., 2003).

En las udltimas décadas la ingenieria genética ha demostrado ser eficiente en la
generacién de variedades de plantas resistentes a fitopatégenos. En este sentido, la
caracterizacion de genes que codifican para proteinas que tienen un papel clave en la
induccién de los mecanismos de defensa es imprescindible. Los factores de transcripcion
WRKY son una familia muy numerosa en plantas de los cuales varios miembros han

demostrado estar involucrados en las cascadas de sefializacion en respuesta a la
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infeccion por microorganismos patdgenos. Regulan multiples procesos celulares mediante
la represion y la activacién de la transcripcion de numerosos genes que las plantas
requieren para su buen funcionamiento (Rushton et al., 2010). OsWRKY45 y AtWRKY70
son dos de los factores de transcripcion mas estudiados. OSWRKY45 participa en la
cascada de sefializacion del &cido salicilico pero no dependiente de NPR1, y su
sobreexpresion en hojas de arroz generd una alta tolerancia contra la enfermedad tizén
del arroz causada por el hongo Magnaporte grisea (Shimono et al., 2007). Por otro lado
AtWRKY70 es una proteina capas de regular la comunicacion cruzada entre la via del
acido salicilico y del jasmonato en Arabidopsis, su sobreexpresion genera tolerancia
contra la infeccion por Pseudomona syringae activando la trancripcion de los genes PR
(Pathogenesis Related) y reprimiendo los genes relacionados con la sintesis de
jasmonato (Li et al., 2004). Tomando esto en consideracién, se decidi6 buscar los
posibles ort6logos de estos genes en una variedad silvestre de platano resistente a la
Sigatoka negra (M. acuminata subsp. malaccensis 'Pisang Kra’) y caracterizarlos con el
fin de obtener genes con potencial para el mejoramiento genético de platano. Se utilizé un
segundo criterio para elegir genes candidatos en este trabajo. D’Hont et al. (2012)
realizaron un andlisis transcriptomico de la interaccion Platano-M. fijiensis y se encontrd
gue hay una regulacién positiva de algunos genes WRKY. Se decidieron tomar los genes
WRKY con clave GSMUA_Achr3T13440 y GSMUA_Achr7T05200. Un total de cuatro

proteinas WRKY fueron incluidas para su caracterizacion en este trabajo.

Los analisis in silico proveyeron informacién valiosa sobre la identidad de las proteinas de
estudio, sobre su posible funcién y su regulacion. Para complementar el trabajo in silico se
realizé el aislamiento de las secuencias codificantes y de las regiones 3'UTR de cada uno
de los genes. La informacion obtenida de estas secuencias fue analizada para validar los

resultados obtenidos mediante andlisis bioinformaticas de las secuencias predichas
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CAPITULO |

ANTECEDENTES

1 GENERALIDADES DEL PLATANO
1.1 ORIGEN Y TAXONOMIA

El banano y el platano son plantas herbaceas gigantes monicotiledéneas que pertenece al
género Musa (Figura 1.1). Fueron clasificados en el orden Zingiberales por Huchinson y
en el orden Scitamineae por Bentham y Hooker en su libro Genera Plantarum (Menon,
2016; Heslop-Harrison y Schwarzacher, 2007). Musa pertenece a la familia Musaceae que
consiste de dos géneros Musa y Ensete. El género Musa es dividido en cuatro secciones,
dos de las cuales contienen cromosomas con 2n=20; estos son Callimusa y Australimusa.
Las otras dos secciones Eumusa y Rhodochlymus tienen 2n=22 cromosomas. Todos los
cultivares comestibles evolucionaron a partir de la seccibn Eumusa y su grupo de

especies (Simmonds, 1962).

Orden: Zingiberales

Familia: Musaceae

v v

Genero: Ensete Genero: Musa

! | L L

Australimusa Callimusa Rhodoclamys Eumusa

M. Acuminata (AA, 30-40 Spp y sub Spp, M. balsisiana (BB).

Cultivares: AA, AAA, AB, AAB, ABB.
Tetraploides sintéticos: AAAA, AAAB, ABBB, AABB

Figura 1.1 Clasificacién de la familia Musaceae (Menon, 2016; Simmonds,
1962).
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Es bien aceptado que el platano (banano y platano) evolucioné en el archipiélago malayo
situado al sur de la India debido a que alli se localizaron 4 de 5 subespecies de Musa
acuminata (Menon, 2016). Histéricamente, la domesticacién del platano se dio por la
migracion del hombre en areas donde el platano encontré6 un nicho ecoldgico para su
diversificacion y la interaccion entre diferentes genotipos origino un sin nimero de
hibridos naturales (Figura 1.2) (Pierrier et al., 2011). Los cultivares comestibles derivan
especificamente de las especies diploides silvestres; M. acuminata y M. balbisiana y son
de naturaleza estéril, con frutos partenocarpicos, diploides o triploides y son propagados
de forma vegetativa (Ploetz, 2015). A pesar de la rigueza en diversidad genética y
fenotipica, son pocos los cultivares que en la actualidad dominan el mercado internacional

de exportacion en el mundo.

Figura 1.2 Diversidad del platano. Platanos en venta en un establecimiento
comercial en el Sur de la India (Estado Kerala, Varkala) con diferentes tipos de
genomas. Los cultivares estan sefialados con letras sobre los racimos: letra a,
cultivar ‘rojo’ (genoma AAA). b, ‘Palayam Codan’ (AAB). c, ‘Njalipoovan’ AB. d,
‘Robusta’ (‘Cavendish’ group, AAA); cultivar ‘Cavendish’ frutos maduros sin
cambiar a color amarillo (maduracién verde) cuando la temperatura esta por
encima de 22 °C. e, ‘Nendran’ (AAB), se usa para cocinar y hacer frituras. f,
‘Peyan’ (AAB). g, ‘Poovan’ (AAB) (Heslop-Harrison y Schwarzacher, 2007).

1.2 IMPORTANCIA ECONOMICA

El platano es el fruto comercial mas popular y consumido que se cultiva en mas de 120
paises alrededor del mundo, principalmente en las regiones tropicales de Africa, Asia, y
Ameérica Latina, generando una producciéon de 145 millones de toneladas anuales y con
un valor de produccién de 44.10 billones de ddlares. Se sitla en el cuarto lugar como el

cultivo mas importante a nivel mundial solo detras del arroz, trigo y maiz. De la produccion
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total el 15% se destina al mercado de exportacion y el 85% restante es para el consumo
local en sus paises de origen (Ploetz et al., 2015). La India es el mayor productor de
platano, mientras que Ecuador es el mayor exportador de banano, vendiendo
aproximadamente un tercio del total de banano exportado en el (FAO, 2017).

México es el onceavo productor mundial de platano con una produccion de 2150520
toneladas (2.2% del volumen total mundial) es el decimocuarto exportador del mundo
(Figura 1.3) exportando una de cada cinco toneladas que se producen nacionalmente. Los
principales estados productores son: Chiapas, Tabasco, y Veracruz. Y dentro de las
principales variedades cultivadas destacan el Enano Gigante (63% del volumen total) y
Macho (16%) (SIAP, 2017). Por tal motivo, el cultivo del platano en México representa una
fuente importante de ingresos para muchas familias.

principales paises exportadores de platano

M Ecuador

B Guatemala
1.7% B Costa Rica
2.2% M Belgica

2.8% ® Colombia

= Filipinas

M Holanda

B R. Dominicana
W E.E.U.L.

H Cote d'lvoire
B Camerun

1 Alemania

Honduras

Lugar 14 México

Resto del mundo

Figura 1.3 Principales paises exportadores de platano (modificado de FAO, 2017).
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1.3 LIMITANTES EN LA PRODUCCION

El cultivo de platano afronta una diversidad de factores que afectan negativamente su
produccion y que por lo tanto, pone en riesgo la seguridad alimentaria de millones de
personas. Diversos factores abidticos y bidticos constituyen un problema serio para la
produccion de platano (Pefia et al., 2002; Jones, 1999). Los monocultivos de unos
cuantos cultivares de platano dominan el mercado de exportacién, pero son menos
comunes en la produccidon a menor escala por pequefios agricultores, donde diferentes
variedades de platano son cultivadas. Aunque el manejo y el cuidado de la produccion
pueden ser complicados en las interplantaciones, la presién por enfermedad es a menudo
considerablemente baja que en los monocultivos. Los factores més significativos que
influencian en la producciéon del platano son: a) el estado nutricional de las plantas y
suelos; b) drenaje e irrigacién; c) tipo de cultivar; d) densidad de plantacion y rizoma; y €)

microorganismos patdgenos e insectos plaga (Ploetz et al., 2015; Stover, 1962).

1.3.1 FACTORES ABIOTICOS

El estrés hidrico, inundaciones y erosion del suelo son los ejemplos mas comunes de
factores abidticos que impactan negativamente la produccién de platano. Estos factores
tienen un mayor impacto para los pequefios productores que no tienen los medios para
implementar tecnologias de irrigacion y fertilizacion, sistema de drenaje, deshije,
proteccion del fruto, cobertores de suelos, y herbicidas que son utilizados por los grandes
productores que destinan su produccion a la exportacién. Por lo tanto, los pequefios
productores que constituyen mas del 80% de la produccion mundial obtienen bajos
rendimientos de produccién (van Asten et al., 2011; Wairegi y van Asten, 2011; Carr,
2009).

1.3.2 FACTORES BIOTICOS

Los cultivares de platano son también afectados por diversos microorganismos
patdgenos, nematodos, e insectos (Tabla 1.1) como los virus, bacterias, hongos, y

nematodos ocasionan enfermedades que en muchos casos conlleva a la devastacién del
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cultivo y, en consecuencia, pérdidas millonarias. En la lista de los microorganismo e
insectos mas agresivos se encuentra Fusarium oxysporum f. sp. cubense (FOC),
Colletotrichum musae, Radopholus similis, Guignardia musae y Mycosphaerella musicola
y M. fijiensis (Ploetz et al., 2015).

Figura 1.4 Etapas de desarrollo de la enfermedad de la raya de la hoja negra o Sigatoka
negra. (A) Estadio 2, aparecen las primeras rayas. (B) Estadio 3, se considera como la
segunda fase de las rayas. (C) Estadio 4, primera fase de la mancha. (D) Estadio 5, segunda
fase de la mancha. (E) Estadios 5 y 6, se presenta la fase de manchas maduras. (F)
Coalescencia de rayas y manchas de las hojas infectadas. (G) Todos los estadios presentes
en una hoja de una planta infectada. (H, 1) Lesiones ovaladas, y lesiones de rayas muy
cercanas presentes en las hojas jovenes de los colinos de platano. (J-L) Curso en el tiempo
del desarrollo de la sintomatologia en una planta ‘Enano Gigante’ incubada en una camara de
crecimiento (Menon, 2016).
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Entre las enfermedades causadas por hongos, la Sigatoka negra (Figura 1.4) causada por
el hongo M. fijiensis es la enfermedad foliar mas importante en el mundo por su
distribucion geografica en casi todas las regiones tropicales y que causa una pérdida de
30 a 50% de productividad si no se controla a tiempo (Menon, 2016). EI mal de panama
causado por FOC es considerada como la enfermedad mas destructiva que se haya
registrado en la historia causando la pérdida del 100% de la produccion del cultivar ‘Gros
Michel’ en todo el mundo (Hwang y Ko, 2004). Por otra parte, emergié FOC raza tropical 4
(TR4, por sus siglas en inglés) que es una forma extremadamente virulenta a la cual se
estima que un 80% de los cultivares de platano son susceptible incluyendo los cultivares
provenientes del subgrupo Cavendish que es la fuente del 99% de las exportaciones
mundiales de platano (Pérez et al., 2014). En México y los paises latinoamericanos, la
enfermedad mas importante que merma la produccién es la Sigatoka negra, sin embargo,
estamos conscientes que solo es cuestion de tiempo para que FOC raza 4 llegue a

nuestro continente e infecte nuestras plantaciones.

Tabla 1.1 Principales enfermedades y plagas del platano (Menon, 2016).

Enfermedades y plagas del platano

I. Enfermedades
i. Enfermedades por hongo
Sigatoka amarilla Mycosphaerella musicola
Sigatoka negra Mycosphaerella fijiensis
Mancha foliar Eumusae Mycosphaerella eumusae
Enfermedad Mal de Panamé Fusarium oxysporum f.sp.cubense
ii. Enfermedades bacterianas
Pudricion del rizoma | Erwinia sp.
iii. Enfermedades virales
Banana bunchy top virus BBTV
Banana brac mosaic virus BBMV
Virus mosaico del pepino CMV, por sus siglas en ingles
Banana streak virus BSV
iv. Insectos plaga y nematodos
El gorgojo del rizoma Cosmopolites sordidus
El gorgojo del seudotallo Odoiporus longicollis
Afido del platano Pentalonia nigronervosa
Nematodos Radopholus similis, Meloidogyne incognita
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1.4 MANEJO CONVENCIONAL DE LAS ENFERMEDADES DE PLATANO

Las enfermedades devastadoras del platano hicieron su aparicién a principios del siglo
XIX paralelamente al inicio de su comercializacion mundial. Desde entonces se han
desarrollado programas de mejoramiento convencional (hibridacién, clonacion, etc.) para
generar cultivares resistentes a las diferentes enfermedades (Akankwasa et al., 2013). Asi
mismo, las buenas practicas agricolas y el control biolégico son utilizados por los
agricultores. Sin embargo, el control quimico es el mas utilizado por los grandes
agricultores de la industria bananera de exportacion, mediante la aspersion de millones de

toneladas de fungicidas al afio (Churchill, 2011).

1.4.1 GENERACION DE HIBRIDOS

El desarrollo de cultivares con alto rendimiento de produccion y resistentes y/o tolerantes
a los diferentes factores biéticos y abidticos son el principal enfoque de los diferentes

programas de mejoramiento del platano (Menon, 2016).

Cuando FOC raza 1 destruyo el platano de exportacion (‘Gros Michel’) se generaron
cultivares resistentes como ‘Bodles Altafort’ que es un hibrido entre ‘Gros Michel’ y
‘Pisang Lilin’ (Jones, 2000). Posteriormente se generd el subgrupo ‘Cavendish’ que es un
hibrido resistente a FOC raza 1 y que hoy dia representa cerca del 50% de la produccion
mundial de platano y el 99% del producto de exportacion (Pérez et al.,, 2014). Varias
instituciones como: el Colegio Imperial de Agricultura Tropical (ICTA, por sus siglas en
inglés) de Jamaica, la Fundacién Hondurefia de Investigacién Agricola (FHIA), el Centro
de Cooperacion Internacional en Investigacién Agronémica para el Desarrollo (CIRAD) de
Francia han generado un amplio repertorio de hibridos con caracteristicas agronémicas

sobresalientes como se muestra en la Tabla 1.2.
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Tabla 1.2 Caracteristicas de hibridos desarrollados por FHIA (Jones, 1994).

Hibrido

Genealogia

Caracteristicas

FHIA-01 (AAAB)

‘Prata And’ (AAB) x SH-3142 (AA)

Altamente tolerante a la sigatoka negra,
raza 1 y 4 de FOC y nematodos,
tolerante a bajas temperaturas y
condiciones no favorables de lluvias y
fertilidad del suelo, plantas vigorosas,
racimos grandes y frutos con buena
textura y sabor.

FHIA-02 (AAAA)

‘Williams’ (AAA) x SH-3393 (AA)

Alta tolerancia a la sigatoka negra,
presenta la misma estatura que
‘Valery’, sin embargo las caracteristicas
de los racimos son inferiores a este
cultivar.

FHIA-03 (AABB)

SH-3386 (ABB) x diploid SH-3320
(AA)

Generado de la clona Gaddatu ABB, es
mas rustica y productiva que Bluggoes.
Presenta baja estatura y racimos que
alcanzan los 50 kg y tolerante a la
enfermedad del moko y sequia.

FHIA-15 (AAAB)

FHIA-17 (AAAA)

FHIA-18 (AAAB)

Descendiente del hibrido Maquefio
Highgate (AAA) (mutante de ‘Gros
Michel’), hibrido Prata Ana (AAB).

Tolerantes a la raza 1 de FOC,
presenta tolerancia a la sigatoka negra.
Racimos con caracteristicas deseables,
resistente a la raza 1 de FOC vy
tolerancia a la sigatoka negra, plantas
mas altas que el Grande Naine. Alta
productividad, resistente a la sigatoka
amarilla y negra, los frutos presentan
buen sabor.

FHIA-21 (AAAB)

Platano hibrido francés (AAB).

Tolerancia a la sigatoka negra vy
produce racimos grandes.

FHIA-23 (AAAA)

Hibrido Highgate (AAA) (mutante
de ‘Gros Michel’).

Racimo con caracteristicas deseables,
tolerante a la raza 1 de FOC y mas
tolerante a la sigatoka negra que el
Grande Naine.

AVP-67 (AAAB)

Cruce entre el platano francés tipo
(AAB) and Maquefio (ABB).

Tolerante a la raza 1 de FOC vy
tolerante a la sigatoka negra.

Aun cuando la generacién de hibridos con caracteristicas agronémicas de interés son y

seguiran siendo imprescindibles para combatir las dificultades que el cultivo de platano

enfrenta. Es claro que esta tecnologia por si sola no puede contrarrestar la enorme ola de

situaciones que amenazan con destruir los cultivares de platano. Generar un cultivar con

el fenotipo deseado toma mas de 10 afios cuando se tiene éxito. Los cultivares de platano
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son poliploides, estériles, y con frutos partenocéarpicos, lo que hace mas dificil su manejo
en el mejoramiento genético convencional (Ssebuliba et al.,, 2009 y 2006; Ortiz y
Vuylsteke, 1995).

1.4.2 CONTROL QUIMICO

Ademés del mejoramiento convencional, los quimicos son ampliamente utilizados para el
control de microorganismos patégenos en los cultivares de platano (Figura 1.5) (Marin et
al., 2003; Nwauzoma et al., 2002). El uso de insecticidas y fungicidas ha pasado de ser
una alternativa a una necesidad en el manejo y control de insectos plaga y hongos
patégenos. La enfermedad de la Sigatoka negra causada por el ascomiceto M. fijiensis es
controlada mediante el uso extensivo de fungicidas tales como: benzimidazoles,
morfolinas, triazoles, y estrobilurinas (Marin et al., 2003; Fouré y Grisoni, 1984).
Anualmente se realizan mas de 50 aplicaciones fungicidas sobre las hojas de platano que
equivale a mas del 30% del costo de produccién total (Churchill, 2011). El uso de enormes
cantidades de fungicidas conlleva efectos adversos para el medio ambiente y la salud de
los trabajadores y personas que viven en los alrededores de las plantaciones, ademas
incrementa el costo de produccion y hace inaccesible el uso de esta tecnologia para los
pequefios productores que representan mas del 80% de la produccion total (The guardian,
2016). Aunado a esto, M. fijiensis se torna cada vez mas resistente a los fungicidas
debido a la alta tasa de mutacién causada por la presion selectiva de los fungicidas
(Wesseling et al., 2005; Castillo et al., 2000). Por tal motivo, urge la generacion y
aplicacion de nuevas estrategias que faciliten el manejo de las diferentes enfermedades

del platano.
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Figura 1.5 Aspersion de fungicida sobre una plantacion de platano en el
sureste del archipiélago de Filipina en la isla de Mindanao. (The guardian,
2016).

1.5 MEJORAMIENTO DEL PLATANO MEDIANTE INGENIERIA GENETICA

El platano, es el fruto mas consumido en el mundo, enfrenta problemas serios a causa de
los microorganismos patégenos (M. fijiensis y FOC, por ejemplo) que amenazan la salud
de las plantas (Usharani et al., 2016). En nuestros dias, el hombre no ha sido capaz de
contrarrestar eficientemente las enfermedades que afectan el platano mediante las
estrategias convencionales. La presidén evolutiva parece favorecer a los microorganismos
patdgenos que cada vez se muestran mas agresivos. Estos han desarrollado estrategias
moleculares especializadas para evadir los sistemas de defensa de las plantas. Sin
embargo, el desarrollo de cultivares resistentes a través de estrategias no convencionales
como la ingenieria genética ofrecen una alternativa promisoria que promete ser amigable
y segura para el medio ambiente, sustentable, eficiente, y econémicamente redituable
(Kovacs et al., 2013; Passos et al., 2013; Swennen, 2002). Hoy dia, existen varios casos
de cultivares transgénicos de platano que muestran cierto grado de tolerancia a varios de
los patdgenos que afectan a la industria de platano (Tabla 1.3), resultado de la generacion
y la aplicacion del conocimiento cientifico (Menon, 2016). En todos estos casos se

utilizaron genes de otras especies para evaluar su efecto en la tolerancia. Hasta el
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momento, aln no se ha evaluado el desempefio de estas plantas transgénicas en campo.
Una excepcioén es el trabajo recientemente publicado por Dale et al. (2017) en el cuél se
realiz6 una evaluacion por tres afios en campo de plantas transgénica del subgrupo
Cavendish susceptible a FOC raza 4 transformadas con el gen de rersistencia RGA2
aislado de una variedad de M. acuminata ssp. malaccensis resistente a FOC raza 4. Asi
se demostrd la transferencia de la resistencia a partir de una variedad resistente a una

susceptible.

La estrategia mas frecuentemente utilizada para la generacion de plantas resistentes a
hongos mediante ingenieria genética es a través de la sobreexpresion de péptidos
antimicrobiales (Hancock y Lehrer, 1998; Boman, 1991). Cammue et al. (1993)
demostraron la eficacia de sobreexpresar genes que codifican para péptidos con actividad
antifingica contra Mycosphaerella spp. en condiciones in vitro. Vishnevetsky et al. (2011)
coexpresaron en el cultivar Grand Nain, el gen de la quitinasa del hongo Trichoderma
harzianum (TnEn-42) y el gen de la estilbeno sintasa (StSy, por sus siglas en inglés) de
uva bajo el control del promotor constitutivo CaMV35S y el promotor inducible PR-10
(Patogenesis related protein-10), respectivamente, junto con el gen de la superoxido
dimutasa (CuzZn-SOD) aislada de tomate, y bajo el control del promotor de ubiquitina. Las
lineas transgénicas mostraron un nivel reducido de sintomas significativo durante los 4
afios que se evaluaron en el campo, ademas no mostraron cambios en la calidad y

rendimiento del fruto.

13



Capitulo |

Tabla 1.3 Cultivares transgénicos tolerantes a FOC y M. fijiensis.

Cultivar Transgen sobreexpresado Caracter Referencia
Resistencia al marchitamiento por Fusarium
Furenzhi Endoquitinasa (chit 42) ToleranC|a_ a I_a enfermedad Hu et al., 2013
del marchitamiento causada
por FOC raza 4, aln
después de dos meses de
postinoculacién.
Rasthali B-1-3- Tolerancia a FOC raza 1 Maziah et al., 2007
endoglucanase
Rasthali Defensinas florales phdefl y | Tolerancia a la enfermedad | Ghag et al., 2012
phdef2 del marchitamiento por FOC
raza 1.
Taijiao Gen de la lisozima humana Tolerancia a FOC raza 1 Pei et al., 2005
Rasthali (HIGS). Secuencia parcial de | Tolerancia significativa a | Ghag et al., 2014
los genes VeA, VelB y VosA | FOCraza 1.
y el factor de transcripcion 1
de FOC (factor de
transcripcionfl)
Nangka thaumatin-like protein (tlp) Incremento en la tolerancia a | Mahdavi et al.,,
FOC raza 4. 2012
Resistencia a la sigatoka negra
Grand Nain | TnEn-42 (endoquitinasa) de | Tolerancia a M. fijiensis. Se | Vishnevetsky et al.,
Trichoderma harzianum vy | evalud la resistencia in vivo | 2011
StSy (estilbeno sintasa) en invernadero por 4 afios.
Navolean AP24 (osmotina) Alta tolerancia a los sintomas | Kosky et al., 2010
foliares causados por M.
fijiensis
Gros Michel | RCC2 y RCG3 (quitinasas | Tolerancia significativa a la | Kovacs et al., 2013

tipo I) aisladas de arroz.

sigatoka negra

1.6 MECANISMOS DE DEFENSA DE LAS PLANTAS

Una planta se considera sana, o normal, cuando esta es capaz de ejecutar sus funciones

fisiologicas lo mejor posible que su potencial genético lo permita (Agrios, 1997). Sin

embargo, las plantas estan constantemente expuestas a una serie de factores bibticos

(virus, bacterias, hongos, etc.) y abidticos (radiacion solar, pH, viento, nutrientes, etc.) que

se encuentran en su entorno (Muthamilarasan y Prasad, 2013). Aunque son organismos
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sésiles, las plantas cuentan con mecanismos moleculares sofisticados que les permiten
adaptarse y sobrevivir en el ambiente hostil y variable que nos rodea. Por ejemplo, para
combatir microorganismos patégenos han desarrollado diversos mecanismos de defensa
que le permiten contrarrestar la infecciébn. Desde barreras fisicas y quimicas hasta
sofisticados mecanismos moleculares que se desencadenan por medio de receptores
transmembranales o intracelulares que reconocen patrones moleculares y moléculas
efectoras de los microorganismos. Dentro de estos mecanismos se encuentran la
‘Inmunidad activada por patrones moleculares asociados a patégenos” (PTI, por sus
siglas en inglés) (Mur et al., 2008), la inmunidad activada por efectores (ETI, por sus
siglas en inglés) (Cui et al., 2015), y la resistencia sistémica adquirida (SAR) (Fu y Dong,
2013).

1.6.1 INMUNIDAD ACTIVADA POR PAMPs

Existen en las plantas barreras de defensa que las protegen antes de que el patégeno
pueda llegar a la membrana celular de las células. Estructuras preformadas como la pared
celular, la cera epicuticular y la cuticula impiden el acceso de los microorganismos hacia
el espacio inter e intracelular. También existen compuestos moleculares que se producen
constitutivamente como los péptidos y los metabolitos antimicrobiales sin que los

microorganismos se hallen presentes (Muthamilarasan y Prasad, 2013).

Algunos microorganismos logran en algin momento superar la primera linea de defensa
mediante la generacion de nuevos mecanismos moleculares que le confieren esta
ventaja. En esta instancia, las plantas dependen completamente de su sistema inmune
innato. La proteccién de las células de las plantas se basa en el reconocimiento por medio
de receptores transmembranales (PRRs, por sus siglas en inglés) especializados en el
reconocimiento especifico de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPSs, por
sus siglas en inglés) tales como la flagelina de las bacterias, lipopolisacaridos y
peptidoglicanos. Este reconocimiento desencadena una respuesta en el sitio de infeccién
también conocida como respuesta de hipersensibilidad (Zurbriggen et al., 2010; Mur et al.,
2008). Después del reconocimiento de PAMPs comienza un proceso conocido como

muerte celular localizada (MCL) que se da en el sitio de infeccion de la planta con el fin de
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restringir el avance de microorganismos biotroficos o hemibiotroficos (Muthamilarasan y
Prasad, 2013; Zurbriggen et al., 2010). Lo anterior, es la evidencia de que el patdgeno fue
reconocido exitosamente por las células de la planta localizadas en el sitio de infeccion.
Posteriormente, la MCL induce la resistencia sistémica adquirida (SAR).

1.6.2 INMUNIDAD ACTIVADA POR EFECTORES (ETI)

Muchos microorganismos patégenos han coevolucionado con las plantas a través del
tiempo y han generado estrategias virulentas con el proposito de evadir la primera linea
de defensa (PTI). Baterias de factores virulentos conocidos como efectores son
introducidos dentro de las células del hospedero para suprimir a PTIl y poder infectar a las
células exitosamente (Cui et al., 2015; Fu y Dong, 2013). Por ejemplo, un efector tipo Il
de Pseudomona syringae, AvrPtoB, funciona como una ligasa E3 y ubiquitina solo al
receptor de la flagelina FLS2 para que este sea degradado por el proteosoma 26S (Géhre
et al., 2008). Sin embargo, las plantas han generado una estrategia de contraataque. ETI
es la ultima barrera de defensa que tienen las plantas para neutralizar la infeccién por
microorganismos patdégenos. Su fundamento se basa en el reconocimiento intracelular de
un efector AVR (Avirulencia) del patégeno por receptores intracelulares (proteinas R) del
hospedero. Esto desencadena una respuesta robusta de defensa, reinstala y amplifica los
programas basales de transcripcion de PTI y enciende la defensa antimicrobiana y muy a
menudo esta relacionada a la MCL o también conocida como respuesta hipersensible

(HR, por sus siglas en inglés) (Jones y Dangl, 2006).

1.6.3 RESISTENCIA SISTEMICA ADQUIRIDA (SAR)

PTI y ETI son mecanismos de defensa localizados en el sitio de infeccion. Ademas de
estos mecanismos, las plantas cuentan con un tipo de resistencia sistémica (SAR) que se
propaga a todos los tejidos de las plantas (Figura 1.6), incluidos los tejidos no afectados
(Gao et al., 2015). Esto es causado por la produccion y transporte de sefiales de defensa
desde el sitio de infeccion a todas las partes de las plantas. Acido salicilico (AS), acido

metil salicilico (AMS), acido azelaico (AAz), glicerol-3-fosfato (G3P), y abietano
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diterpenoide dehidroabietinol (DA) son las sefiales responsables del fenémeno conocido
como SAR resultando en una expresion sistétmica de genes antimicrobianos PR
(Pathogenesis-related) (Wendehenne et al.,, 2014). La concentracién de AS regula la
homedstasis de NPR1 (Nonexpressor of pathogenesis-related proteinsl) que es el
regulador maestro del SAR. NPR1 es un coactivador que forma un complejo con factores
de transcripcion de la familia TGA y WRKY que actian como reguladores
transcripcionales de genes de resistencia (Rochon et al., 2006). Un ejemplo bien conocido
de regulacion ocurre cuando las concentraciones de AS se incrementan como resultado
de las infecciones localizadas, NPR1 forma complejos con los factores de transcripcién
TGA2 cambiando de esta manera la conformidad estructural de la proteina, lo que
provoca que pierda su actividad represora y se ejecuta asi la transcripcion de los genes R
(Kuai et al., 2015). Es importante destacar que una vez activado el SAR este puede durar
activo por semanas, meses e incluso existe evidencia de que las plantas graban un tipo
de memoria inmunolégica que protege a su progenie contra infecciones similares por
medio de la remodelacién de la cromatina en la que participan algunas proteinas de la
reparacion del ADN como RAD51 y BRCA2a (Fu y Dong, 2013).
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Figura 1.6 Transduccién de sefales del SAR. Inicialmente una infeccién local puede no
solo disparar a ETI, el cual estd a menudo relacionado con la MCL de las células
infectadas, sino que también la produccion de la fitohormona AS en los cloroplastos por
accién de la enzima isocorismato sintasa (ICS1). También se producen sefiales inmunes
de desplazamiento, incluido el acido azelaico (AzA), glicerol-3-fosfato (G3P), acido metil
salicilico (MeSA), y el diterpenoide abietano dihydroabietinol (DA). AzA regula la expresion
de AZI1, el cual codifica para la proteina predicha inhibitor/seed-storage/lipid-transfer. AzA,
G3P, y DA requieren a DIR1 para sus funciones, que es una proteina putativa relacionada
con la transferencia de lipidos. La acumulacion de AS afecta la concentracién celular
redox y la traslocacién nuclear de NPR1 a través de la S-nitrosoglutation (GSNO) y las
tiorredoxinas (TRXs). La concentraciéon nuclear de NPR1 es controlada por los niveles de
AS a través de las proteinas receptoras NPR3 y NPR4. La alta concentracion de AS en el
sitio local de infeccion promueve la interaccion de NPR1-NPR3 y la posterior degradacion
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de NPR1 para permitir que ocurran la MCL y ETI, mientras en las células adyacentes, el
nivel intermedio de AS interrumpe la interaccion NPR1-NPR4, resultando en la
acumulacién de NPR1.Posteriormente, NPR1 puede interactuar con factores de
transcripcion para activar la expresion de genes antimicrobiales PR tales como PR1, PR2,
PR5; y de esta manera resistir a infecciones secundarias. La impresion de un tipo de
memoria del SAR esta asociada con la acetilacion de la histona H3K9 y la metilaciéon de
H3K4 en los promotores de los genes relacionados al SAR. Ademas, la metilacion del
ADN vy las proteinas que afectan la arquitectura de la cromatina (SNI1 por ejemplo) y la
reparacion del ADN (RAD51 y BRCA2) pueden tener la capacidad de generar un tipo de
memoria en los genes de defensa de las plantas con el fin de proteger la estabilidad
gendmica no solo de la presente generacion sino también de la progenie. (Fu y Dong,
2013).

1.7 REGULACION DE LA TRANSCRIPCION GENETICA EN PLANTAS

El control de la expresion génica en las plantas es un proceso biolégico esencial para el
crecimiento, desarrollo, e interaccion con el medio ambiente. La transcripcion del material
genético a un segundo cddigo de ARN tiene como protagonistas a la ARN polimerasa,
proteinas regulatorias conocidas como factores de transcripcion que son capaces de
reconocer motivos especificos de ADN que se encuentran en la secuencia promotora de
la transcripcion del gen (Franco-Zorrilla et al., 2014; Yilmaz y Grotewold, 2010). En las
plantas la transcripcion es realizada por tres diferentes polimerasas, las cuales se
encuentran estructural y funcionalmente relacionadas (Cramer et al., 2008). La ARN
polimerasa Il (ARNPII) es la responsable de la transcripcion de los genes que codifican
para proteina y de muchos ARNs no codificantes, incluyendo pequefios ARN nucleares
(snARNS), precursores de microARNs (miARN), y ARNSs cripticos inestables (CUTSs). La
ARN polimerasa | transcribe los ARNs ribosomales (rARN), y la ARN polimerasa Il
transcribe ARNs no codificantes como los ARNs de transferencia (tARNs), y el ARN
ribosomal 5S. La transcripcién basicamente consiste de tres principales etapas: iniciacién,

elongacion, y terminacién (Richard y Manley, 2009).

El proceso de transcripcion (Figura 1.7) conlleva a la desnaturalizacién de la doble cadena
de ADN vy la sintesis quimica de ARN, usando una de las dos hebras de ADN gendémico
como templado (Yilmaz y Grotewold, 2010). En la etapa de iniciacion, la ARNP Il se
ensambla con diferentes factores de transcripciébn para formar un complejo de pre-

iniciacién en la secuencia promotora de ADN. Seguidamente ocurre la elongaciéon y
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terminacion de la transcripcién que genera un transcrito primario que desfilard por eventos
de procesamiento antes de ser transportado fuera del nicleo para su traduccién (Barberis
y Petrascheck, 2003).

Burbuja de
replicacion

ADN g/ ‘ Cadena
r 1\ .
5 %/ complementaria
I
Enrollamiento

Cadena
molde

Canal de
dNTPs

Hibrido de
ARN-ADN

Sitio
activo

-

Direccion de la transcripeion

Figura 1.7 Transcripcién del ADN. Primero la enzima ARN polimerasa se
une al ADN molde en la secuencia promotora. Luego, durante el proceso
de elongacion, la doble hélice de ADN se desenrolla y la ARN polimerasa
polimeriza desoxinucleétidos al extremo 3" del naciente transcrito de
ARN. Finalmente, la ARN polimerasa reconoce la secuencia de
terminacion en la hebra molde de ADN vy el transcrito de ARNm y la ARN
polimerasa se desensamblan del complejo terminando la transcripcion
(Nelson et al., 2008).

1.8 FACTORES DE TRANSCRIPCION

Un factor de transcripcion es una proteina que se une a una secuencia especifica del
ADN de 6 a 12 nucleétidos aproximadamente en la region del promotor que la precede y
gue promueve la transcripcion de genes mediante la generacién de complejos con la ARN

polimerasa Il (Spitz y Furlong, 2012). En organismos sésiles como las plantas existe un
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mayor numero de factores de transcripcién que en animales y se han identificado diversas
familias que participan en la regulacion de la expresion de diferentes procesos fisiologicos
y de adaptacion al estrés (Licausi et al., 2013; Singh et al., 2002). Algunas de las familias
de factores de transcripcibn mas estudiadas en plantas son los ERF, bZIP, Dof, NAC,
MYB, bHLH y WRKY (Feng et al., 2012). La expresion de los genes a proteinas
funcionales o estructurales pasa por un proceso sistematico que consta de al menos tres
pasos: La transcripcion, la traduccion y las modificaciones postraduccionales. En el nivel
transcripcional son los factores de transcripcion quienes orquestan y reprograman la
expresion de los genes mediante una intrincada red de interacciones proteicas que

regulan la activacién o la represiéon de conjuntos de genes en respuesta a un estimulo.

1.9 FACTORES DE TRANSCRIPCION WRKY
1.9.1 ESTRUCTURA Y CLASIFICACION

Han transcurrido mas de 20 afos desde que Ishiguro y Nakamura (1994) aislaran el ADNc
del primer factor de transcripcion de la familia WRKY de Ipomoea batatas y que
nombraron como SPF1l. En la actualidad sabemos que los factores de transcripcion
WRKY son una de las familias mas grandes de reguladores transcripcionales en plantas,
con 74 genes en Arabidopsis thaliana (Eulgem y Somssich, 2007), 102 en arroz (Oryza
sativa) (Ross et al., 2007), 97 en girasol (Helianthus annuus) (Giacomelli et al., 2010), 46
en canola (Brassica napus L.) (Yang et al., 2009), y 187 en frijol (Glycine max) (Schmutz
et al.,, 2010). La familia WRKY forma parte integral en las redes de sefalizacion que
modulan muchos procesos celulares tales como respuesta a estrés bidtico y abidtico,
senescencia de las hojas, desarrollo y metabolismo secundario (Feng et al., 2012). Su
principal caracteristica es la capacidad que tienen para unirse al ADN, especificamente al
elemento en cis nombrado como W-box (TTGACC/T) mediante su dominio de
aproximadamente 60 residuos de aminoacidos y que tiene la firma conservada de los
aminoacidos WRKYGQK y una estructura de dedo de zinc hacia el extremo C terminal
(Figura 1.8) (Rushton et al., 2010). Basado en el nimero de dominios WRKY vy el tipo de
dedo de zinc, los factores de transcripcion WRKY pueden ser divididos en 3 grupos: el

grupo | contiene dos dominios WRKY y un motivo de dedos de zinc tipo C2H2 o C2HC,; el
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grupo 1l tiene un dominio WRKY y un motivo de dedo de zinc tipo C2H2; y el grupo Il
tiene un dominio WRKY y un motivo de dedo de zinc tipo C2HC en el C terminal (Feng et
al., 2012). Adicionalmente se ha encontrado que poseen dominios de localizacién nuclear
gue es una caracteristica comdn de los factores de transcripcion, asi como zippers de
leucina, regiones ricas en aminoacidos serinal/treonina, regiones ricas en glutamina,
regiones ricas en prolina, dominios de unién a calmodulina, dominios quinasas y dominios
TIR-NBS-LRR (Chen et al.,, 2012; Park et al., 2005). La estructura tridimensional del
dominio WRKY esta conformada por cuatro laminas betas antiparalelas de las cuales la
lamina conformada por los aminoacidos WRKYGQK interactla directamente con el surco
mayor del ADN en el promotor. En la actualidad con la llegada de las tecnologias de
secuenciacion masivas varios genomas de plantas se han secuenciado y se han

caracterizado in silico las familias completas de factores de transcripcion WRKY.

Grupo |

[=ranes] v
WRKY1 TLFDIVNDGYRWRKYGQKSVKGSPYPRSYYREISSPG. . .[@PVKKHVERSSHDTKLLITTYEGKEDEDMP
WRKY2 SDVDILDDGYRWRKYGQKVVKGNPNPRSYYK®TAPG. . .[8TVRKHVERASHDLKSVITTYEGKi:N:DVP
WRKY3 SEVDLLDDGYRWRKYGQKVVKGNPYPRSYYK®TTPD. . .[8GVRKHVERAATDPKAVVTTYEGKE:N:DVP
WRKY4 SEVDLLDDGYRWRKYGQKVVKGNPYPRSYYK®TTPG. . .[8GVRKHVERAATDPKAVVTTYEGK! LP
WRKY20 SEVDILDDGYRWRKYGQKVVRGNPNPRSYYK®TAHG. . .[€PVRKHVERASHDPKAVITTYEGK:D:EDVP
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WRKY60 VSSLTVKDGYQWRKYGQKITRDNPSPRAYFRESFSPS . .[€LVKKKVQRSAEDPSFLVATYEGT:N:TGP
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WRKY30 GVDRTLDDGFSWRKYGQKDILGAKFPRvGYYR YRKSQGSEATKQVORSDENQMLLEISYRGIE
WRKY41 GLEGPHDDIFSWRKYGQKDILGAKFPRSYYR FRNTQY; ATKQVQRSDGDPTIFEVTYRGT:
WRKY46 QENGSIDDGHCWRKYGOKEIHGSKNPRAYYRSGTHRFTQOD ¢LAVKQVOKSDTDPSLFEVKYLGNi:
WRKYS53 GLEGPQDDVFSWRKYGQKDILGAKFPRSYYR HRSTQN= ATKQVQRSDGDATVFEVTYRGTI:
WRKY54 VEAKSSEDRYAWRKYGOKEILNTTFPRSYFROTHKPTOG &KATKQVOKQDODSEMFQITYIGY
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Figura 1.8 Estructura del dominio WRKY de miembros representativos de la familia
WRKY de A. thaliana. Nétese la conservacion del motivo WRKYGQK (linea negra) y
del motivo dedos de zinc (resaltado en café con letras blancas) en el dominio
WRKY. En rojo se resaltan todos los aminoacidos conservados. Los triangulos en
negro sefialan la posicién de intrones en su secuencia de ADN (Eulgem et al.,
2000).
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1.9.2 FUNCIONES DE LOS GENES WRKY

En la ultima década se ha generado la mayor cantidad de informacion concerniente a la
funcionalidad de los factores de transcripcion WRKY. A. thaliana y O. sativa son las
especies de plantas de las que se tiene el mayor numero de registros de estudios
funcionales de los genes WRKY. En estos casos se han utilizado diferentes estrategias
para elucidar su funcion como sobreexpresion, silenciamiento por ARN de interferencia

(ARNI) y mutagénesis.

Se ha documentado que los factores de transcripcion de la familia WRKY se encuentran
involucrados en diversos procesos celulares de desarrollo y crecimiento, asi como
también en la respuesta de las plantas a diferentes tipos de estrés (Figura 1.9). En
aspectos del desarrollo se tienen como ejemplos al gen OsWRKY78 que regula la
elongacion del tallo y el desarrollo de la semilla en arroz (Zhang et al., 2011). También
esta el caso de los genes AtWRKY6 y AtWRKY56 que estan involucrados en el desarrollo
de las hojas en A. thaliana (Robatzek y Somssich, 2001). AtWRKY71 controla el
desarrollo de los brotes meristematicos mediante la regulacion transcripcional de los
factores de transcripcion RAX (Guo et al., 2015). También se han identificado factores de
transcripcidn WRKY en A. thaliana que participan en la fase G1 y G2 del ciclo celular
(Nayeri, 2014). En la senescencia AtWRKY53 y AtWRKY70 (Ulker et al., 2007) regulan
negativamente este proceso mientras que en arroz OsWRKY23 lo regula positivamente
(Jing et al., 2009).

Por otro lado, también se han identificado factores de transcripcion WRKY involucrados
en procesos moleculares de respuesta a estrés hibtico y abidtico. OSWRKY71 modula la
homeostasis de fésforo (Pi), inanicién por Fe y el estrés a bajas temperaturas en arroz
(Dai et al., 2016). FCWRKY70 esta involucrado en la tolerancia al estrés hidrico en
Fortunella crassifolia (Gong et al., 2015) y OsWRKY89 protege a las plantas de la
radiacion UV (Phukan et al., 2016).
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Figura 1.9 Multiples funciones de los factores de transcripcion de la familia
WRKY. En respuesta a los diferentes estimulos las plantas utilizan varios
factores de transcripcion WRKY para regular la expresion genética. Las flechas

en verde indican una regulacion positiva o benéfica mientras que las flechas
rojas indican una regulacién negativa (Rushton, 2010)

AtWRKY52 actla en sinergismo con RPS4 y confiere resistencia al patégeno fungico
Colletotrichum higginsianum y al patégeno bacteriano P. syringae (Narusaka et al., 2009).
La sobreexpresion de OsWRKY45 confiere resistencia de amplio espectro contra
Magnoporthe oryzae y es inducible a la fitohormona &cido salicilico (Shimono et al., 2007).

De igual modo, la sobreexpresion de AtWRKY70 incrementa la resistencia contra P.
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syringae pv tomato cepa DC3000. El cluster AtWRKY18, 40 y 60 regulan la resistencia de
A. thaliana sobre P. syringae (Phukan et al., 2016). En la Figura 1.9 se muestran algunos
ejemplos de las funciones que regulan los factores de transcripcién de la familia WRKY.

1.9.3 FUNCION EN LA RESPUESTA DE LAS PLANTAS AL ESTRES BIOTICO

De los factores de transcripcion WRKY que se han caracterizado funcionalmente muchos
estan involucrados en las vias moleculares de defensa de las plantas en respuesta al
estrés bidtico. En el 2007, Shimono et al. demostraron que OsSWRKY45 participa en
mecanismo de defensa inducido por BTH (analogo de AS) y que la sobreexpresion de
éste confiere resistencia al hongo Magnophorte grisea (Figura 1.10) y a la bacteria
patégena P. syringae tomato DC3000 (Qiu y Yu, 2009). Estudios de epistaxis sugieren
gue OsWRKY45 no parece ser dependiente de NH1 de arroz que es un ortélogo de NPR1
en A. thaliana. Este caso es el primer reporte de una via alterna del SAR no dependientes
de NPR1.

El factor de transcripcion AtWRKY70 pertenece al grupo Il de la familia WRKY en A.
thaliana. A diferencia de OsWRKY45, AtWRKY70 se sitla corriente abajo de NPR1 en la
via del SAR (Li et al., 2004). AtWRKY70 actia como un nodo de convergencia entre las
vias de sefializacion mediadas por acido salicilico y jasmonato. La sobreexpresion de
AtWRKY70 y la generacion de mutantes demuestran que tiene un papel clave en la
regulacion de la respuesta de A. thaliana contra microorganismos patogenos (Ulker et al.,
2007).

Se sabe que los factores de transcripcibon WRKY pueden interaccionar entre si y
conformar homodimeros o heterodimeros para regular la transcripcién de genes diana
(Figura 1.11). El claster AtWRKY18, 40 y 60 forman un complejo mediante los motivos
zipper de leucina. AtWRKY18 estimula la sintesis de AS y aumenta la tolerancia contra P.
syringae mientras que su coexpresion con AtWRKY40 incrementan su susceptibilidad
dado que este dimero estimula la via de sefializaciéon del Jasmonato via la supresion de
los represores JAZ (Jazmonate-Zim Domain). AtWRKYG60 interactia con AtWRKY18 y

AtWRKY40 formando un cluster que esta involucrado en la regulacion transcripcional de
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los ABFS/AREBs por union al elemento en cis W-Box que se encuentran en sus
promotores (Antoni et al., 2011).

A
WT
WRKY45
-0X
B 20 cC 20
CcC IN
15 15
c c
0 0
[72]) (72}
K o
g 10 % 10
° °
7]} Q
.E ~E
2 5 2 5
0 0 .
WT #15 #21 #24 WT #15 #21 #24

Figura 1.10 Plantas transgénicas sobre-expresando a OsWRKY45 manifiestan alta
tolerancia al tizén del arroz. Plantas transgénicas homocigotas T3 (tercera
generacion) y plantas silvestres control dispuestas en una camara de crecimiento (A
y B) o0 en un invernadero (c) fueron inoculadas con M. grisea (raza 007.0) en el
estado de cinco a seis hojas, y los signos de la enfermedad fueron caracterizados a
los 7 dias post-inoculacién. (A) Signos de la enfermedad en las plantas silvestres y
transgénicas (Linea 15) OsWRKY45-0x mantenidas en una camara de crecimiento.
(B) y (C) Numero de lesiones de las plantas crecidas en una cadmara de crecimiento
(CC) y en un invernadero (IN). Las barras representan el numero de lesiones en 10
cm de la regién central de las seis hojas de cada planta T3 WRKY45-ox (Lineas: 15,
21,y 24) y silvestres. La desviacion estandar se realiz6 con los promedios de 5 a 10
plantas. Las condiciones de invernadero fueron de 28/23 °C (dia/noche) con luz
natural en diciembre. Resultados similares fueron obtenidos cuando las plantas
fueron crecidas en marzo (Shimono et al., 2007).
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Figura 1.11 Interacciones proteicas entre miembros de la familia WRKY. (A)
Proteinas WRKY pertenecientes a varias subclases (lla, llb, lld y Ill) pueden
interactuar con ellas mismas y con otras para formar homo- y hetero-complejos.
Pares de proteinas WRKY cuya interacciéon ha sido demostrada experimentalmente
estan enlistadas. (B) Elementos W-boxes cercanos (color naranja) en un promotor
de un gen diana pueden ser reconocidos por un complejo especifico de proteinas
WRKY para una regulacion cooperativa o antagonista de la transcripcién genética.
(C) Elementos W-box distantes en el promotor de un gen pueden ser reconocidos
por las proteinas WRKY que conforman el complejo posiblemente a través de la
formacién de un bucle de ADN. La estructura de bucle inducida por el complejo
WRKY podria estar regulando la expresion de un gen diana afectando la unién de
otros factores de transcripcion de unién al ADN y la organizacion de la cromatina en
la regién del bucle. Estas regiones involucradas en la formacion del bucle podrian
proveer comunicacion a larga distancia entre los elementos W-box y potenciadores
(enhancers) de la transcripcién de un gen (Chi et al., 2013).
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1.9.4 FACTORES DE TRANSCRIPCION WRKY EN PLATANO

Las multiples funciones de los factores de transcripcion de la familia WRKY vy
principalmente su papel clave en el control de las vias de sefializacion de defensa en
respuesta al estrés bidtico y abiético han impulsado los estudios de esta familia en
platano. D’Hont et al. (2012) secuenciaron el genoma de platano (Musa acuminata ssp.
malaccensis ‘DH-Pahang’) y realizaron el primer estudio transcriptémico a partir de discos
de hojas de platano asperjadas con micelio de M. fijiensis. Las variedades que se
utilizaron fueron ‘DH-Pahang’, ‘Pisang madu’ y ‘Pisang pipit que son resistente,
parcialmente resistente y susceptible, respectivamente a la infeccion por M. fijiensis.
Cuatro factores de transcripcion de la familia WRKY del subgrupo lla se expresaron
diferencialmente de manera positiva en las variedades ‘Pisang madu’ y ‘Pisang pipit’.
Recientemente se realizé un estudio en platano sobre la expansion evolutiva de los genes
de la familia WRKY y de su perfil de expresion durante la infeccion en lesiones radiculares
por el nematodo Pratylenchus coffeae. Se encontraron a) factores de transcripcion WRKY
gue participan en el mecanismo de defensa general contra P. coffeae. b) factores de
transcripcibon WRKY que tal vez participan beneficiando al patégeno mediante la
supresion del PTI. ¢) factores de transcripcion WRKY que probablemente contribuyen en
el sistema de defensa del hospedero como activadores del PTI. d) finalmente tres factores
de transcripcion WRKY (MaWRKY52, 69 y 92) que son especificos contra P. coffeae que
pueden actuar como activadores o represores en las vias de defensa (Kaliyappan et al.,
2016).
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1.10 JUSTIFICACION

El pldtano es el cuarto cultivo alimentario mas importante y el quinto en términos
economicos a nivel mundial (Ploetz et al., 2015). Sin embargo, los cultivares de platano
son susceptibles a diversos microorganismos patégenos (virus, bacterias y hongos) que
merman la produccién y que amenazan con destruir la industria del platano (Johnson,
2000). M. fijiensis y FOC raza 4 son los hongos ascomicetos més devastadores de los
cultivares de platano. La aplicacion intensiva de pesticidas es el método de control
convencional mas utilizado, no obstante, este sistema de control tiene efectos colaterales

negativos en los ecosistemas (Menon, 2016).

Por otra parte, la ingenieria genética, es una herramienta biotecnoldgica capaz de
proporcionar caracteristicas agrondmicas de interés a los cultivos de forma eficiente y
versatil en comparacion con otras tecnologias convencionales (Passos et al., 2013;
Swennen et al., 2003). Los factores de transcripcion WRKY constituyen una familia
numerosa en plantas cuyas funciones estan relacionadas en mdltiples procesos de
crecimiento, desarrollo y en la respuesta al estrés abibtico y bidtico. OSWRKY45 y
AtWRKY70 son dos factores de transcripcion que tienen la capacidad de conferir una alta
tolerancia a microorganismos patdogenos mediante la sobreexpresion de los
correspondientes ADNc. Por otro lado, la transcriptomica aplicada al estudio de la
interaccion de platano con M. fijiensis ha sido crucial en la identificacion de genes WRKY
gue muy probablemente estén participando en la via de sefializacion del mecanismo de

resistencia.

Tomando en consideracion la funcidon relevante que desempefan los genes WRKY en el
sistema inmune de las plantas y que son candidatos con un amplio potencial para el
mejoramiento genético de cultivos agricolas, en el presente trabajo se reporta la
caracterizacion estructural y filogenética de cuatro genes WRKY de platano, asi como la
elaboracion de construcciones de expresién como un primer paso para evaluar su funcion

en la resistencia contra M. fijiensis y otros patdgenos importantes de este cultivo.
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1.11 HIPOTESIS

1. Los genes OsWRKY45 y AtWRKY70 que codifican para factores de transcripcion

de la familia WRKY de plantas estan involucrados en la respuesta al estrés
abidtico en arroz y Arabidopsis. Por lo tanto, Estos genes cuentan con ortélogos
en el genoma de platano con caracteristicas estructurales similares y relaciones

filogenéticas cercanas.

Los genes WRKY GSMUA_Achr7T05200 y GSMUA_Achr3T13440 de platano
aumentan su expresion en respuesta a M. fijiensis. En este sentido, la estructura y
secuencia de estos genes es similar a la de genes WRKY de Arabidopsis
involucrados en la resistencia al estrés bibtico y presentan relaciones filogenéticas

cercanas.

1.12 OBJETIVO GENERAL Y ESPECIFICOS

1.10.1 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la estructura y filogenia de cuatro factores de transcripcion de la familia

WRKY de una variedad de platano resistente a la Sigatoka negra (Musa acuminata ssp.

malaccensis ‘Pisang kra’) y generar vectores de expresién para la evaluacion funcional.

1.10.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar in silico la estructura, filogenia, y elementos en cis regulatorios de la

transcripcidbn de los factores de transcripcion WRKY GSMUA_Achr7T05200,
GSMUA_Achr3T13440 y ortblogos de OsWRKY45 y AtWRKY70 en Musa
acuminata ssp. malaccensis ‘Pisang kra’.

Aislar y caracterizar la estructura de los ADNc que codifican para los factores de

transcripciéon de estudio

Generar dos vectores de expresion con los ADNc que codifican para los factores

de transcripcién de estudio.
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1.13 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Genes WRKY involucrados en
la resistencia al estrés biotico.

l

OsWREKY45 (AK066255
AtWREKY70 (AF421157)

i

BLASTP en el genomade
M. acuminata ssp. Malaccensis.

Genes WRKY de platano
que aumentan su expresion
enrespuesta a M fijiensis.

l

GSMUA_ Achr3T13440
GSMUA_Aclu7T05200

l

BLASTP en el genoma de
A thaliana.

Identificar ortologos.

Caracterizacion estructural v filogenética.

Clonacion de los ADNc correspondientes
A partir de ARN total de tejido foliar »  Mapeo de los extremos 3
de M. acunnnata ssp. Malaceensis ‘Pisang kra mediante RACE

Elaboracion de construcciones de expresion
en el vector pCAMBIA2200 para transformar
Nicotiana benthamiana

Figura 1.12 Estrategia experimental implementada en el presente estudio.
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CAPITULO Il

CLONACION Y CARACTERIZACION IN SILICO DE GENES DE LA FAMILIA
WRKY DE PLATANO, Y ELABORACION DE CONSTRUCCIONES DE
EXPRESION

2.1 INTRODUCCION

El platano es el fruto mas consumido en el mundo. Para 400 millones de personas en el
sureste asiatico y Africa es un alimento basico y principal fuente de nutrientes y divisas
(FAO, 2017). Para los paises latinoamericanos el platano representa una fuente de
ingresos y empleos. La industria bananera que se ha forjado en el trépico de América es
la responsable del suministro de platano a los paises del primer mundo. México es el
onceavo productor de platano en el mundo con 2,150, 520 toneladas en el 2016 de las
cuales el 20% se destina para el mercado de exportacion, dejando una derrama
econdmica de 2,109 millones de pesos mexicanos (SIAP, 2017). Sin embargo, la industria
bananera se encuentra al borde de una crisis derivada de las enfermedades causadas por
patdgenos flingicos que amenazan con devastar las plantaciones como sucedidé con la
variedad ‘Gros Michel’ en la década de los 50s causada por el fitopatégeno F. oxysporum
f.sp. cubense raza 1 (Menon, 2016). Otros microorganismos patégenos como M. fijiensis
causan la enfermedad foliar sigatoka negra y aunque se puede controlar con el uso de
fungicidas, el uso indiscriminado acarrea efectos colaterales en el medio ambiente y la

salud de las personas (Sowmya et al., 2016).

En las dltimas décadas la ingenieria genética ha demostrado ser eficiente en la
generaciéon de variedades de plantas resistentes a fitopatdégenos, actualmente no existe
ninguna variedad comercial de platano que sea resistente o tolerante a enfermedades.
En este sentido, la caracterizacion de genes que codifican para proteinas que tienen un
papel clave en la induccién de los mecanismos de defensa en platano es imprescindible.
Los factores de transcripcion WRKY son una familia muy numerosa en plantas de los
cuales varios miembros han demostrado estar involucrados en las cascadas de

sefializacion en respuesta a la induccién de defensa de las plantas. Estos se caracterizan
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por tener un dominio WRKY de ~60 aminoacidos conformado por un motivo WRKYGQK y
un motivo dedos de zinc que es capaz de unir un ion de zinc. Este dominio reconoce el
elemento en cis TTGACC(T) que se encuentra en la region promotora de la transcripcion
de los genes diana. Miembros de la familia WRKY son activados en las cascadas de
sefializacion inducida por microorganismos patdégenos y conducen la transcripcion de un
conjunto de genes (por ejemplo, proteinas antimicrobiales) en respuesta a la infeccion
(Rushton et al., 2010). En este trabajo se tomaron dos criterios para la eleccién de los
miembros de la familia WRKY que se desean caracterizar en platano. El primer criterio se
basa en la busqueda de ortélogos de OsWRKY45 y AtWRKY70 en platano. OsWRKY45
es el factor de transcripcion mas estudiado de esta familia y se ha demostrado que esta
involucrado en la via de sefializacion del AS no dependiente de NPR1 y tiene un papel
clave en la induccion de la respuesta al estrés biético (Qiu y Yu, 2009; shimono et al.,
2007). Por otro lado, AtWRKY70 media la comunicacién entre la via del jasmonato y la via
del AS (Knoth et al., 2007; Li et al., 2004) lo hace un candidato para ser utilizado en la
generacion de plantas resistentes o tolerantes a enfermedades. El segundo criterio de
eleccion deriva de los resultados de un transcriptoma de la interaccion M. fijiensis-M.
acuminata realizado por el mismo grupo que secuencid el genoma de platano (D’Hont et
al., 2012). En este estudio se observo un incremento en la transcripcion de algunos genes

de la familia WRKY que posiblemente estén participando en la cascada de sefializacién.

La disponibilidad publica del genoma de platano esta permitiendo facilitar la
caracterizacion de genes clave en la respuesta al estrés bidtico mediante el uso de
herramientas bioinformaticas. El objetivo de este capitulo del proyecto fue identificar y
caracterizar estructuralmente genes de platano que sean ortdlogos a los genes de
OsWRKY45 y AtWRKY70 de arroz y Arabidopsis, respectivamente, asi como también
aislar los genes WRKY (GSMUA_Achr7T05200 y GSMUA_Achr3T13440) de platano cuya
expresion se induj6é en respuesta a M. fijiensis (D’hont et al., 2012). El aislamiento in vitro

de los ADNc de estos cuatro genes permitira en estudios posteriores evaluar su funcion.
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2.2 MATERIALES Y METODOS
2.2.1 MATERIAL BIOLOGICO

En este trabajo se utilizaron plantas ex vitro de M. acuminata subsp. , malaccensis ‘Pisang
kra’ que son resistentes a la Sigatoka negra y se encuentran localizadas junto a los
invernaderos del Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C. Por otro lado, para
trabajos de clonacion de material genético se utilizaron células competentes de la cepa
Escherichia coli DH10B.

2.2.2 IDENTIFICACION DE SECUENCIAS HOMOLOGAS A OsWRKY45 Y AtWRKY70
EN EL GENOMA DE PLATANO

La identificacion in silico de las secuencias ortélogas a OsSWRKY45 y AtWRKY 70 en
platano se realizé con la ayuda del programa BioEdit versién 7.0.0 que es un editor de
secuencias biologicas. Previamente se carg0 la informacion del proteoma predicho para el
genoma secuenciado de Musa acuminata subespecie malaccensis ‘DH-Pahang’ (D’Hont
et al.,, 2012) a BioEdit (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1997). La
busqueda se efectué mediante BLASTP (BLAST de proteina) utilizando la secuencia de
aminodacidos de los genes OsWRKY45 (numero de accesién: AK066255) y OsWRKY70
(nimero de accesion: AF421157) que se encuentran disponible en el GenBank del Centro
Nacional de Informacion Biotecnolégica (NCBI, por sus siglas en inglés)

(https://www.ncbi.nim.nih.gov/). Las proteinas ortélogas fueron nombradas MaWRKY45 y

MaWRKY70 respetando el niumero de su homélogo en O. sativa y A. thaliana y su
secuencia de aminoacidos fue descargada de la base de datos Phytozome vi12.1

(https://phytozome.jgi.doe.qgov/pz/portal.html).
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2.2.3 IDENTIFICACION DE SECUENCIAS HOMOLOGAS A GSMUA_AChr3T13440,
GSMUA_Achr7T05200, GSMUA_Achr7T16090 Y GSMUA_Achr7T19340 DE PLATANO
EN EL PROTEOMA DE A. THALIANA.

Basados en la informacioén suplementaria del proyecto de secuenciacion de platano de
D’Hont et al. (2012), se seleccionaron a las secuencias WRKY con numeros de accesion
GSMUA_Achr3T13440, GSMUA_Achr7T05200, GSMUA_Achr7T16090 Y
GSMUA_Achr7T19340 por presentar un perfil de expresion inducible en respuesta a la
presencia de M. fijensis. Estas secuencias fueron descargadas de la base de datos de
phytozome y posteriormente en esta misma plataforma se realizaron busquedas BLASTP
con la finalidad de determinar sus homaologos en A. thaliana.

2.2.4 ALINEAMIENTO MULTIPLE DE SECUENCIAS DE PROTEINAS

Para el alineamiento de secuencias de proteinas se utilizaron las secuencias de platano
previamente descritas y secuencias de proteinas representativas de la familia WRKY de
A. thaliana y O. Sativa. Se utilizé el programa clustalX v2.0 con los parametros
preestablecidos (Larkin et al., 2007). Los residuos de amino &cidos idénticos fueron
sombreados en el alineamiento con color negro y los aminoacidos con caracteristicas
fisico-quimicas parecidas con color gris empleando el programa en linea Boxshade

(http://www.ch.embnet.org/sofware/BOX form.html).

2.2.5 PREDICCION DE MOTIVOS Y DOMINIOS

El escrutinio de motivos y dominios de cada una de las secuencias proteicas de interés se
realizd utilizando el programa en linea “ScanProsite Tool” de Expasy Bioinformatic

Resource Portal (https:/prosite.expasy.org/scanprosite/), este programa contiene la

mayoria de los dominios y motivos que se han reportado. Para la prediccion de los Sitios
de Localizacién Nuclear (SLN) se empleo el programa en linea “NLS Mapper” (http://nls-

mapper.iab.keio.ac.jp/cqi-bin/NLS Mapper_form.cgi) que identifica la existencia de

potenciales SLN basandose en la similitud de secuencias de nuestras proteinas contra su
base de datos de SLN reportados (Kosugi et al., 2009).
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2.2.6 ANALISIS FILOGENETICO

El arbol filogenético fue construido utilizando el método de “Neighbor joining” (NJ) (Saitou
y Nei, 1987) y empleando el algoritmo de NJ incluido en el programa bioinformatico
“Molecular Evolutionary Genetic Analysis” (MEGA) version 5 (Tamura et al.,, 2011). Se
utilizé un Bootstrap de 1000 réplicas para evaluar el grado de soporte para los patrones
de agrupamiento dentro del arbol filogenético. Se emplearon las cuatro secuencias WRKY
de platano, 74 secuencias de la familia WRKY de A. thaliana y 7 secuencias de diferentes
especies de plantas para las cuales se ha comprobado experimentalmente su
participacién en el mecanismo de defensa al estrés bibtico. Un total de 85 secuencias

proteicas fueron procesadas para la elaboracion del andlisis filogenético.

2.2.7 PREDIQCION DE ELEMENTOS EN CIS REGULATORIOS DE LA
TRANSCRIPCION EN LAS REGIONES PROMOTORAS

A partir de la secuencia del genoma de platano DH-Pahang reportado en la plataforma
Phytozome v12.1 se tom6 una secuencia de 1500 nucledtidos corriente arriba a partir del
coddn de inicio (ATG) que codifica para la metionina de inicio de la traduccién para cada
uno de los cuatro genes WRKY de platano. Se utilizaron las plataformas en linea de

PlantCARE (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) y PlantPan

(http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/) para el andlisis de los elementos en cis putativos de

las regiones promotoras de la transcripcion de los genes de interés.

2.2.8 ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE LAS PROTEINAS MaWRKY18,
MaWRKY45, MaWRKY60 Y MaWRKY70

El modelaje modo “Cartoon” de la estructura tridimensional de las secuencias proteicas se
realiz6 por homologia mediante el uso del programa Swiss-Model Workspace v8.05

(http://swissmodel.expasy.org/workspace/) (Bordoli et al., 2009). Este programa realiza

una prediccién del modelo tridimensional de las proteinas de interés basandose en la
similitud que comparten con proteinas cuyas estructuras ya se conocen a partir de datos

experimentales (ej. datos cristalograficos). La estructura ya conocida de estas proteinas
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se encuentran depositadas en la base de datos del Banco de Informacién de Proteinas o
PDB por sus siglas en inglés (https://www.wwpdb.org/) cuya informacion se encuentra

ligada al programa Swiss-Model. Los modelos tridimensionales de las proteinas fueron

editados usando el programa Pymol v1.4.1. (https://www.pymol.org/).

2.2.9 DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS

Para aislar la region codificante (CDS, por sus siglas en ingles) y mapear los extremos 3’
UTR (Unstralated Regions) de los ADNc de cada uno de los cuatro genes MaWRKY se
disefiaron oligonucledtidos y se adquirieron de la casa comercial SIGMA-ALDRICH. Los
oligonucledtidos fueron disefiados siguiendo los parametros establecidos en el kit
GeneRacer™ de invitrogen™ para el aislamiento de los extremos 3’ UTR y para el
aislamiento de las regiones codificantes se disefiaron en los extremos. Ademas, se
utilizaron los oligonucleétidos que proporciona el estuche GeneRacer™ de invitrogen™.

En la Tabla 2.1 se muestra la secuencia de los oligonucleétidos empleados.

Tabla 2.1 Disefio de oligonucleétidos

Nombre Secuencia (5-3’) (-[g
Oligonucledtidos para RACE 3
GSPWRKY18-OD acagccagccttctcaggtc 65.9
NGSPWRKY18-OD aggtcttcgcatcccaagtc 65.4
GSPWRKY45-OD aagatgcagcgagcaatctgacc 70.6
NGSPWRKY45-0D ttcctgctaccagcgaccgag 70.7
GSPWRKY60-OD accggagatggagtcg 59.7
NGSPWRKY60-OD tcgttgtcggaagatccagce 67.6
GSPWRKY70-OD tggcgtcggagtcgatctacttc 70.5
NGSPWRKY70-OD acagacttcggactcggagatcacc 71.5
Oligonucledtidos para amplificacion de las ORFs

MaWRKY18-ORF-OD tattcaggatccaggcctactagtggtaccaacaatgggatcggcttggttg 86.1
MaWRKY18-ORF-OR tattcagtcgacccgcggttaaagcatcatcccggaaatg 84.8
MaWRKY45-ORF-OD tattcaaggcctactagtggtaccaacaatggaacacacgcctgttg 82.7
MaWRKY45-ORF-OR tattcagtcgacccgcggtcatcggaagaactcgtcg 85.7
MaWRKY60-ORF-OD tattcaaggcctactagtggtaccaacaatggggtcaagttggttgg 82.3
MaWRKY60-ORF-OR tattcaggatccgtcgacccgcggttagctagticgcaggggaag 87.8
MaWRKY70-ORF-OD tattcaaggcctactagtggtaccaacaatggggagcagcacagg 83.3
MaWRKY70-ORF-OR tattcaggatccgtcgacccgcggtcaggagaagaagctcgagg 88.8

NGSP: Nested Gene Specific Primer; OD: Oligonucleétido directo; OR: Oligonucle6tido reverso.
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El disefio de los oligonucleotidos para la amplificacion de las ORFs contiene sitios de
restriccion para facilitar la subclonacion en vectores de expresion (Figura 2.1). También se
adiciond la secuencia TIS (Translation Initiation Sequence) AACA justo antes del codon
gue codifica para la metionina de inicio de la traduccion que es una secuencia que se

sabe potencia la traduccion de los ARNm.

2.2.10 EXTRACCION DE ARN

Se pes6 200 mg de tejido foliar joven (hoja contigua a la hoja cigarro) de plantas de
platano (M. acuminata subsp. malaccensis ‘Pisang Kra’) disponibles en el CICY, A.C. La
extraccibon de ARN se realizé utilizando el estuche comercial DNA extraction

PHYTOPURE™ de la casa comercial llustra, siguiendo el protocolo provisto por el

fabricante (http://www.takara.co.kr/file/manual/pdf/TL200.pdf). Con esta estrategia de
extraccion se obtienen los acidos nucleicos ADNg (ADN genémico) y ARN total. De los 40
ML del extracto ADN/ARN obtenidos, se tomaron 20 uL y fue tratado con el estuche Turbo
DNA-free™ de ThermoFisher Scientific™ para digerir el ADN y recuperar el ARN total 2 pL
de Turbo DNasa se agregaron juntamente con 5 pL del amortiguador 10X y se aforo a 50
uL, la reaccion se incubo a 37° C por 45 minutos. Posteriormente, se agreg6é 10 uL del
reactivo de inactivacion de la DNasa y se incubo a temperatura ambiente (25 °C) durante
5 minutos, luego se centrifugd la reaccion a 10,000 x g (gravedades) por 2 minutos.
Finalmente, se trasfirio el sobrenadante a un tubo eppendorf estéril de 1.5 mL con el

cuidado de no llevar trazas del buffer de inactivacion.

Para evaluar la integridad del ARN se fraccionarén 2 L de la extraccién en un gel de
agarosa al 1.2% a 90 volts y con una concentracion de 1 mg-mL™" de bromuro de etidio. El
gel se visualizé en un transiluminador de luz ultravioleta (Gel Doc™ EZ Imager, BIO-RAD).
La concentracion y pureza del ARN se midié con el espectrofotdmetro SmartSpect plus de
BioRad.

2.2.11 SINTESIS DE ADNc

Se utilizaron 5 pug de ARN total y 1 pL de oligo dT (50 uM). Esta mezcla se incubo a 75 °C

por 5 minutos e inmediatamente se enfrié en hielo por 3 minutos. Posteriormente se le
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agrego 2 uL de DTT 0.1M (0.01 M), 2 uL de dNTP’s 10 mM (1 mM), 1 pL de inhibidor de
RNasa 40 U-pL (Invitrogen), 1 uL de Superscript Il (Transcriptasa reversa, TR) 200 U-uL™
(Invitrogen), 4 uL de amortiguador 5x strand (1X) y se aforé con agua ultrapura a 20 pL.
Se incubd a 55 °C por 90 minutos y se inactivo la enzima a 75 °C por 15 minutos.
Después se agregaron 2 pL de ARNsa A (1 mg-mL™) y se incubo a 37 °C por dos horas.

Finalmente, se realiz6 una dilucién 1:4 con agua ultrapura y se almaceno a -20 °C.

Para corroborar la integridad de la biblioteca de ADNc se realiz6 una PCR (Polymerase
Chain Reaction) con oligonucleétidos especificos de actina. Los oligonucleétidos esta
disefiados de tal manera que en region codificante un intrén fue dejado intencionalmente

dentro del disefio, esto facilita descartar la contaminacion por ADN gendmico.

2.2.12 AISLAMIENTO DE LOS EXTREMOS 3'UTR Y DE LAS REGIONES
CODIFICANTES DE MaWRKY18, MaWRKY45, MaWRKY60 Y MaWRKY70

Las amplificaciones de los extremos 3’ de los genes MaWRKY18/45/60/70 se realizaron
mediante dos rondas de PCR utilizando la estrategia de RACE (Rapid Amplification of
cDNA Ends).

Se tomaron 5 pL de la dilucién de la sintesis de ADNc, 2 uL del oligonucleotido
GeneRacer™ 3' Primer (10 uM), 1 uL oligo especifico (10 uM), 5 pL de amortiguador 10x,
1.5 pL de MgCI*? (50 mM), 1 pL de Thermus aquaticus polimerasa recombinante (200
U-uL™) de invitrogen y se aforé con agua ultrapura a un volumen total de 50 pL. Las
mezclas para la reaccion de PCR fueron colocadas en el termociclador C1000 touch™ de

BIO-RAD utilizando el programa que se muestra en la Tabla 2.2.

Tabla 2.2 Programa de PCR para la amplificacién de las ORFs y los extremos 3'UTR.

93 °C — 3 min 93 °C -1 min 93 °C -1 min 72 °C — 10 min
65 °C — 30 seg 60 °C — 30 seg
72 °C —1 min 72 °C -1 min
1 ciclo 5 ciclos 25 ciclos 1 ciclo
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Al finalizar el programa de PCR se realizé una segunda ronda de PCR tomando 1 pL del
producto de la primera ronda de PCR y 1 pL de los oligonucletdtidos anidados
NestedGeneRacer™ 3' Primer (10 uM) y el especifico anidado de la region codificante (10
pUM). Se siguieron los parametros establecidos para la primera ronda. Posteriormente, 7
pL de cada reaccién fueron fraccionados por electroforesis en un gel de agarosa al 1%, 90
volts y tefiido con 1 pg-mL™ de bromuro de etidio. El gel se visualizd en el

fotodocumentador de BIO-RAD previamente mencionado.

Para el aislamiento de las regiones codificantes de los genes WRKY se decidi6é también
realizar dos rondas de PCR. Tomando en cuenta los ADNCc tiene el Oligo dT en el extremo
3’, se decidié utilizar el oligonucledtido reverso del estuche de RACE NestedGeneRacer™
3’ Primer (10 puM) como el oligonucleétido reverso en la primera ronda de PCR. Los
demas componentes de la reaccién fueron: 1 puL de oligonucleétido directo, 5 pL de
amortiguador 10%, 1.5 pL de MgCI*? (50 mM), 1 pL de Thermus aquaticus polimerasa
recombinante (200 U-uL™) de invitrogen y se aford con agua ultrapura a un volumen total
de 50 pL. Las condiciones del programa de PCR que se siguieron para las dos rondas de
PCR fueron las mismas descritas para el aislamiento de los extremos 3'UTR. De igual
manera los productos de las reacciones fueron fraccionados por electroforesis en un gel
de agarosa al 1%, 90 volts. y tefiido con 1 pg:-mL™ de bromuro de etidio. El gel se

visualiz6 en el fotodocumentador.

Los geles de agarosa donde se fraccionaron los productos de la PCR para amplicar los
CDSs vy las regiones 3'UTR de los genes fueron visualizados en un transluminador UV a
312 nm. Los amplicones se escindieron del gel con la ayuda de un escalpelo estéril y se
colocaron en un tubo eppendorf en hielo. Luego se purific6 con la ayuda del estuche
comercial Gel extraction QIAquick® de QIAGEN

(http://www.indiana.edu/~Ichenlab/protocol files/agarose gel extraction.pdf). La

concentracion del ADN purificado fue cuantificada en un espectrofotdmetro (NanoDrop
Thermo-SCIENTIFIC™).
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2.2.13 CLONACION DE LOS PRODUCTOS DE PCR

Se realizaron reacciones de ligacion para clonar en un vector de clonacién los productos
purificados. La reaccion se realiz6 en un volumen total de 10 pL; 5 pL del amortiguador 2x
Rapid Ligation T4 ADN Ligase, 1 pL de vector pGEM®-T Easy (50 ng-uL™), 1 uL de T4
ADN Ligase (3 U-uL™), y el ADN de interés (5 veces mas producto purificado que vector)
y se afor6 con agua ultrapura a 10 pL. La reaccién se incubo a 5 °C por 12 horas.

Se mezclaron gentiimente 10 pL de la reaccion de ligaciébn y 100 pL de células
competentes de E. coli DH10B previamente descongeladas. Se incub6 en hielo por 20
minutos, seguidamente se sometié a un choque térmico de 42 °C por 50 segundos y de
inmediato se incubd en hielo por 5 minutos. Luego se adicionaron 900 uL de medio LB
(Luria-Bertani) liquido y se incubé a 37 °C por 90 minutos a 200 rpm (revoluciones por
minuto). Después se efectu6 una centrifugacion a 3000 rpm por 5 minutos y se
resuspendid la pastilla en 100 uL de medio LB. Las células resuspendidas se sembraron
en medio sélido LB con ampicilina (100 pg-mL™), IPTG (0.5mM) y X-Gal (80 pg-mL™) en
cajas Petri, con la ayuda de un asa de Drigalsky se extendié el inoculo en toda la
superficie. Para su crecimiento las placas fueron colocadas en una incubadora a 37 °C

por 16 horas y luego se dejaron a 4 °C.

2.2.14 AISLAMIENTO DE ADN PLASMIDICO

Las colonias blancas fueron puestas a crecer en 4 yL de medio LB con ampicilina (100
ug-uL™) en tubos de ensaye por 16 horas a 200 rpm y 37 °C. Luego se resguardaron 300
KL de cada una de las soluciones bacterianas en glicerol (80% glicerol, 20% inoculo) en el
unltracongelador a -80 °C. Las extracciones de ADN plasmidico se realizaron siguiendo
las instrucciones del protocolo provisto en el estuche High Pure Plasmid Isolation de
Roche™ (https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-
aldrich/docs/Roche/General_Information/1/high-pure-plasmid-isolation-kit.pdf) que se basa
en el principio de lisis alcalina y el uso de columnas de silica para adherir el ADN

mediante diferencia de cargas electrostaticas en presencia de un agente caotrépico.
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2.2.15 SECUENCIACION

Se enviaron 500 ng de pldsmido mezclados con 25 pmoles del oligonucleétido universal
M13 a la compafiia Macrogen Inc. en Seoul Corea del Sur para su secuenciacion por el
método de Sanger (Sanger y Coulson, 1977). Cada una de las clonas fueron enviadas
con el oligonucleo6tido directo y reverso por separado.

2.2.16 ANALISIS BIOINFORMATICO

Se utiliz6 el programa SeqMan de ADNSTAR Lasergene 7 para realizar los alineamientos,
eliminar las secuencias que pertenecen al vector pGEM®-T Easy y descartar los errores
de secuenciacion mediante los cromatogramas que vienen incluidos en el reporte de
secuenciacion. Luego, las secuencias de las clonas fueron alineadas con las secuencias
predichas en Phytozome (https:/phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html) de los genes
MaWRKY18/45/60/70 utilizando el programa clustal x v2.0 con los parametros
preestablecidos (Larkin et al., 2007). Los nucle6tidos idénticos fueron sombreados en el
alineamiento con color negro empleando el programa en linea Boxshade

(http://www.ch.embnet.org/sofware/BOX form.html). Se realiz6 también la traduccion del

marco abierto de lectura utilizando el programa de BioEdit version 7.0.0.

2.2.17 CONSTRUCCION DE VECTORES DE EXPRESION

Se generaron dos vectores de expresion con las regiones codificantes de MaWRKY18 y
MaWRKY70. Los CDSs fueron subclonados del vector pGEM-T Easy a un vector de
expresion derivado de pCAMBIA2200 (8,895 pb). Este vector de expresion derivado de
pCAMBIA contiene en su sitio mdltiple de clonacion el cluster de expresiéon
35S::MaRARI::NOS. La estrategia que se utilizé para realizar la subclonacién de las ORFs

esta resumida en la Figura 2.2.1.
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pGEMT easy (Ampr)
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Figura 2.1 Estrategia experimental para la subclonacion de las ORFs de
MaWRKY18 y MaWRKY70 en un vector de expresion derivado de pCAMBIA2200.
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 IDENTIFICACIQN IN SILICO DE LAS SECUENCIAS HOMOLOGAS A OsWRK Y45
Y AtWRKY70 EN PLATANO

La busqueda de proteinas homélogas a OsWRKY45 y AtWRKY70 en platano se realizd
mediante un BLASTP. A partir de la basqueda por similitud se tomaron los cinco primeros
hits con mayor puntaje (nimero de aminoacidos que alinean por similitud o identidad) y

menor valor E (probabilidad de que el alineamiento haya ocurrido al azar).

En la Tabla 2.3 se muestran los cinco primeros hits obtenidos mediante el BLASTP
utilizando como referencia la secuencia de aminoacidos de OsWRKY45. Las cinco
secuencias obtenidas pertenecen a la familia de transcripcién de la familia WRKY. El
primer hit (en verde olivo) identificado con la clave GSMUA_Achr5P07490_001 tiene el
mayor puntaje con 152 bits, 38% de identidad, 55% de similitud, y un valor E igual a 3e-
037. Las cuatro secuencias restantes fueron identificadas como proteinas putativas con
alta similitud a OsWRKY69, AtWRKY70, AtWWRKY55 y AtWRKY41 respectivamente. Se
selecciond la secuencia de aminoacidos del primer hit como proteina homdloga a
OsWRKY45 y a la cual nombramos como MaWRKY45 por pertenecer a la especie Musa

acuminata. MaWRKY45 present6 una longitud de 335 residuos de aminoacidos.

Tabla 2.3 Cinco primeros hits obtenidos mediante BLASTP local en el sofware BioEdit
usando como referencia la secuencia de aminoacidos de OsWRKY45 y el genoma de
M. acuminata.

Locus Puntaje Identidad  Similitud  Valor (E)
(score/bits) % %
GSMUA_Achr5P07490 152 38 55 3e-037
GSMUA_Achr6P05710 103 34 50 2e-022
GSMUA_Achr1P27980 100 30 48 le-021
GSMUA_Achr8P01730 97.8 43 53 7e-021
GSMUA_AchrUn_randomP24820 97.8 28 a7 7e-021
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Tabla 2.4 Cinco primeros hits obtenidos mediante BLASTP local en el
sofware BioEdit usando como referencia la secuencia de aminoacidos de
AtWRKY70 y el genoma de M. acuminata.

Locus Puntaje Identidad Similitud %  Valor (E)
(score/bits) %
GSMUA_Achrl1T27980 103 33 52 le-022
GSMUA_Achr5T07490 102 50 64 3e-022
GSMUA_Achr6T05710 100 37 50 le-021
GSMUA_Achr8T01730 99.4 35 56 2e-021
GSMUA_Achr7T14140 96.3 31 44 2e-020

Por otra parte, en la Tabla 2.4 se muestran de igual modo las cinco proteinas predichas
como homodlogas de AtWRKY70 en platano mediante BLASTP. EIl primer hit (en verde
olivo) identificado con la clave GSMUA_Achr1T27980 tiene un nimero de puntaje de 103,
33% de identidad, 52% de similitud, y un valor E de 1e-022. La diferencia en el puntaje es
minima entre cada una de las cinco secuencias predichas. El segundo hit identificado
como GSMUA_Achr5T07490 estd solo un punto por debajo del primer hit y tiene un
porcentaje mayor de identidad (50%) y similitud (64 %) que el primer hit, no obstante, esta
proteina corresponde al homdélogo de OsWRKY45 como lo mostramos en la Tabla 2.2
como primer hit. Las cuatro secuencias restantes pertenecen también a la familia de
factores de transcripcion WRKY. En este sentido de igual manera el primer hit fue
reconocido como la secuencia mas parecida a AtWRKY70 y se nombré como

MaWRKY70. La longitud de la proteina predicha fue de 310 aminoécidos.

2.3.2 IDENTIFICACION IN SILICO DE SECUENCIAS HOMOLOGAS A
GSMUA_Achr3T13440, GSMUA_Achr7T05200, GSMUA_Achr7T16090 Y
GSMUA_Achr7T19340 EN A. THALIANA.

En las Tablas 2.4-2.7 se muestran los primeros cinco hits de cada BLASTP que se realizé
para encontrar los posibles homologos de las proteinas identificadas como
GSMUA_Achr3T13440, GSMUA_Achr7T05200, GSMUA_Achr7T16090 Y

GSMUA_Achr7T19340 que tuvieron una regulacion positiva en el transcriptoma de la
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infeccion M. acuminata-M. fijiensis.

En la Tabla 2.5 se observan los primeros cinco hits del BLASTP tomando como referencia
la secuencia de GSMUA_Achr3T13440. Todos los hits pertenecen a miembros de la
familia WRKY en A. thaliana. Sin embargo, el primer y segundo hit (en verde olivo) son
ortélogos putativos de AtWRKY18 (AT4G31800.2) con una identidad del 41.2% y similitud
del 52%. Es importante mencionar que también se encuentran AtWRKY40 y AtWRKY60

como tercer y cuarto hit respectivamente.

Tabla 2.5 Cinco primeros hits obtenidos mediante BLASTP local en el
sofware de phytozome usando como referencia la secuencia de
aminoacidos de GSMUA_Achr3T13440 y el genoma de A. thaliana.

Locus Puntaje Identidad  Similitud % Valor (E)
(score/bits) %
AT4G31800.2 183.7 41.2 52 3.06945e-55
AT4G31800.1 183.3 41.2 52 4.81819e-55
AT1G80840.1 176.8 39 52.5 1.16525e-52
AT2G25000.1 172.2 455 57 3.61999e-51
AT1G62300.1 102.4 63.5 79.4 3.17567e-24

Por otro lado, en la Tabla 2.6 identificamos al homélogo de la secuencia proteica
identificada como GSMUA_Achr7T05200. EI primer hit corresponde a AtWRKY60 y
obtuvo el puntaje mas alto con 188 puntos y una identidad del 49%. En este caso también
encontramos a AWRKY18 y AtWRKY40 dentro de los cinco hits.
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Tabla 2.6 Cinco primeros hits obtenidos mediante BLASTP local en el
sofware de phytozome usando como referencia la secuencia de
aminodacidos de GSMUA_Achr7T05200 y el genoma de A. thaliana.

Locus Puntaje Identidad Similitud % Valor (E)
(score/bits) %
AT2G25000.1 188 49 60.5 3.28583e-57
AT4G31800.2 186.4 42.4 55.1 3.71652e-56
AT4G31800.1 181.4 42.2 54.9 2.73255e-54
AT1G80840.1 178.3 43.2 58.3 3.51972e-53
AT1G68150.1 105.1 49.5 60.6 8.84799%e-26

En la Tabla 2.7 y 2.8 observamos que el primer hit para ambas secuencias
GSMUA_Achr7T16090 y GSMUA_Achr7T19340 corresponde a la misma proteina,

AtWRKY40, con un porcentaje de identidad del 43% en los dos casos. Interesantemente,

también encontramos a AtWRKY18 y AtWRKY60 dentro de los primeros cinco hits. Es de

notarse un patron en el que se observa una similitud en la secuencia proteica de
AtWRKY18/40/60.

En este trabajo se nombraron a las proteinas de platano como MawWRKY18, MaWRKY45,
MaWRKY60 y MaWRKY70 respetando el nombre de las proteinas WRKY que se

identificaron en el primer hit para cada BLASTP, Unicamente se cambiaron las inciales At

(A. thaliana) por Ma (M. acuminata).

Tabla 2.7 Cinco primeros hits obtenidos mediante BLASTP local en el
sofware de phytozome usando como referencia la secuencia de
aminoacidos de GSMUA_Achr7T16090 y el genoma de A. thaliana.

Locus Puntaje Identidad Similitud % Valor (E)
(score/bits) %
AT1G80840.1 168.3 43.1 61.9 4.49769e-50
AT4G31800.2 166.4 53.8 67.9 2.33184e-49
AT4G31800.1 166.4 53.8 67.9 2.38834e-49
AT2G25000.1 163.3 53 66.5 1.60814e-48
AT4G22070.1 96.7 52.6 69.7 9.23267e-23
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Tabla 2.8 Cinco primeros hits obtenidos mediante BLASTP local en el
sofware de phytozome usando como referencia la secuencia de
aminoacidos de GSMUA_Achr7T19340 y el genoma de A. thaliana.

Locus Puntaje Identidad Similitud % Valor (E)
(score/bits) %
AT1G80840.1 188.7 43.4 56.2 2.23467e-58
AT4G31800.2 178.3 59.3 74 2.17179%e-54
AT4G31800.1 178.3 59.3 74 2.20359%e-54
AT2G25000.1 173.7 46.8 57.2 5.50407e-53
AT1G62300.1 104.8 53 67.5 6.69768e-26

2.3.3 ALINEAMIENTO MULTIPLE DE SECUENCIAS

Se realiz6 un alineamiento multiple CLUSTALX con las secuencias de aminoacidos de
OsWRKY45, AtWRKY18, 60, 70 y sus homdlogos en platano MaWRKY18, 45, 60y 70. En
la Figura 2.2 se observa la conservacion del dominio WRKY en todas las secuencias. El
motivo WRKYGQK (resaltado en verde) es invariable y la estructura del motivo dedos de
zinc para los factores de transcripcion MaWRKY18 y MaWRKY60 es Cx5Cx23HxH,
mientras tanto para MaWRKY45 y MaWRKY70 es Cx7Cx23HxC. Es muy notable también
la conservacién de los residuos de aminoacidos (sombreados en color negro) que
flanquean al motivo WRKY y al motivo dedos de zinc de MaWRKY18 y MaWRKY®60 y que
sin embargo, difiere de las secuencias conservadas que flanquean a ambos motivos en
MaWRKY45 y MaWRKY70. El resto de las secuencias proteicas no muestra similitud
alguna salvo en el caso de MaWRKY18 y MaWRKY60 que tiene un motivo conservado al
final del extremo C-terminal y un motivo GKRK préoximo al dominio WRKY que muy

probablemente pertenezca a la SLN por ser rico en arginina y lisina.
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Figura 2.2 Alineamiento multiple de las secuencias proteicas de OSWRKY45,
AtWRKY18, AtWRKY 60 y AtWRKY70 con sus putativos ortélogos en platano.
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2.3.4 PREDICCION DE MOTIVOS Y DOMINIOS DE MaWRKY18, MaWRKY45,
MaWRKY60 y MaWRKY70

En la Figura 2.3 se muestra un esquema detallado de los motivos y dominios estructurales
predichos in silico. Primeramente, se localiz6 un dominio WRKY en cada una de las
proteinas de estudio. En el caso particular de MaWRKY18 el dominio WRKY (66
aminoacidos) comienza en el residuo 153 y termina en el 259. En MaWRKY45 el dominio
WRKY (60 aminoacidos) se localiza desde el residuo 121 al 181. Para MaWRKY60 el
dominio WRKY (66 aminoacidos) va del residuo 147 al 213. Y finalmente, MaWRKY70
tiene un dominio WRKY (62 aminoacidos) que se extiende desde los residuos 118 a 180.
Los dominios WRKY de MaWRKY18, 60 y 70 se sittan en la region C-terminal no asi en

MaWRKY45 que se localiza en el centro de la secuencia proteica.

Se localizaron los SLN potenciales en los cuatro MaWRKYs. En MaWRKY18 se encontrd
un SLN monopartita (PAGKRKIESS; residuo 102 al 112), en MaWRKY45 un SLN bipartita
(KRKVNPAGDRRGGCRRRI; residuo 91 a 108), MaWRKY®60 contiene un SLN bipartita
(RSNSPPGKRKSESLDANMESTSSEGSSKRVRDD; residuo 99 al 132) y MaWRKY70 un
SLN monopartita (RKELIKKRKTLHKW; residuo 88 a 102). Todos los SLN se sitdan en la
region N terminal a unos pocos residuos de aminoacidos de distancia del dominio WRKY
en el rango de los residuos 100 a 140 y estan constituidos por ~10 residuos de

aminodcidos ricos en argininas (R) y Lisinas (K).

Se identificaron multiples sitios putativos de fosforilacion a lo largo de la secuencia
proteica de los cuatro factores de transcripcibon MaWRKY. Se encontraron tres tipos de
sitios de fosforilacion que pueden ser fosforilados por la enzima cinasa C, caseina cinasa
Il'y la cinasa dependiente de cAMP (AMP ciclico) y cGMP (GMP ciclico). La mayoria de
los sitios susceptibles a fosforilacion se encuentran distribuidos en la regién N-terminal
excepto en MaWRKY45 que contiene a la mayoria en la region C-terminal. En la
secuencia que comprende el dominio WRKY se observan también sitios potenciales de
fosforilacion. Por otro lado, MaWRKY60 contiene un motivo hélice super enrollada y
MaWRKY70 un péptido sefial, ambos en la region N-terminal. Ademas, se localizaron
sitios susceptibles a modificaciones postraduccionales de glicosilacion en MaWRKY18 y
45, sitios de miristilacion en los cuatro factores de transcripcion MaWRKY vy sitios de
amidacién en MaWRKY18 y 60.
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Figura 2.3 Dominios y motivos estructurales predichos para los factores
de transcripcion MaWRKY 18, MaWRKY45, MaWRKY60 y MawWRKY70.
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2.3.5 ANALISIS FILOGENETICO DE LAS SECUENCIAS

El arbol filogenético se realizd utilizando las secuencias proteicas de los factores de
transcripcion MaWRKY de estudio, todos los miembros de la familia WRKY de A. thaliana

y miembros representativos de otras especies de plantas como se describié previamente
en materiales y métodos.
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Figura 2.4 Filogenia de los factores de transcripcion MaWRKY18,
MaWRKY45, MaWRKY60 y MaWRKY70. En cuadros verdes los factores
de transcripcion que han sido evaluados funcionalmente por

sobreexpresién o mutacién. En rojo los factores de transcripcion MaWRKY
de estudio.
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El analisis filogenético (Figura 2.4) muestra claramente la distribucion de los clados que
corresponden a los diferentes grupos y subgrupos en los que se divide la familia WRKY
(grupo I; grupo lla, b, c, d, e; grupo lll). Las proteinas de estudio MaWRKY45 y
MaWRKY70 se sitan en el grupo Il juntamente con sus ort6logos OsWRKY45 y
AtWRKY70, aunque este Ultimo se encuentra a una distancia evolutiva mas alejada de su
posible ortélogo en platano. Asi mismo, en este mismo grupo 4 de los 11 miembros de A.
thaliana, TaWRKY70 (de trigo) y OsWRKY45 estan involucrados en el mecanismo de
defensa de las plantas al estrés bidtico. No obstante, MaWRKY18 y MaWRKY60
pertenecen al grupo Il subgrupo lla que es uno de los clados mas pequefios con apenas 3
miembros en A. thaliana de los cuales todos participan en la via de sefializacion del

sistema de defensa de las plantas contra microorganismos patégenos.

La mayoria de los factores de transcripcién de la familia WRKY de A. thaliana que
participan en el sistema de defensa al estrés bidtico segun datos experimentales se

concentran en los grupos |, lla, lle y IlI.

2.3.6 REDICCION DE LOS ELEMENTOS REGULATORIOS EN CIS DE LAS REGIONES
PROMOTORAS DE LA TRANSCRIPCION

En el andlisis de los elementos en cis de la region promotora putativa de la transcripcion
de cada uno de los cuatro genes MaWRKYs de estudio se encontraron elementos
regulatorios responsivos a fitohormonas, a estrés bidtico, estrés abidtico y otros
elementos en cis que son reconocidos por diferentes familias de factores de transcripcion

de plantas.

En la Figura 2.5 se detalla la distribucion de todos los elementos en cis, sin embargo, es
relevante mencionar que se identificaron elementos W-box en los cuatro promotores cuya
secuencia es reconocida por la familia WRKY, elementos responsivos a acido salicilico en
MaWRKY18 y MaWRKY70, y responsivos a metil jasmonato en MaWRKY45 vy
MaWRKY®60. También se encontraron elementos responsivos a otras fitohormonas como
giberelina, auxina y acido abscisico. Por otra parte, se encontraron elementos responsivos
al estrés por calor y bajas temperaturas; asi como elementos de uniéon de diversas
familias de factores de transcripciéon MYB, bZIP, NAC, bHLH, DOF y ERF.
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Figura 2.5 Elementos regulatorios en cis de las regiones promotoras de la
transcripcion de los genes MaWRKY18, MaWRKY45, MaWRKY60 vy

MaWRKY70.

2.3.7 MODELAJE POR HOMOLOGIA DE LA ESTRUCTURA EN 3D DEL DOMINIO
WRKY DE MaWRKY18, MaWRKY45, MaWRK60 y MaWRKY70

El alineamiento por identidad de secuencia en el programa en linea de Swiss model tomé

como modelo el dominio WRKY de AtWRKY1 que fue elucidado por difraccién de rayos X

(Duan et al., 2007).
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Figura 2.6 Estructura tridimensional modo cartoon de los dominios WRKY.
Comparacion de la estructura en 3D del dominio WRKY AtWRKY1 con los
dominios WRKY de los factores de transcripcion MawWRKY18, MaWRKY45,
MaWRKY60 y MaWRKY70. En amarillo la lamina beta plegada WRKYGQK y en
circulo rojo los residuos de aminoacidos que conforman el motivo dedos de zinc.

En la Figura 2.6 se muestra la estructura tridimensional de los dominios WRKY de cada
proteina de estudio en contraste con el dominio WRKY elucidado de AtWRKYL1. La
estructura secundaria tridimensional del dominio WRKY esta constituido por al menos
cuatro laminas beta plegadas en direccion antiparalela (listones verdes con punta de

flecha en color verde y amarillo) unidas por cordones. En amarillo se resalta la lamina
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beta plegada del motivo WRKYGQK la cual interactia directamente con el surco mayor
del ADN. En el circulo rojo se sefialan los residuos de aminoacidos que constituyen el
motivo dedos de zinc cuya funcion es la de quelar un 4&tomo de zinc como se muestra en
el modelo en 3D del dominio WRKY de AtWRKY1.

2.3.8 AISLAMIENTO DE ARN TOTAL

La extraccion de ARN total se realizé a partir de la hoja adyacente a la hoja cigarro.

A B

ADNg

258
18S

Figura 2.7 Extraccion de ARN total a partir de hojas jévenes de platano (M.
acuminata subsp. malaccensis ‘Pisang kra’). A) Extraccion de acidos
nucleicos (ADNg y ARN total). B) ARN total después del tratamiento con
ADNasa.

En la Figura 2.7 se muestran primero en el inciso A la integridad de la extraccién de
acidos nucleicos ADN/ARN y en el inciso B, el ARN total integro después del tratamiento
con DNasa el extracto ADN/ARN. Se observan bandas definidas e integras de los ARN

ribosomales 25S y 18S lo que sugieren que los ARN mensajeros (ARNmM) no estan
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degradados. La concentracion del ARN total obtenido fue de 98.4 ng-uL™ en un volumen
de 40 pL y con una razén de absorbancia de 1.9 a 260/280 nm lo que indica que el ARN
se encuentra en un alto grado de pureza con respecto a la contaminacion por proteinas
considerando el rango aceptable de 1.8 a 2. La integridad y la pureza del ARN se
encuentran dentro de los parametros aceptables para la obtencion de una biblioteca de
ADNc, si el ARN no cumple con los requisitos antes mencionados, los contaminantes
pueden interferir inhibiendo la accién de la TR y en consecuencia la sintesis de ADNc se

vera comprometida.

2.3.9 MAPEO DE LOS EXTREMOS 3’ UTRs DE MaWRKY18, MaWRKY45, MaWRKY60
Y MaWRKY70

La amplificacion de los extremos 3° UTRs de los ADNc de los genes MaWRKY18,
MaWRKY45, MaWRKY60 Y MaWRKY70 se realizaron mediante la técnica de RACE. En
la Figura 2.8 se observan los productos de las amplificaciones de la segunda ronda de
PCR.

Se obtuvieron amplicones definidos e integros como se observa en los carriles 2, 4, 6y 8.
Los tamafios aproximados obtenidos de los amplicones son de ~290 pb para MaWRKY18,
de ~650 pb para MaWRKY45, ~500 pb para MaWRKY60 y de ~400 pb para MaWRKY70.
Se amplifico el extremo 3'UTR de un gen de actina de platano el cual amplifica un
producto de ~700 pb. Los productos amplificados fueron fraccionados por electroforesis al
1% a 90 volts y teflidos con 1pg-mL™ de bromuro de etidio. Los fragmentos fueron

escindidos y purificados para su posterior clonacion.

58



Capitulo Il

1.2 3 4 5 6 7 8 9 10

3000 pb

1000 pb

500 pb

100 pb

Figura 2.8 Amplificacién de los extremos 3 UTRs de los ADNc de
MaWRKY18, 45, 60 y 70. Carril 2, amplificacién del extremo 3 UTR de
MaWRKY18. Carril 4, extremo 3' UTR de MaWRKY45. Carril 6, extremo 3’
UTR de MaWRKY®60. Carril 8, extremo 3' UTR de MaWRKY70. Carril 1,
escalera de 10 KB. Carriles 3, 5, 7 y 9, controles negativos. Carril 10, control
de actina.

2.3.10 CLONACION DE LOS EXTREMOS 3 UTR MaWRKY18, MaWRKY45,
MaWRKY60 Y MaWRKY70

Los fragmentos purificados fueron ligados al vector de clonacibn pGEM-T Easy
linearizado y células competentes de E. coli DH10B fueron transformadas por choque
térmico. Se obtuvieron colonias blancas y azules en las placas de medio LB agar sélido y
se realizo la verificacion de la clonacion de nuestros insertos mediante la técnica de PCR

a partir de colonias blancas (Figura 2.9).
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Figura 2.9 Amplificacion por PCR de los extremos 3'UTR de MaWRKY18, 45, 60y 70
clonados en pGEM-T Easy. Carriles 1, 15 y 19: escalera de 10 kb. Carriles 2-7:
colonias de E. coli transformadas con el vector pGEM T Easy::3UTRMaWRKY45.
Carriles 9-13: pGEM T Easy::3UTRMaWRKY70. Carriles 16 y 17: pGEM T
Easy::3’'UTRMaWRKY18. Carriles 20-22: pGEM T Easy::3UTRMaWRKY60. Carriles 8,
14, 18 y 23 controles negativos.

Se obtuvieron amplicones bien definidos de diferentes tamafios. Para MaWRKY45 se
obtuvo un amplicon de ~630 pb, MaWRKY70 de ~300 pb, MaWRKY18 de ~420 y
MaWRKY®60 de~290 pb. Las amplificaciones contemplan la region putativa 3’UTR mas un
fragmento de la ORF de donde se disefiaron los oligonucleétidos para la técnica de
RACE.

2.3.11 MAPEO DE LOS EXTREMOS 3’UTRs DE MaWRKY18, MaWRKY45, MaWRKY60
Y MaWRKY70

En este trabajo se lograron aislar las cuatro regiones 3’'UTR de cada uno de los genes
WRKY de estudio.

Se aislé una regiéon 3'UTR de 89 pb para MaWRKY18 (Figura 2.10). El cod6n de
terminacion de su ORF es TAA y los nucle6tidos de reconocimiento para el sitio de corte
son CA. Muy cerca del sitio de corte (~10 nucleétidos) se identificé una regién enriquecida

con adenilatos. Segun Loke et al. (2005), esta regidn es distintiva en la mayoria de los
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extremos 3’'UTR de plantas y constituyen la sefial de poliadenilacién. La region 3’'UTR
predicha para este gen en el algoritmo de phytozome es casi 100% idéntica a la obtenida
in vivo. Excepto por un posible polimorfismo localizado a 7 pb corriente arriba del sitio de

corte, donde un adenilato es sustituido por un timidilato en la clona 8.

5/ _>3I
CLONAS8.segq INAGGTCTTCGCATCCCAAGTCATCAGTGTCGGAGGAACTCCATCCAACTTTGGTGGAGCAG
MaWRKY18-.seq INAGGTCTTCGCATCCCAAGTCATCAGTGTCGGAGGAACTCCATCCAACTTTGGTGGAGCAG
C

CLONAS8.seq (PN TGGCTCGGTTGTTGACCAAAAATCCAGCCTTCACAGCTGCTGTAGCTACTGCCATTTC
MaWRKY18-.seqg (P TGGCTCGGTTGTTGACCAAAAATCCAGCCTTCACAGCTGCTGTAGCTACTGCCATTTCC

Codédn de terminacion

CLONAS8.seq IVERNCGGATGATGCTTTAACCAAAATCCACCCCCAARAGATGCCATGAATTCAAGGCTTCTTCT
NETINGSRSEI T To BN NN C GCATGATGCTTTAACCAAAATCCACCCCCAAAAGATGCCATGAATTCAAGGCTTCTTCT

Regionricaen A Sitio de corte  Cola de poli(A)
CLONAS.seq SRS CTGTGACGCTTTCTTATAGGT TGAWT TGAGCTCAAAAAAAAAAAAAAAAN
MaWRKY18-.seq 181 [CiCONSCGUENIEVNUNIEH e - N - - - —--——--——-——-
CLONAS8.seq PXSW:. » M AACACTGTCATGCCGTTACGTAGCG

Figura 2.10 Alineamiento de la region 3’'UTR predicha de MawWRKY18 con la
region 3’'UTR de la clona 18 aislada de M. acuminata subsp. malaccensis ‘Pisang
kra’. Sombreado en negro los nucleétidos idénticos. Sombreado de rojo se resalta
el coddén de terminacion de la ORF y en verde el sitio de corte de la transcripcion y
de inicio de la poliadenilacion (cola de poli A). De color gris sobresale una region
rica en adenilatos que es muy probablemente la sefial de poliadenilacion.

En el caso del gen MaWRKY45 se aislé una regién 3’'UTR de 432 pb de nucledtidos
(Figura 2.11). En el alineamiento entre la regién 3’'UTR predicha en phytozome con la
secuencia obtenida de las clona 2 se puede observar que existe un alto porcentaje de
identidad que es de 97.6%. Solo 8 nucleétidos no son idénticos y los nucleétidos 309 y
310 de la region 3'UTR de la clona 2 no existen en la secuencia 3’'UTR predicha en la
base de datos Phytozome. La secuencia 3’ UTR obtenida de las clonas es 57 pb menor
que la secuencia 3’ UTR predicha del ADNc de MaWRKY45. El codén de terminacion de
la ORF es TGA vy el dinucle6tido TA conforman el sitio de corte de la transcripciéon. La

region rica en adenilatos es de aproximadamente 19 nucleétidos.
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57 ->37
"CLONA 2 IRC TGCTACCAGCGACCGAGAATCCGGTGGTGACGACCCCCGACGTTACCTCCGGCTTCCAC
MaWRKY45.segq IRNCTGCTACCAGCGACCGAGAATCCGGTGGTGACGACCCCCGACGTTACCTCCGGCTTCCAC

"CLONA 2 (YA CCGCGACCGATCTAGACATGGACTTCATGGCAGACACATATCTCGAGGATGTGTTCGGG
MaWRKY45.seq (YA~ CCGCGACCGATCTAGACATGGACTTCATGGCAGACACATATCTCGAGGATGTGTTCGGG

Cododn de terminacién

"CLONA 2 2N TCGATGACGACGAGTTCTTCCGATGAGATTTGGTGCCTTTCTTGTAATACIAGTGGATC
NEVIN S CAS NI To BN VARN T T CGATGACGACGAGTTCTTCCGATGAGATTTGGTGCCTTTCTTGTAATAC®AGTGGATC

"CLONA 2 RSN T TAACAGCAGAGAAAGCCTAGTCTGAGGGCAGCAWCCACCATGTTCCCCAGCTATTTACT
NEVINGCISIN-I Te RN RN T T A ACAGCAGAGAAAINCCTAGTCTGAGGGCAGCA@CCACCATGTTCCCCAGCTATTTACT

"CLONA AN CAGCAATTAATTGCCTTCGTTCGCCERMAGAGGATCTTTCCAGCCATCAACAGCACAGTGAC
ENNIN S CASINT T VY Sl C A GCAATTAATTGCCTTCGTTCGCGE@GAGGATCTTTCCAGCCATCAACAGCACAGTGAC

"CLONA 2 CIONRN " "\ GGAAACGCTTGCTATCTTCCAGGACAGATCACATAGCATCCAAGTCAAATGAATGTAT
WEVINOEISINSITO NG IONEN *\ 7\ GGAAACGCTTGCTATCTTCCAGGACAGATCACATAGCATCCAAGTCAAATGAATGTAT

"CLONA 2 CIYN T TTCGAGCAGCATTTTGTTCATGTTCAACCTCCTGTCGAMAGCCCAACTTTCCGAAGGCT
NETINGCISINISTe NI WA T T T CGAGCAGCATTTTCTTCATCTTCAACCTCCTGTCGA@AGCCCAACTTTCCGAAGGCT

"CLONA 2 USKCN:. CACCATCTGTATAGTTGCAGAAAGATGITGACACACTTCAGAGCETGTACTTGTTGGTA
UEVIV OIS IRl . C 2, CCATCTGTATAGTTGCAGAAAGATGETGACACERITTCAGAGCITGTACTTGTTGGTA

"CLONA 2 NN T GCAGCATCTTGATCATGTCATGAAGATGCTGCTATTACAAGATCTGTAGAACTGTGTA
NETINGCISIN-I-Te IR WA T GCAGCATCTTGATCATGTCATGAAGATGCTGCTARTTACAAGATCTGTAGAACTGTGTA

Region rica en A Sitio de corte Colade poli(A)
"CLONA 2 539 CTTTTTGTTCTARNNNN A [NV~ 1]
MaWRKY45.seq 539 CTTTTTGTTCTAGkNehE i ifelohielohibin~ 7y

"CLONA 2 599 AARRAAARARARA N2 NAARAACACHGT NG CC i~ SarNeee

MaWRKY45.seq 599 TTGRTGCRTRATRCMATERCRACTcCARACARMCTGTHG-------

Figura 2.11 Alineamiento de la regién 3'UTR predicha de MaWRKY45 con la
region 3’'UTR de la clona 2 aislada de M. acuminata subsp. malaccensis ‘Pisang
kra’. Sombreado en negro los nucle6tidos idénticos. Sombreado de rojo se
resalta el codon de terminacion de la ORF y en verde el sitio de corte de la
transcripcion y donde se inicia la poliadenilacion. De color gris sobresale una
region rica en adenilatos que es muy probablemente la sefial de poliadenilacion.

Se aisld la region 3'UTR de MaWRKY60 cuya longitud es de 314 pb de nucleétidos. El
alineamiento de la regiéon 3'UTR aislada in vitro con la regién aislada in silico mantiene

una identidad de 98% con solo 6 posibles polimorfismos (Figura 2.12). El codbn de
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terminacion de la ORF es TAA y también se encontrd el sitio de corte y poliadenilacion
conformado por los nucledtidos TA, La region rica en adenilatos se encontrd6 ~10
nucleotidos corriente arriba del sitio de poliadenilacion.

57 ->3"
MaWRKY60-.seq INTCGTTGTCGGAAGATCCAGCCTTCAAGGCTGCACTGGCCACCGCCATCTCCGGGAAAATG
CLONA7.seq INTCGTTGTCGGAAGATCCAGCCTTCAAGGCTGCACTGGCCACCGCCATCTCCGGGAAAATG

Codon de terminacion

MaWRKY60-.seq [(FMCTTCCCCTGCGAACTAGCTAACTCTCTGCTCCTCGAGATGAC®GAGGTGATGCCGAAAGT
CLONA7.seq (FMCTTCCCCTGCGAACTAGCTAACTCTCTGCTCCTCGAGATGACIGAGGTGATGCCGAAAGT

WEVINS AN IR T Yo SN NN T T GGTTTCTGTTCTTATCAGTTGAAGTAGACGATCCACCAATCCACAGACTGAGTTTGAT)
CLONA7.seq IVERNT TGGTTTCTGTTCTTATCAGTTGAAGTAGACGATCCACCAATCCACAGACTGAGTTTGAT

ENINO AN O -T-To RN RSN T C GGAAGAAGAAGTTCCGAGTTGGACACACCGATCGATCGATCCCGAACGAAACTTCCTC
CLONA7.seq IRSHRNT CGGAAGAAGAAGTTCCGAGTTGGACACACCGATCGATCGATCCCGAACGAAACTTCCTC

MaWRKY60-.seq 241 TCGGAAC‘AAGGTCAAAAACACGTGCTGTTGACTTCTCGGTCAAC@GTGCCAGCCAAGG‘

CLONA7.seq VXS T CGGAACEAAGGTCAAAAACACGTGCTGTTGACTTCTCGGTCAAWGINTGCCAGCCAAGGA

MaWRKY60-.seq 301 IXejiugyeelorNesuielsuyvuiervNeleloleruieiNsieiicy:vv-uieleuyiniv:v:v.v:\" ilehesieleles

CLONA7.seq CIONAN "\ GTTTCGCAGTTGCTTATCAAGGCGATGTCGTTGTAAATGCTTTAAAARTTGTGTCGGTEN

Regiénrica en A Sitio de corte
MaWRKY60-.seq 361 Eﬁ Al IRNC NNBNEUNEUWAT GATGAATACGAATGCGAATACAAA-TG
CLONA7.seq 361 E@ G INNEXNUNNNCUNCUWAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACACTG

Cola de poli(A)
MaWRKY60-.seq 420 TGATACGCAATGGATATTAGTTAGT
CLONA7.seq 421 TCATGC-CGTTACGTAGCGA-----

Figura 2.12 Alineamiento de la region 3'UTR predicha en de MaWRKY®60 con la
region 3'UTR de la clona 2 aislada de M. acuminata subsp. malaccensis ‘Pisang
kra’. Sombreado en negro los nucleétidos idénticos. Sombreado de rojo se resalta el
codén de terminacion de la ORF TAA y en verde el sitio de corte de la transcripcion
e inicio de la poliadenilacion. De color gris sobresale una regién rica en adenilatos
gque es muy probablemente la sefial de poliadenilacion.

Por otro lado, la regiéon 3° UTR de MaWRKY70 (Figura 2.13) tiene una longitud de 171 pb
con un porcentaje de identidad de 98.2%, con solo 2 nucle6tidos que no comparten
identidad (posiciones 111 y 171) y un adenilato (posicién 162) que no se encuentra en la
secuencia 3'UTR predicha de MaWRKY70. La secuencia 3’'UTR de MaWRKY70 obtenida

de las clonas es 68 pb menor que la secuencia predicha en Phytozome.
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57 =->37
CLONAl2.seq IR GACTTCGGACTCGGAGATCACCGAGATGATATCCAGAAGCAATTCAGCGAGCTACTTGT)
MaWRKY70.seq IR GACTTCGGACTCGGAGATCACCGAGATGATATCCAGAAGCAATTCAGCGAGCTACTTGT)

CLONAl2.seq (FMC TCTGGTGGACATGGATTTCATGCTGGAGGAGCTGGACTTCGAACGGGACTTCCAGTTCG
MaWRKY70.seq (FMCTCTGGTGGACATGGATTTCATGCTGGAGGAGCTGGACTTCGAACGGGACTTCCAGTTCG

Codén de terminacion

CLONAl2.seq INERN TGCCTCGAGCTTCTTCTCCTGAGTCATGCGACATGAGCAGAGTCCAAACACTCGAGATC
NENIN S QACIE-TSTe NN/ T GCCTCGAGCTTCTTCTCCTGAGTCATGCGACATGAGCAGAGTCCAAACACTCGAGATC

CLONAl2.seq IRSNANGCCTCAATTCATTTACCGAGATTAAACAAGACGACTGGTTAATTCACCAACTGGTGATGTA
NELIAN S AOIESTSTo IR RSN CC TCAATTCATTTACCGAGATTAAACAAGACGACTGGTTAATTCACCAACTGGTGATGTA

Regiénrica en A

CLONAl2.seq VAN CGCTAGAAACAGAGEGAGTTTGTTCAGTGTAATATGTAGCTCAATTCTGTG
MaWRKY70.seq 241 [clepyNervvXerNex\e TexNeiynNeiyierNesieyyvuv.uiey:Nelouiorv-uifeuyesye

Sitio de corte  Cola de poli(A)

CLONA12.seq 301 HCININOINNEWIA:AAAAAAAAARNALARAARAANNANACACTCREARGCCGATIACGTR
MaWRKY70.seq 301 Negs-KRONXeReTcTCTGTCTCCRcCCRcTRTCNCccArARclAATAGARRGCAR

CLONA12.seq 361 [EEf@--------——------—-———-—-

MaWRKY70.seq 360 [clelenvNuieelerNerNer:v:Xouy:Ngier-u)

Figura 2.13 Alineamiento de la region 3’'UTR predicha de MaWRKY70 con la
region 3'UTR de la clona 2 aislada de M. acuminata subsp. malaccensis
‘Pisang kra’. Sombreado en negro los nucleétidos idénticos. Sombreado de rojo
se resalta el codén de terminacién de la ORF y en verde el sitio de corte de la
transcripcion e inicio de la poliadenilacién. De color gris sobresale una regién
rica en adenilatos que es muy probablemente la sefial de poliadenilacion.

Se lograron aislar las regiones 3’'UTR de cada uno de los cuatro genes WRKY de estudio
y se localizaron las regiones consenso reportadas por Loke et al. (2005) para los
extremos 3’ no codificantes de plantas. Se puede observar diferentes codones de
terminacion para cada gen. En el sitio de corte y poliadenilaciébn mantiene un patrén entre
los nucledtidos TA y CA. Asi mismo, es evidente un patrén de localizacién de la region
rica en adenilatos que se encuentra a ~10 nucle6tidos corriente arriba del sitio de corte.
Los alineamientos de las regiones aisladas por técnicas de PCR con las regiones aisladas
in silico de la base de datos del genoma son muy similares con pocos polimorfismos

tomando en cuenta que son de diferentes variedades.
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2.3.12 AISLAMIENTO Y CLONACION DE LAS REGIONES CODIFICANTES DE LOS
GENES MaWRKY18, MaWRKY45, MaWRKY60 Y MaWRKY70

Las regiones codificantes o CDSs de de los genes fueron obtenidas mediante dos rondas
de PCR (Figura 2.14). Todos los fragmentos obtenidos corresponden al tamafio predicho
in silico excepto el CDS de MaWRKY45 que tiene ~100 pb por encima de lo esperado
(1008).

Para MaWRKY18 se espera un amplicon de 880 pb, de los cuales 828 pb pertenecen al
CDS y 52 pb a sitios de restriccion incluidos en el disefio de los oligonucleétidos. El
tamafno corresponde a lo que se observa a simple vista en la imagen obtenida de la
electroforesis en gel de agarosa en el carril dos de la Figura 2.14. En el carril se observa
un amplicén de ~100 pb, sin embargo el CDS predicho para este gen en phytozome es de
1008 pb. Por lo tanto, se revisara esta discrepancia una vez se tengan los resultados de la

secuenciacion.

El CDS de MaWRKY60 es de 843 pb, sumando 52 pb de los sitios de restriccion
adicionados a los oligonucleétidos resulta en un fragmento de 895 pb, lo cual es
consistente con el amplicén obtenido en el carril 6. Por ultimo, el CDS de MaWRKY70
predicho in silico es de 933 pb, adicionando los nucledtidos de los sitios de restriccion se

espera un amplicon de 986 pb el cual corresponde al amplicon obtenido in vitro.

Los fragmentos amplificados fueron escindidos del gel de agarosa y purificados para
clonarlos posteriormente. En la Figura 2.15 se muestran los fragmentos purificados y su

tamafo correspondiente.
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1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10

3000 pb

1000 pb

500 pb

Figura 2.14 Amplificacion por PCR de las regiones codificantes de los genes
MaWRKY18, 45, 60 y 70. Carril 1, escalera de 10 kb. Carril 2, CDS de MaWRKY18.
Carril 4, CDS de MaWRKY45. Carril 6, CDS de MawWRKY®60. Carril 8, CDS de
MaWRKY70. Carriles 3, 5, 7 y 9 controles negativos. Carril 10 control positivo de

actina.

3000 pb

1000 pb

500 pb

Figura 2.15 Purificacién de los productos de PCR de las regiones codificantes
de los genes MaWRKY18, MaWRKY45, MaWRKY60 y MawWRKY70. Carril 1,
escalera de 10 kb. Carril 2, CDS de MaWRKY45. Carril 3, CDS de MaWRKY70.
Carril 4, CDS de MaWRKY18. Carril 5, CDS de MaWRKY60.
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2.3.13 CLONACION DE LAS REGIONES CODIFICANTES DE MaWRKY18,
MaWRKY45, MaWRKY60 Y MaWRKY70

Los productos purificados se ligaron al vector de clonacion pGEM T Easy y fueron
clonados en E. coli. Las colonias blancas (posibles colonias positivas) obtenidas fueron
evaluadas mediante amplificacion por PCR de los correspondientes CDSs.

Notese en la Figura 2.16 que se obtuvieron bandas bien definidas que corresponden a los
mismos tamanos de las amplificaciones de los CDSs realizados mediante PCR a partir de
ADNc (Figura 2.14). Excepto por una de las clonas de MaWRKY60 (carril 17) que
amplifica un producto de tamafio ligeramente por encima de la media. No obstante, se

obtuvieron clonas positivas de cada uno de los genes de estudio.
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1.2 3 4 5 6 7 8 910 11 1213 14

3000 pb

1000 pb

500 pb

100 pb

15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Figura 2.16 Verificacién de clonacion mediante amplificacion por PCR
de las regiones codificantes de los genes MaWRKY18, 45, 60 y 70.
Carril 1, 8, 15 y 22; escalera de 10 kb. Carriles 2-6, CDS de
MaWRKY18. Carriles 9-13, CDS de MaWRKY45. Carriles 16-20, CDS
de MaWRKY®60. Carriles 23-27, CDS de MaWRKY70. Carriles 7, 14,
21y 28 con controles negativos.
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2.3.14 SECUENCIACION Y ANALISIS DE LAS REGIONES CODIFICANTES DE
MaWRKY18, MaWRKY45, MaWRKY60 Y MaWRKY70
Las secuencias obtenidas de las clonas fueron analizadas mediante alineamientos de las

secuencias predichas con las secuencias obtenidas.

Las secuencias obtenidas del CDS de MaWRKY18 muestran la presencia de dos
variantes de este gen, esto se puede observar en el patron de polimorfismos en el
alineamiento. Una de las clonas es 100% idéntica a la secuencia predicha in silico
mientras que otras dos comparte un 99.3% de identidad con apenas seis posibles
polimorfismos (Figura 2.17). También se puede observar algunas sustituciones aisladas

gue no siguen un patrén en la posicion de cambio como ocurre con los polimorfismos.

En este trabajo se decidi6 tomar la clona 13 (MaWRKY18) para estudios posteriores de
caracterizacion y evaluacion por ser la Unica clona sin errores aparentes de insercion por
la Tag polimerasa. La longitud de la secuencia proteica correspondiente a la clona 13 es
de 275 residuos de aminoacidos. En la Figura 2.18 se muestra la secuencia de
nucledtidos de la clona 13 traducida a aminoacidos y su extremo 3'UTR previamente

caracterizado.

En el caso de MaWRKY45 se mandaron a secuenciar cuatro clonas. El andlisis revela un
alto porcentaje de similitud, sin embargo, en el alineamiento de la secuencia predicha del
CDS con las secuencias de las clonas aisladas in vitro se puede observar una
inconsistencia en el alineamiento en el extremo 5. En la Figura 2.19 se resalta con
guiones color rojo el espacio de un intron predicho in silico para MawWRKY45. No
obstante, las secuencias aisladas por PCR a partir de ADNc demuestran que se trata de
un exén y no de un intron. Este resultado es respaldado por la naturaleza de nuestro
experimento, por los controles que descartan contaminacién de ADN gendmico y porque
solo uno de los cuatro intrones predichos in silico es inconsistente con los resultados de
las secuencias aisladas. Tomando en consideracion la nueva secuencia obtenida in vitro,
se procedid a realizar un analisis para verificar la secuencia correcta del CDS. Derivado
del analisis en la Figura 2.20 se muestra la secuencia correcta del factor de transcripcion
MaWRKY45. La secuencia es 40 aminoacidos mas corta de lo predicho. El codén de la

metionina de inicio correcta (flecha negra, Figura 2.19) se localiz6 cerca de 200 pb
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corriente debajo del coddn de la metionina predicha. Por lo tanto, la prediccién in silico del
CDS de MaWRKY45 fue errénea y el tamafio correcto del CDS es de 885 pares de bases
(sin contar el coddn de terminacion) y la proteina tiene una longitud de 295 residuos de
aminoacidos como se observa en la Figura 2.21.

Por otro lado, el alineamiento del CDS predicho para MaWRKY60 con la secuencia
aislada in vitro obtuvo un 99.5% de identidad con solo 4 posibles polimorfismos (Figura
2.22). La secuencia del CDS tiene una longitud de 840 pb (sin el codén de terminacién) y
codifica para una proteina de 280 residuos de aminoacidos (Figura 2.23).

Por ultimo, la secuencia del CDS de MaWRKY70 aislada in vitro tiene un porcentaje de
identidad del 100% con la secuencia del CDS predicha in silico como se muestra en el
alineamiento (Figura 2.24). La region codificante tiene una longitud de 930 pb (sin contar
el codén de terminacion) y codifica para una proteina de 310 residuos de aminoéacidos
(Figura 2.25). Este es el factor de transcripcion con una longitud ligeramente mas grande
gue los otros tres factores de transcripcion previamente descritos. Es interesante el hecho
de que no existe ningun polimorfismo aparente entre las secuencias aislada in silico que
pertenece al genoma de M. acuminata subsp. malaccensis ‘DH-Pahang’ y la secuencia

aislada in vitro que pertenece a M. acuminata subsp. malaccensis ‘Pisang kra’.
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MaWRKY18.seq
CLONAl7.seq
CLONAl3.seq
CLONAl4.seq

MaWRKY18.seq
CLONAl7.seq
CLONAl3.seq
CLONAl4.seq

MaWRKY18.seqg
CLONAl7.seq
CLONA13.seq
CLONAl4.seq

MaWRKY18.seqg
CLONAl7.seq
CLONAl3.seq
CLONAl4.seq

MaWRKY18.seq
CLONAl17.seq
CLONA13.seq
CLONAl4.seq

MaWRKY18.seq
CLONAl17.seq
CLONAl3.seq
CLONAl4.seq

MaWRKY18.seqg
CLONAl7.seq
CLONA13.seq
CLONAl4.seq

MaWRKY18.seqg
CLONAl7.seq
CLONAl3.seq
CLONAl4.seq

MaWRKY18.seqg
CLONAl17.seq
CLONA13.seq
CLONAl4.seq

MaWRKY18.seq
CLONAl7.seq
CLONAl13.seq
CLONAl4.seq

MaWRKY18.seqg
CLONAl7.seq
CLONAl13.seq
CLONAl4.seq

MaWRKY18.seqg
CLONAl7.seq
CLONAl3.seq
CLONAl4.seq

MaWRKY18.seqg
CLONAl17.seq
CLONAl3.seq
CLONAl4.seq

447

481

507
541
541
541

567
601
601
601

627
661
661
661

ATGGGATCGGCTTGGTTGGATCTCGA
TATTCAGGATCCAGGCCIMACTAGTGGTACCAACAATGGGATCGGCTTGGTTGGATCTCGA
TATTCAGGATCCAGGCCTACTAGTGGTACCAACAATGGGATCGGCTTGGTTGGATCTCGA
TATTCAGGATCCAGGCCTACTAGTGGTACCAACAATGGGATCGGCTTGGTTGGATCTCGA

CCTCAACGTTGGCTCGCTCCGATTCCCTGTCGATGCTCCGCAAGTGTTCCCCGTGGAATRN
CCTCAACGTTGGCTCGCTCCGATTCCCTGTCGATGCTCCGCAAGTGTTCCCCGTGGAATE
CCTCAACGTTGGCTCGCTCCGATTCCCTGTCGATGCTCCGCAAGTGTTCCCCGTGGAATS
CCTCAACGTTGGCTCGCTCCGATTCCCTGTCGATGCTCCGCAAGTGTTCCCCGTGGAATS®

CAAGCIETGTCGAGGATAAGATCTCGATGAGAGGAGGCGAAAGAAGTGATGCTCAAGTTGA
CAAGCIETGTCGAGGATAAGATCTCGATGAGAGGAGGCGAAAGAAGTGATGCTCAAGTTGA
CAAGCITGTCGAGGATAAGATCTCGATGAGAGGAGGCGAAAGAAGTGATGCTCAAGTTGA
CAAGCITGTCGAGGATAAGATCTCGATGAGAGGAGGCGAAAGAAGTGATGCTCAAGTTGA]

AGGTCTCGEGGCGGAGCTGATTCGGGTGACGGAGGAGAACAAGAAACTCGATGAAACGCT
AGGTCTCGEGGCGGAGCTGATTCGGGTGACGGAGGAGAACAAGAAACTCGATGAAACGCT
AGGTCTCGIGGCGGAGCTGATTCGGGTGACGGAGGAGAACAAGAAACTCGATGAAACGCT
AGGTCTCGINGGCGGAGCTGATTCGGGTGACGGAGGAGAACAAGAAACTCGATGAAACGCT

GCGAATCATCACGGCGAAGTACACCTCGCTTTGGAACCAGCTGAATGATCTGACGACCAC
GCGAATCATCACGGCGAAGTACACCTCGCTTTGGAACCAGCTGAATGATCTGACGACCAC
GCGAATCATCACGGCGAAGTACACCTCGCTTTGGAACCAGCTGAATGATCTGACGACCAC
GCGAATCATCACGGCGAAGTACACCTCGCTTTGGAACCAGCTGAATGATCTGACGACCAC

CACCTCCTCTTCCGAGGGGGCGTCTCCITCTCCCICACCTGCIGGGAAGAGGAAGATCGA
CACCTCCTCTTCCGAGGGGGCGTCTCCTCTCCCICACCTGCAGGGAAGAGGAAGATCGA
CACCTCCTCTTCCGAGGGGGCGTCTCC@TCTCCCRCACCTGCAGGGAAGAGGAAGATCGA]
CACCTCCTCTTCCGAGGGGGCGTCTCCCTCTCCCRCACCTGCAGGGAAGAGGAAGATCGA

GAGCTCCGC§GGCCACACCGAGCCGGCTAACTGCAACGCGGAGTGCACGTCGGCCGAGGA
GAGCTCCGC§GGCCACACCGAGCCGGCTAACTGCAACGCGGAGTGCACGTCGGCCGAGGA
GAGCTCCGCRGGCCACACCGAGCCGGCTAACTGCAACGCGGAGTGCACGTCGGCCGAGGA]
GAGCTCCGCI\GGCCACACCGAGCCGGCTAACTGCAACGCGGAGTGCACGTCGGCCGAGGA]

GTCCTGCAAGCGAGTCAGACAGGATTGCAAACCCCCGGTCTGGAAGCTTCACGTTCGCAC
GTCCTGCAAGCGAGTCAGACAGGATTGCAAACCCCCGGTCTGGAAGCTTCACGTTCGCAC
GTCCTGCAAGCGAGTCAGACAGGATTGCAAACCCCCGGTCTGGAAGCTTCACGTTCGCAC
GTCCTGCAAGCGAGTCAGACAGGATTGCAAACCCCCGGTCTGGAAGCTTIACGT TIGCAC]

CAATCCATCCGATTCGAGTCTGGTCGTGAAAGATGGGTATCAATGGAGGAAGTATGGTCA
CAATCCATCCGATTCGAGTCTGGTCGTGAAAGATGGGTATCEATGGAGGAAGTATGGTCA
CAATCCATCCGATTCGAGTCTGGTCGTGAAAGATGGGTATCAATGGAGGAAGTATGGTCA
CAATCCATCCGATTCGAGTCTGGTCGTGAAAGATGGGTATCAATGGAGGAAGTATGGTCA

GAAGGTGACAAGAGACAACCCCTCTCCAAGAGCTTACTTCCGGTGCTCCTTCGCGCCTGC
GAAGGTGACAAGAGACAACCCCTCTCCAAGAGCTTACTTCCGGTGCTCCTTCGCGCCTGC
GAAGGTGACAAGAGACAACCCCTCTCCAAGAGCTTACTTCCGGTGCTCCTTCGCGCCTGC
GAAGGTGACAAGAGACAACCCCTCTCCAAGAGCTTACTTCCGGTGCTCCTTCGCGCCTGC

CTGCCCGGTGAAGAAGAAGGTGCAAAGAAGCGCGGAGGATCAATCCATCTTGGTGGCGAC
CTGCCCGGTGAAGAAGAAGGTGCAAAGAAGCGCGGAGGATCAATCCATCTTGGTGGCGAC
CTGCCCGGTGAAGAAGAAGGTGCAAAGAAGCGCGGAGGATCAATCCATCTTGGTGGCGAC
CTINCCCGGTGAAGAAGAAGGTGCAAAGAAGCGCGGAGGATCAATCCATCTTGGTGGCGAC]

GTACGAAGGCGAGCACAATCACAGCCAGCCTTCTCAGGTCGGAGATCGCAGTGACATGGA]
GTACGAAGGCGAGCACAATCACAGCCAGCCTTCTCAGGTCGGAGATCGCAGTGACATGGA]
GTACGAAGGCGAGCACAATCACAGCCAGCCTTCTCAGGTCGGAGATCGCAGTGACATGGA]
GTACGAAGGCGAGCACAATCACAGCCAGCCTTCTCAGGTCGGAGATCGCAGTGACATGGA]

(WA T TTCGGCAGGTCTTCGCATCCCAAGTCATCAGTGTCGGAGGAACTCCATCCAACTTTGGT
VAT T TCGGCAGGTCTTCGCATCCCAAGTCATCAGTGTCGGAGGAACTCCATCCAACTTTGGT)
PR T TTCGGCAGGTCTTCGCATCCCAAGTCATCAGTGTCGGAGGAACTCCATCCAACTTTGGT)

721

TTTCGGCAGGTCTTCGCATCCCAAGTCATCAGTGTCGGAGGAACTCCATCCAACTTTGGT
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MaWRKY18.seq
CLONAl7.seq
CLONA13.seq
CLONAl4.seq

MaWRKY18.seq
CLONAl7.seq
CLONAl3.seq
CLONAl4.seq

FENANCGAGCAGATGGCTCGGTTGTTGACCAAAAATCCAGCCTTCACAGCTGCTGTAGCTACTGC]
PSRN CGAGCAGATGGCTCGGTTGTTGACCAAAAATCCAGCCTTCACAGCTGCTGTAGCTACTGC]
PSRN CGAGCAGATGGCTCGGTTGTTGACCAAAAATCCAGCCTTCACAGCTGCTGTAGCTACTGC]

PSRN CGAGCAGATGGCTCGGTTGTTGACCAAAAATCCAGCCTTCACAGCTGCTGTAGCTACTGC]

I AN C A T T T CCGGGA T GA T GC T T T A A

LESMCATTTCCGGGATGATGCTTTAACCGCGGETCGACTGAATA

LESMCATTTCCGGGATGATGCTTTAACCGCGGGTCGACTGAATA
LESMCATTTCCGGGATGATGCTTTAACCGCGGGTCGACTGAATA

Figura 2.17 Alineamiento de la secuencia de ADN predicha de MaWRKY18
con las secuencias aisladas in vitro. MaWRKY18.seq refiere a la secuencia
predicha en phytozome, las clonas 13, 14 y 17 son las secuencias obtenidas
mediante PCR. En color negro se sombrean los nucleétidos idénticos y en
blanco los no idénticos. En color verde se resalta el codén de inicio de la
traduccion y en color rojo el coddn de terminacion TAA. Los nucledtidos debajo
de las lineas punteadas corresponden a sitios de restriccion.
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495
165
540
180
585
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210
675
225
720
240
765
255
810
270
855

900
945
990
996

Figura 2.18 Regidn codificante y extremo 3'UTR de la secuencia obtenida de
MaWRKY18 de M. acuminata subsp. malaccensis ‘Pinsag kra’. En color violeta
se resalta el coddn de inicio de la traducciéon y en color rojo el codon de
terminacion TAA. Se subraya el dominio WRKY con lineas negras y se resaltan
en color verde los motivos WRKY y dedos de zinc. Los nucle6tidos encerrados
en cajas negras pertenecen al extremo 3'UTR.
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Capitulo Il

CLONA4.
CLONAS.
CLONA3.seq
CLONAZ2.seq
MaWRKY45.seq

seq
seq

CLONAA4.
CLONAS.
CLONA3.seq
CLONAZ2.seq
MaWRKY45.seq

seq
seq

CLONA4.
CLONAS.
CLONA3.seq
CLONAZ2.seq
MaWRKY45.seq

seq
seq

CLONA4.
CLONAS.
CLONA3.seq
CLONAZ2.seq
MaWRKY45.seq

seq
seq

CLONAA4 .
CLONAS.
CLONA3.seq
CLONAZ2.seq
MaWRKY45.seq

seq
seq

CLONAA4.
CLONAS.
CLONA3.seq
CLONAZ2.seq
MaWRKY45.seq

seq
seq

CLONA4.
CLONAS.
CLONA3.seq
CLONAZ2.seq
MaWRKY45.seq

seq
seq

CLONA4.seq
CLONAS. seq
CLONA3.seq
CLONAZ2.seq
MaWRKY45.seq

CLONAA4.
CLONAS.
CLONA3.seq
CLONAZ2.seq
MaWRKY45.seq

seq
seq

CLONAA4 .
CLONAS.
CLONA3.seq
CLONAZ2.seq
MaWRKY45.seq

seq
seq

CLONAA4 .
CLONAS.
CLONA3.seq
CLONAZ2.seq
MaWRKY45.seq

seq
seq

TATTCAAGGCCTACTAGTGGTACCAACAATGACAACACGCCCTCTTCTCCTCCATGACGT|
TATTCAAGGCCTACTAGTGGTACCAACAATGACAACACGCCCTCTTCTCCTCCATGACGT]
e\ AGGCCTACTAGTGGTACCAACAATGACAACACGCCCTCTTCTCCTCCATGACGT]
TATTCAAGGCCTACTAGTGGTACCAACAATGACAACACGCCCTCTTCTCCTCCATGACGT]

IATGACAACACGCCCTCTTCTCCTCCATGACGT]

CGCGCTGCTTTCCTTGAAACTTCCTCTCCCAATTATGCTCTCTGTGCAATTTCCCATACT)
CGCGCTGCTTTCCTTGAAACTTCCTCTCCCAATTATGCTCTCTGTGCAATTTCCCATACT]
CGCGCTGCTTTCCTTGAAACTTCCTCTCCCAATTATGCTCTCTGTGCAATTTCCCATACT)
CGCGCTGCTTTCCTTGAAACTTCCTCTCCCAATTATGCTCTCTGTGCAATTTCCCATACT]
CGCGCTGCTTTCCTTGAAACTTCCTCTCCCAATTATGCTCTCT,

121
121
117
121

76

181
181
177
181

83

241
241
237
241
143

301
301
297
301
203

361
361
357
361
263

421
421
417
421
323

481
481
477
481
383

541
541
537
541
443

601
601
597
601
503

GCCCCGATCCCCCCTCGGCAGCTGTATAAAACACAGAGCACACCCCAGTCGAGTTAGGGA
GCCCCGATCCCCCCTCGGCAGCTGTATAAAACACAGAGCACACCCCAGTCGAGTTAGGGA
GCCCCGATCCCCCCTCGGCAGCTGTATAAAACACAGAGCACACCCCAGTCGAGTTAGGGA
GCCCCGATCCCCCCTCGGCAGCTGTATAAAGCACAGAGCACACCCCAGTCGAGTTAGGGA

IAGGCGGGAGCATTCGGAGGAGGAAGAGGAGAAGGAGAAATGGAACACACGCCTGTTGTGG
I AGGCGGGAGCATTCGGAGGAGGAAGAGGAGAAGGAGAAATGGAACACACGCCTGTTGTGG
IAGGCGGGAGCATTCGGAGGAGGAAGAGGAGAAGGAGAAATGGAACACACGCCTGTTGTGG
I AGGCGGGAGCATTCGGAGGAGGAAGAGGAGAAGGAGAAATGGAACACACGCCTGTTGTGH
[AGGCGGGAGCATTCGGAGGAGGAAGAGGAGAAGGAGAAATGGAACABACGCCTGETGTGG

CTTGTGGGGAAGCCGAGGAGTCCCTGGTCGGCGGCACGGTGGTGCGGGAGATGGCGAAGA
CTTGTGGGGAAGCCGAGGAGTCCCTGGTCGGCGGCACGGTGGTGCGGGAGATGGCGAAGA
CTTGTGGGGAAGCCGAGGAGTCCCTGGTCGGCGGCACGGTGGTGCGGGAGATGGCGAAGA
CTTGTGGGGAAGCCGAGGAGTCCCTGGTCGGCGGCACGGTGGTGCGGGAGATGGCGAAGA
CTTGTGGGGAAGCCGAGGAGTCCCTGGTCGGCGGCACGGTGGTGCGGGAGATGGCGAAGA

TCCGGGCATCGACCTCCCGGCTCGGAGTGTTGCTCCGGGAGGCGTTGGAGGGGAATTCCA
TCCGGGCATCGACCTCCCGGCTCGGAGTGTTGCTCCGGGAGGCGTTGGAGGGGAATTCCA
TCCGGGCATCGACCTCCCGGCTCGGAGTGTTGCTCCGGGAGGCGTTGGAGGGGAATTCCA
TCCGGGCATCGACCTCCCGGCTCGGAGTGTTGCTCCGGGAGGCGTTGGAGGGGAATTCCA
TCCGGGCATCGACCTCCCGGCTCGGAGTGTTGCTCCGGGAGGCGTTGGAGGGGAATTCCA

CGGTGGGAGCCGTCTTTGAGGAGCTCGAAGGCTCGATCTCGCGAGCCTTCTCTE®TGCTGG
CGGTGGGAGCCGTCTTTGAGGAGCTCGAAGGCTCGATCTCGCGAGCCTTCTCTTTGCTGG
CGGTGGGAGCCGTCTTTGAGGAGETCGAAGGCTCGATCTCGCGAGCCTTCTCTTTGCTGG
CGGTGGGAGCCGTCTTTGAGGAGCTCGAAGGCTCGATCTCGCGAGCCTTCTCTTTGCTGG
CGGTGGGAGCCGTCTTTGAGGAGCTCGAAGGCTCGATCTCGCGAGCCTTCTCTTTGCTGG

[ ACCGCAAGCAGCAGGGCGGAGATGGCCCCCCTTCTTCTGAGCACCGAAGTAGCGAGATCC
I ACCGCAAGCAGCAGGGCGGAGATGGCCCCCCTTCTTCTGAGCACCGAAGTAGCGAGATCC
[ ACCGCAAGCAGCAGGGCGGAGATGGCCCCCCTTCTTCTGAGCACCGAAGTAGCGAGATC(
I ACCGCAAGCAGCAGGGCGGAGATGGCCCCCCTTCTTCTGAGCACCGAAGTAGCGAGATCC
[ACCGCAAGCAGCAGGGCGGAGATC@CCCCCCTTCTTCTCEGCACCAAAGTAGCGAGATCC

CGACCAAGAAACGGAAGGTGAATCCGGCGTGTGATCGGCGTGGAGGTTGCCGGAGAAGAA
CGACCAAGAAACGGAAGGTGAATCCGGCGTGTGATCGGCGTGGAGGTTGCCGGAGAAGAA
CGACCAAGAAACGGAAGGTGAATCCGGCGTGTGATCGGCGTGGAGGTTGCCGGAGAAGAA
CGACCAAGAAACGGAAGGTGAATCCGGCGTGTGATCGGCGTGGAGGTTGCCGGAGAAGAA
CGACCAAGAAACGGAAGGTGAATCCGGCGEGTGATCGGCGTGGAGGTTGCCGGAGAAGAA

TACAATCTTCTTCCCTGCGGATCGTCAAATCCAAGACACTGGACGATGGCCAGACCTGGA
TACAATCTTCTTCCCTGCGGATCGTCAAATCCAAGACACTGGACGATGGCCAGACCTGGA
TACAATCTTCTTCCCTGCGGATCGTCAAATCCAAGACACTGGACGATGGCCAGACCTGGA
TACAATCTTCTTCCCTGCGGATCGTCAAATCCAAGACACTGGACGATGGCCAGACCTGGA
TACAATCTTCTTCCCTGCGGATCGTCAAATCCAAGACACTGGACGATGGCCAGACCTGGA

GAAAATACGGACAGAAAGAGATCCAAAGTGCTAAGCATCCGAGGAGCTACTTCAGGTGTA
GAAAATACGGACAGAAAGAGATCCAAAGTGCTAAGCATCCGAGGAGCTACTTCAGGTGTA
GAAAATACGGACAGAAAGAGATCCAAAGTGCTAAGCATCCGAGGAGCTACTTCAGGTGTA

GAAAATACGGACAGAAAGAGATCCAAAGTGCTAAGCATCCGAGGAGCTACTTCAGGTGTA
GAAAATACGGACAGAAAGAGATCCAAAGTGCTAAGCATCCGAGGAGCTACTTCAGGTGTA
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CLONA4.seq
CLONAS.seq
CLONA3.seq
CLONAZ2.seq
MaWRKY45.seq

CLONA4 .seq
CLONAS.seq
CLONA3.seq
CLONAZ2.seq
MaWRKY45.seq

CLONA4 .seq
CLONAS. seq
CLONA3.seq
CLONAZ2.seq
MaWRKY45.seq

CLONA4.seq
CLONAS. seq
CLONA3.seq
CLONA2.seq
MaWRKY45.seq

CLONA4.seq
CLONAS.seq
CLONA3.seq
CLONAZ2.seq
MaWRKY45.seq

CLONA4 .seq
CLONAS. seq
CLONA3.seq
CLONAZ2.seq
MaWRKY45.seq

CLONA4.seq
CLONAS. seq
CLONA3.seq
CLONAZ2.seq
MaWRKY45.seq

CLONA4.seq
CLONAS.seq
CLONA3.seq
CLONAZ2.seq
MaWRKY45.seq

661
661
657
661
563

721
721
717
721
623

781
781
777
781
683

841
841
837
841
743

901
901
897
901
803

961
961
957
961
863

1021
1021
1017
1021

923

1081
1081
1077
1081

983

CCCACAAGTACGATCAAGGTTGCATGGCGCACAGACAGGCGCAGTTATCAGAGGACGATC
CCCACGAGTACGATCAAGGTTGCATGGCGCACAGACAGGCGCAGTTATCAGAGGACGATC
CCCACAAGTACGATCAAGGTTGCATGGCGCACAGACAGGCGCAGTTATCAGAGGACGATC
CCCACAAGTACGATCAAGGTTGCATGGCGCACAGACAGGCGCAGTTATCAGAGGACGATC
CCCACAAGTACGATCAAGGTTGCATGGCGCACAGACAGGCGCAGTTATCAGAGGACGATC

CCACTGATTTCGTGATCACATACATCGGGGAGCACACCTGCAGGGATCCAACCGTGGTGC
CCACTGATTTCGTGATCACATACATCGGGGAGCACACCTGCAGGGATCCAACCGTGGTGC
CCACTGATTTCGTGATCACATACATCGGGGAGCACACCTGCAGGGATCCAACCGTGGTGC
CCACTGATTTCGTGATCACATACATCGGGGAGCACACCTGCAGGGATCCAACCGTGGTGC
CCACTGATTTCGTGATCACATACATCGGGGARMCACACCTGCAGGGATCCAACCGTGGTGC

CTCCTCAGATGGTCTCTGCTTCCATTTTTCAGGACACCTGCCTAATTAGCTTTGGAGCAG
CTCCTCAGATGGTCTCTGCTTCCATTTTTCAGGACACCTGCCTAATTAGCTTTGGAGCAG
CTCCTCAGATGGTCTCTGCTTCCATTTTTCAGGACACCTGCCTAATTAGCTTTGGAGCAG
CTCCTCAGATGGTCTCTGCTTCCATTTTTCAGGACACCTGCCTAATTAGCTTTGGAGCAG
CTCCTCAGATGGTCTCTGCTTCCATTTTTCAGGACACCTGCCTAATTAGCTTTGGAGCAG

GCGGTCATGGCGTTAGGCAAGAAGCTTCGGTGCCTGCTTCCTTTGCCTCTCAGAAACAAG
GCGGTCATGGCGTTAGGCAAGAAGCTTCGGTGCCTGCTTCCTTTGCCTCTCAGAAACAAG
GCGGTCATGGCGTTAGGCAAGAAGCTTCGGTGCCTGCTTCCTTTGCCTCTCAGAAACAAG
GCGGTCATGGCGTTAGGCAAGAAGCTTCGGTGCCTGCTTCCTTTGCCTCTCAGAAACAAG
GCGGTCATGGCGTTAGGCAAGAAGCTTCGGTGCCTGCTTCCTTTGCCTCTCAGAAACAAG

IAGAGTGATGAAGATGCAGCGAGCAATCTGACCACTGCCAGTTCGTCGTCGGGCTATTTCC
IAGAGTGATGAAGATGCAGCGAGCAATCTGACCACTGCCAGTTCGTCGTCGGGCTATTTCC
IAGAGTGATGAAGATGCAGCGAGCAATCTGACCACTGCCAGTTCGTCGTCGGGCTATTTCC
AGAGTGATGAAGATGCAGCGAGCAATCTGACCACTGCCAGTTCGTCGTCGGGCTATTTEC
IAGAGTGATGAAGATGCAGCGAGCAATCTGACCACTGCCAGTTCGTCGTCGGGCTATTTCC

TGCTACCAGCGACCGAGAATCCGGTGGTGACGACCCCCGACGTTACCTCCGGCTTCCACA]
TGCTECCAGCGACCGAGAATCCGGTGGTGACGACCCCCGACGTTACCTCCGGCTTCCACA
TGCTACCAGCGACCGAGAATCCGGTGGEGACGACCCCCGACGTTACCTCCGGCTTCCACA
TGCTACCAGCGACCGAGAATCCGGTGGTGACGACCCCCGACGTTACCTCCGGCTTCCACA|
TGCTACCAGCGACCGAGAATCCGGTGGTGACGACCCCCGACGTTACCTCCGGCTTCCACA|

CCGCGACCGATCTAGACATGGACTTCATGGCAGACACATATCTCGAGGATGTGTTCGGGT
CCGCGACCGATCTAGACATGGACTTCATGGCAGACACATATCTCGAGGATGTGTTCGGGT
CCGCGACCGATCTAGACATGGACTTCATGGCAGACACATATCTCGAGGATGTGTTCGGGT
CCGCGACCGATCTAGACATGGACTTCATGGCAGACACATATCTCGAGGATGTGTTCGGGT
CCGCGACCGATCTAGACATGGACTTCATGGCAGACACATATCTCGAGGATGTGTTCGGGT

TCGATGACGACGAGTTCTTCCGATGACCGCGGGTCGACTGAATA
TCGATGACGACGAGTTCTTCCGATGACCGCGGGTCGACTGAATA
TCGATGACGACGAGTTCTTCCGATGACCGCGGGTCGACTGAATA
TCGATGACGACGAGTTCTTCCGATGACCGCGGGTCGACTGAATA
TCGATGACGACGAGTTCTTCCGATGA

Figura 2.19 Alineamiento de la secuencia de ADN predicha de MaWRKY45
con las secuencias aisladas in vitro. MaWRKY45.seq refiere a la secuencia
predicha en phytozome, las clonas 2-5 son las secuencias que se obtuvieron
por PCR. En color negro se sombrean los nucleétidos idénticos. En color verde
se resaltan el codén de inicio de la traduccién predicho y el correcto (flecha
negra) y en color rojo el codon de terminacién TGA. Los nucleétidos arriba de
la linea punteada negra corresponden a sitios de restriccion. La linea punteada
color rojo corresponde a un intrén predicho en phytozome.
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Figura 2.20 Analisis de la region codificante de MaWRKY45. MaWRKY45.pro
refiere a la secuencia predicha en phytozome, las clonas 2-5 son las
secuencias obtenidas mediante PCR. En color negro se sombrean los
aminoacidos idénticos. En color rojo se resaltan el codon de inicio de la
traduccion predicho y el correcto. En color verde se resaltan los motivos del
dominio WRKY.
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Capitulo Il

1 GAA CAC ACG CCT GTT GTG GCT TGT GGG GAA GCC GAG GAG TCC 45
1 M E H T P \ \ A C G E A E E S 15
46 CTG GTC GGC GGC ACG GTG GTG CGG GAG ATG GCG AAG ATC CGG GCA 90
16 L v G G T \ \ R E M A K I R A 30
91 TCG ACC TCC CGG CTC GGA GTG TTG CTC CGG GAG GCG TTG GAG GGG 135
31 S T S R L G \ L L R E A L E G 45
136 AAT TCC ACG GTG GGA GCC GTC TTT GAG GAG CTC GAA GGC TCG ATC 180
46 N S T 4 G A \ F E E L E G S I 60
181 TCG CGA GCC TTC TCT CTG CTG GAC CGC AAG CAG CAG GGC GGA GAT 225
61 S R A F S L L D R K Q Q G G D 75
226 GGC CCC CCT TCT TCT GAG CAC CGA AGT AGC GAG ATC CCG ACC AAG 270
76 G P P S S E H R S S E I P T K 90
271 AAA CGG AAG GTG AAT CCG GCG TGT GAT CGG CGT GGA GGT TGC CGG 315
91 K R K % N P A C D R R G G C R 105
316 AGA AGA ATA CAA TCT TCT TCC CTG CGG ATC GTC AAA TCC AAG ACA 360
106 R R I Q S S S L R I v K S K T 120

361 CTG GAC GAT GGC CAG ACC TGG AGA AAA TAC GGA CAG AAA GAG ATC 405

120 1 b b 6 o 7 [NGGNNNNN ¢ 1 135

406 CAA AGT GCT AAG CAT CCG AGG AGC TAC TTC AGG TGT ACC CAC AAG 450

136 Q s A K H Pp R s vy F R @ T H K 150
451  TAC GAT CAA GGT TGC ATG GCG CAC AGA CAG GCG CAG TTA TCA GAG 495
151 Y D o ¢ @ ™M A H R Q A Q L S E 165
496  GAC GAT CCC ACT GAT TTC GTG ATC ACA TAC ATC GGG GAG CAC ACC 540
166 D D P T D E V 1 T Y 1 G E I T 180
541  TGC AGG GAT CCA ACC GTG GTG CCT CCT CAG ATG GTC TCT GCT TCC 585
181 B R p p 7T v v P P o M V S A s 195
586  ATT TTT CAG GAC ACC TGC CTA ATT AGC TTT GGA GCA GGC GGT CAT 630
196 I F Q D T C L I S F G A G G H 210
631  GGC GTT AGG CAA GAA GCT TCG GTG CCT GCT TCC TTT GCC TCT CAG 675
211 G \Y% R Q E A S Y P A S F A S Q 225
676  AAA CAA GAG AGT GAT GAA GAT GCA GCG AGC AAT CTG ACC ACT GCC 720
226 K Q E S D E D A A S N L T T A 240
721  AGT TCG TCG TCG GGC TAT TTC CTG CTA CCA GCG ACC GAG AAT CCG 765
241 S S S S G Y F L L P A T E N P 255
766  GTG GTG ACG ACC CCC GAC GTT ACC TCC GGC TTC CAC ACC GCG ACC 810
256 \Y \Y T T P D \Y T S G F H T A T 270
811  GAT CTA GAC ATG GAC TTC ATG GCA GAC ACA TAT CTC GAG GAT GTG 855
271 p L D M D F M A D T Y L E D WV 285
856  TTC GGG TTC GAT GAC GAC GAG TTC TTC CGA WER|GAT TTG GTG ccT| 900
286 F G F D D D E F F R *

901 TTC TTG TAA TAC TAG TGG ATC TTA ACA GCA GAG AAA GCC TAG TCT 945
946 GAG GGC AGC ATC CAC CAT GTT CCC CAG CTA TTT ACT CAG CAA TTA 990
991 ATT GCC TTC GTT CGC GAT GAG GAT CTT TCC AGC CAT CAA CAG CAC 1035
1036 |[AGT GAC AAG GAA ACG CTT GCT ATC TTC CAG GAC AGA TCA CAT AGC 1080
1081 |[|ATC CAA GTC AAA TGA ATG TAT TTT CGA GCA GCA TTT TCT TCA TCT 1125
1126 [TCA ACC TCC TGT CGA AAG CCC AAC TTT CCG AAG GCT ACA CCA TCT 1170
1171 [GTA TAG TTG CAG AAA GAT GAT GAC ACA CTT CAG AGC GTG TAC TTG 1215
1216 |[TTG GTA TGC AGC ATC TTG ATC ATG TCA TGA AGA TGC TGC TAG TTA 1260
1261 |[CAA GAT CTG TAG AAC TGT GTA ACC AAT TTA GAA ATA ATG ATC CAG 1305
1306 |[AAA CAC TTT TTG TTC TAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA 1350
1351 |(AAA AAA AAA AAA 1362

Figura 2.21 Regidn codificante y extremo 3'UTR de la secuencia obtenida de
MaWRKY45 de M. acuminata subsp. malaccensis ‘Pinsag kra’. En color violeta
se resalta el codon de inicio de la traduccién y en color rojo el codon de
terminacion TGA. Se subraya el dominio WRKY con lineas negras y se resaltan
en color verde los motivos WRKY y dedos de zinc. Los nucle6tidos encerrados
en cajas negras pertenecen al extremo 3'UTR.
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CLONA21.seq
CLONA18.seq
MaWRKY60.seq

CLONA21.seq
CLONAl8.seq
MaWRKY60.seq

CLONAZ21.seq
CLONA18.seq
MaWRKY60.seq

CLONA21.seq
CLONA18.seq
MaWRKY60.seq

CLONA21.seq
CLONAl8.seq
MaWRKY60.seq

CLONA21.seq
CLONA18.seq
MaWRKY60.seq

CLONA21.seq
CLONA18.seq
MaWRKY60.seq

CLONA21.seq
CLONA18.seq
MaWRKY60.seq

CLONA21.seq
CLONA18.seq
MaWRKY60.seq

CLONA21.seq
CLONAl8.seq
MaWRKY60.seq

CLONAZ21.seq
CLONA18.seq
MaWRKY60.seq

CLONA21.seq
CLONA18.seq
MaWRKY60.seq

CLONAZ21.seq
CLONA18.seq
MaWRKY60.seq

CLONA21.seq
CLONA18.seq
MaWRKY60.seq

CLONA21.seq
CLONA18.seq
MaWRKY60.seq

61
61
33

121
121
93

181
181
153

241
241
213

301
301
273

361
361
333

421
421
393

481
481
453

541
541
513

601
601
573

661
661
633

721
721
693

781
781
753

841
841
813

TATTCAAGGCCTACTAGTGGTACCAACAATGGGGTCAAGTTGGTTGGATTGCCCCTCTCT]
TATTCAAGGCCTACTAGTGGTACCAACAATGGGGTCAAGTTGGT TG TTGCCCCTCTCT]
IATGGGGTCAAGTTGGTTGGATTGCCCCTCTCT|

TAATCTCGACCTCAACGTCGGCTTGCTCCCGTTTCCTGTCGATTCTCCGAAAGCTGTTTC]
TAATC TCFACLTCPACFTC GCTTGCTCCCGTTTCCTGTCGATTCTCCGAAAGCTGTTTC
[@AATCTCGACCTCAACGTCGGCTTGCTCCCGTTTCCTGTCGATTCTCCGAAAGCTGTTTC]

GGCCGTGGAATCCAAGCATGTCGACAAGAAGGTGTCGATCAAAGAAGAGAAAGCTATTAA
‘GFCﬂTGGAATCCAAFCATGTFGPCAAGAAFGTGTFGATPAPAGAAGAGAAAGCTATTA
GGCCGTGGAATCCAAGCATGTCGACAAGAAGGTGTCGATCAAAMABGAGAAAGCTATTAA

GGCTCTTGEGGCGGAGCTCGTTCTGGCAACCGAAGAGAACAAGAAGCTGAGTGAAGTGCT)
G CTCTTGAGGCGGAGCTC GTTCTGGFPA”CGAAFAGAAFPAFAAGPTFAGTGAAFTGrT
GCTCTTGAGGCGGAGCTCGTTCTGGCAACCGAAGAGAACAAGAAGCTGAGTGAAGTGCT|

CGCGGCCACGATCGCCAGCTACAGCGCGGTTCGGAAACAGCTGATCGAGCAGATGAACAC]
CGCGGCCACGATCGCCAGCTACAGCGCGGTTCGGAAACAGCTGATCGAGCAGATGAACAC
CGCGGCCACGATCGCCAGHTACAGCGCGGTTCGGAAACAGCTGATCGAGCAGATGAACAC

CCCTCCCCCCGAAGGAGGGTCTCGATCTAACTCGCCGC CGJGAAAGPGGAAFAGCGAGAG
CLTCCCCL”GAAPbAGGGTCTPGATFTAACTFPLCGCCG AIGAGGAPGASCGAGAG
CCCTCCCCCCGAAGGAGGGTCTCGATCTAACTCGCCGCCGGGAAAGAGGAAGAGCGAGAG]

GAAGGCTCCTGCAAGCGAGTTAGAGACGA
GAAGGCTCCTGCAAGCGAGTTAGAGACGA
GAAGGCTCCIRGCAAGCGAGTTAGAGACGA

GATGCTATATGGAGAGCACGTCGAGC
GATGCTAATATGGAGAGCACGTCGAGC
CGATGCTAATATGGAGAGCACGTCGAGC
CTGTAAACCCAAGGTCTGGAAGCTCCATGTCCGCTCCGACCCGTCTGATACAAGCCTCGT)
CTGTAAACCCAAGGTCTGGAAGCTCCATGTCCGCTCCGACCCGTCTGATACAAGCCTCGT]
CTGTAAACCCAAGGTCTGGAAGCTCCATGTCCGCTCCGACCCGTCTGATACAAGCCTCGT]

CGTGAGAGATGGGTATCAATGGAGGAAATATGGGCAGAAGGTGACCCGAGACAATCCATG
CGTGAGAGATGGGTATCAATGGAGGAAATATGGGCAGAAGGTGACCCGAGACAATCCAT(|]
CGTGAGAGATGGGTATCAATGGAGGAAATATGGGCAGAAGGTGACCCGAGACAATCCAT(]

CCCAAGAGCTTACTTCAGATGCTCCTTCGCCCCTTCTTGCCCAGTTAAGAAGAAGGTACA
CCCAAGAGCTTACTTCAGATGCTC "CCTTCTTGCCCAGTTAAGAAGAAGGTGC‘
CCCAAGAGCTTACTTCAGATGCTC CCTTCTTGCCCAGTTAAGAAGAAGGTAC

GAGGAGCGCGGAGGACACGTCGATCTTAGTGGCGACGTACGAAGGCGAGCACAACCATGA
GAGGAGCGCGGAGGACACGTCGATCTTAGTGGCGACGTACGAAGGCGAGCACAACCATGA
GAGGAGCGCGGAGGACACGTCGATCTTAGTGGCGACGTACGAAGGCGAGCACAACCATG

CCTGCGTTCTCGGCCTGGAGCTCCCAGTCTGCGTCCCAATACTGCAGCACCTGACCTCAA
CCTGCGTTCTCGGCCTGGAGCTCCCAGTCTGCGTCCCAATACTGCAGCACCTGAC
TTCTCGGCCTGGAGCT \IAGTCTGCGTCCCAATACTGCAGCACCTGACCTCAA

GTCATCAGGATCGCAACCGGAGATGGAGTCGCAGGAGTTCCAGCGCAGTTTGGTGGAGCA
GTCATCAGGATCGCAACCGGAGATGGAGTCGCAGGAGTTCCAGCGCAGTTTGGTGGAGCA
GTCATCAGGATCGCAACCGGAGATGGAGTCGCAGGAGTTCCAGCGCAGTTTGGTGGAGCA

TATGGCTTTCTCGTTGTCGGAAGATCCAGCCTTCAAGGCTGCACTGGCCA
TATGGCTTTCTCGTTGTCGGAAGATCCAGCCTTCAAGGCTGCACTGGCCAC
TATGGCTTTCTCGTTGTCGGAAGATCCAGCCTTCAAGGCTGCACTGGCCACC

CGGGAAAATGCTTCCCCTGCGAACTAGCTAACCGCGGGTCGACGGATCCTGAAT
CGGGAAAATGCTTCCCCTGCGAACTAGCTAACCGCGGGTCGACGGATCCTGAAT
CGGGAAAATGCTTCCCCTGCGAACTAGCTAA

Figura 2.22 Alineamiento de la secuencia de ADN predicha de MaWRKY®60
con las secuencias aisladas in vitro. MaWRKY®60.seq refiere a la secuencia
predicha en phytozome, las clonas 18 y 21 son las secuencias obtenidas
mediante PCR. En color negro se sombrean los nucle6tidos idénticos. En color
verde se resaltan el codon de inicio de la traduccion y en color rojo el codén de

terminacion TAA. Los nuclettidos arriba de

corresponden a sitios de restriccion.

la linea punteada negra

78



Capitulo Il

46
16
91
31
136
46
181
61
226
76
271
91
316
106
361
121
406
136
451
151
496
166
541
181
586
196
631
211
676
226
721
241
766
256
811
271
856
901
946
991
1036
1081
1126
1171
1216

M
AAC
N
TCG
S
GAA
E
ACC
T
GCC
A
ACC
T
AAG
K
AGC
S
GTC
v
GTC
\Y%
ACC
T

GGG
G
GTC
Y
GCC
A
GAG
E
GAA
E
AGC
S
CCT
P
AGG
R
GAA
E
TGG
W
GTG
v
CGA
R

TCA
S
GGC
G
GTG
Y
AAA
K
GAG
E
TAC
Y
ccc
P
AAG
K
GGC
G
AAG
K
AGA
R
GAC
D

AGT
S
TTG
L
GAA
E
GCT
A
AAC
N
AGC
S
ccc
P
AGC
S
TCC
S
CTC
L
GAT
D
AAT
N

TGG
W
CTC
L
TCC
S
ATT
I
AAG
K
GCG
A
GAA
E
GAG
E
TGC
C
CAT
H
GGG
G
CCA
P

TTG
L
CCG
P
AAG
K
AAG
K
AAG
K
GTT
v
GGA
G
AGC
S
AAG
K
GTC
v
TAT
Y
TGC

GAT
D
TTT
F
CAT
H
GCT
A
CTG
L
CGG
R
GGG
G
CTC
L
CGA
R
CGC
R
CAA
Q
CCA
P

TGC
C
CCT
P
GTC
v
CTT
L
AGT
S
AAA
K
TCT
S
GAT
D
GTT
v
TCC
S
TGG

AGA
R

CCC
P
GTC
Y
GAC
D
GGG
G
GAA
E
CAG
Q
CGA
R
GCT
A
AGA
R
GAC
D
AGG

GCT
A

TCT
S
GAT
D
AAG
K
GCG
A
GTG
v
CTG
L
TCT
S
GAT
D
GAC
D
CCG
P
AAA

TAC
Y

CTT

TCT

AAG

GAG

CTC

ATC

AAC
N
ATG
M
GAC
D
TCT
S
TAT

TTC
F

AAT
N
CCG
P
GTG
Y
CTC
L
GCG
A
GAG
E
TCG
S
GAG
E
TGT
C
GAT
D
GGG

AGA
R

CTC
L
AAA
K
TCG
S
GTT
Y
GCC
A
CAG
Q
CCG
P
AGC
S
AAA
K
ACA
T
CAG

TGC

GAC
D
GCT
A
ATC
I
CTG
L
ACG
T
ATG
M
CCG
P
ACG
T
CCC
P
AGC
S
AAG

TCC
S

CTC

GTT

AAA

GCA

ATC

AAC

GGA

TCG

AAG

CTC

GTG

TTC

GCC
A

CCT
P

TCT
S

TGC
C

CCA
P

GTT
v

AAG
K

AAG
K

AAG
K

GTA
Y

CAG
Q

AGG
R

AGC
S

GCG
A

GAG

GAC
D

ACG
T

TCG
S

ATC
I

TTA
L

GTG
\Y

GCG
A

ACG
T

TAC
Y

GAA
E

GGC
G

GAG
E

CAC

AAC
N

CAT

GAC
D
GCA
A
TCG
S
TTG
L
TCC
g

CTG
L
GCA
A
CAG
Q
TCG
S
GGG
G

CGT
R
CCT
P
GAG
E
GAA
E
AAA
K

TCT
S
GAC
D
TTC
F
GAT
D
ATG
M

CGG
R
CTC
L
CAG
Q
CCA
P
CTT
L

CCT
P
AAG
K
CGC
R
GCC
A
CccC
P

GGA
G
TCA
S
AGT
S
TTC
F
CTG
L

GCT
A
TCA
S
TTG
L
AAG
K
CGA
R

CCC
P
GGA
G
GTG
v
GCT
A
ACT
T

AGT
S
TCG
S
GAG
E
GCA
A
AGC
g

CTG
L
CAA
Q
CAT
H
CTG
L

*

CGT
R
CCG
P
ATG
M
GCC
A

CCC
P
GAG
E
GCT
A
ACC
T

AAT
N
ATG
M
TTC
F
GCC
A

ACT

GAG

TCG

ATC

[Tcc

TTG

TCG

GAA

GAT
ATG
TGA
AGA
GTT
CTC
AAT
GTC
TCC

CCA
CTT
GGT
CGA
CCG
TCG
GAT
GTT
AGC

GCC
Cccc
GAT
TCC
AGT
GAA
GCC
GTA
CAT

TTC
CTG
GCC
ACC
TGG
CGA
AGC
AAT
TGA

AAG
CGA
GAA
AAT
ACA
AGG
CAA
GCT
TTT

GCT
ACT
AGT
CCA
CAC
TCA
GGA
TTA
GTG

GCA
AGC
TTG
CAG
CGA
AAA
AGT
AAA
TAA

CTG
TAA
GTT
ACT
TCG
ACA
TTC
GTT
AAA

GCC
CTC
TCT
GAG
ATC
CGT
GCA
GTG
AAA

ACC
TCT
GTT
TTT
GAT
GCT
GTT
TCG
AAA

GCC
GCT
CTT
GAT
Cccc
GTT
GCT
GTA
AAA

ATC
CCT
ATC
TCG
GAA
GAC
TAT
TGA
AAA

TCC
CGA
AGT
GAA
CGA
TTC
CAA
TAA
AAA

GGG
GAT
TGA
GAA
AAC
TCG
GGC
TGG
AAA

AAA
GAC
AGT
GAA
TTC
GTC
GAT
ACA

45

15

90

30

135
45

180
60

225
75

270
90

315
105
360
120
405
135
450
150
495
165
540
180
585
195
630
210
675
225
720
240
765
255
810
270
855

900
945
990
1035
1080
1125
1170
1215
1257

Figura 2.23 Regidn codificante y extremo 3'UTR de la secuencia obtenida de
MaWRKY®60 de M. acuminata subsp. malaccensis ‘Pinsag kra’. En color violeta

se resalta el coddn de inicio de la traducciéon y en color rojo el codon de
terminacion TAA. Se subraya el dominio WRKY con lineas negras y se resaltan
en color verde los motivos WRKY y dedos de zinc. Los nucledétidos encerrados
en cajas negras pertenecen al extremo 3'UTR.
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———————————————————————————— IATGGGGAGCAGCACAGGAAGTGAGCTCGAAAG]
TATTCAAGGCCTACTAGTGGTACCAACAATGGGGAGCAGCACAGGAAGTGAGCTCGAAAG

CCCTCTCGTGGCCGAGCTAGCTCGAGCTCTCGAGTTGGCCAGGCAGCTGGAATCCCATCT]
CCCTCTCGTGGCCGAGCTAGCTCGAGCTCTCGAGTTGGCCAGGCAGCTGGAATCCCATCT)
CAGCAACCCTGCCCCAATTGACTTGTGCAAGTCCGTGGCGCCCGAGATATTGTCATCCAT)
CAGCAACCCTGCCCCAATTGACTTGTGCAAGTCCGTGGCGCCCGAGATATTGTCATCCAT,
TCAGAGGTCCATCCTCATGGCGAAATCGAGCGATCCCGACGGCGAGCAGCAGGCGGCTGG
TCAGAGGTCCATCCTCATGGCGAAATCGAGCGATCCCGACGGCGAGCAGCAGGCGGCTGG
CGACAGCCCCCGCAGCGAGAGTTCCAGCCCGGCGTTCAAGGATCACGACCGCAAGGAGCT]
CGACAGCCCCCGCAGCGAGAGTTCCAGCCCGGCGTTCAAGGATCACGACCGCAAGGAGCT)
GATCAAGAAAAGGAAGACGCTGCACAAATGGACGAATCAAGTGAGGCTCACCCCGGGCAC
GATCAAGAAAAGGAAGACGCTGCACAAATGGACGAATCAAGTGAGGCTCACCCCGGGCAC]
CGGAGGAGTCGAAGGGTCTGTGGATGACGGCTACAGCTGGAGAAAGTACGGGCAGAAGGA
CGGAGGAGTCGAAGGGTCTGTGGATGACGGCTACAGCTGGAGAAAGTACGGGCAGAAGGA

CATCCTGGGAGCCAAACATCCGAGAGCCTACTACAGGTGCACGCACCGCCACACCCAGGG
CATCCTGGGAGCCAAACATCCGAGAGCCTACTACAGGTGCACGCACCGCCACACCCAGGG
CTGCTCTGCGACGAAGCAAGTGCAGAGATCGGACGAGGACCCTCTGACGTTCGACATCAC
CTGCTCTGCGACGAAGCAAGTGCAGAGATCGGACGAGGACCCTCTGACGTTCGACATCAC]
CTACGTCGGGGCTCATACCTGCCTCCAGAAGCCACAGCGAGCCTCGGCATCCGCATGCCA
CTACGTCGGGGCTCATACCTGCCTCCAGAAGCCACAGCGAGCCTCGGCATCCGCATGCCA
GGTGCCGCAGCGGCGGGAACACCAGAAGGAGGACCTGCTGCTGAGCTTTCGAGCAGGCTT)
GGTGCCGCAGCGGCGGGAACACCAGAAGGAGGACCTGCTGCTGAGCTTTCGAGCAGGCTT]
GAAGGTCAAGACCGAAGTCGCGGAATTGGAGGAAGCGCAGCGGCAGACTTGTCGACAAGG
GAAGGTCAAGACCGAAGTCGCGGAATTGGAGGAAGCGCAGCGGCAGACTTGTCGACAAGG
AAATGAATTCCACGTCTTCTCCGCGCCGGCCTTAAACCTGTCGCCGGTGGCGTCGGAGTC
AAATGAATTCCACGTCTTCTCCGCGCCGGCCTTAAACCTGTCGCCGGTGGCGTCGGAGTC
GATCTACTTCAGCAGCTTTGATGATGGCATCAACCTACAGACTTCGGACTCGGAGATCAC]
GATCTACTTCAGCAGCTTTGATGATGGCATCAACCTACAGACTTCGGACTCGGAGATCAC]
CGAGATGATATCCAGAAGCAATTCAGCGAGCTACTTGTCTCTGGTGGACATGGATTTCAT)
CGAGATGATATCCAGAAGCAATTCAGCGAGCTACTTGTCTCTGGTGGACATGGATTTCAT)
GCTGGAGGAGCTGGACTTCGAACGGGACTTCCAGTTCGATGCCTCGAGCTTCTTCTCCTG
GCTGGAGGAGCTGGACTTCGAACGGGACTTCCAGTTCGATGCCTCGAGCTTCTTCTCCTG

IACCGCGGGTCGACGGATCCTGAATA|

Figura 2.24 Alineamiento de la secuencia de ADN predicha de MaWRKY70
con la secuencia aisladas in vitro. MaWRKY70.seq refiere a la secuencia
predicha en phytozome, la clona 10 es la secuencia obtenida mediante PCR.
En color negro se sombrean los nucledtidos idénticos. En color verde se
resaltan el codén de inicio de la traduccién y en color rojo el codén de
terminacion TAA. Los nucledtidos debajo de la linea punteada negra
corresponden a sitios de restriccion.
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Figura 2.25 Regidn codificante y extremo 3'UTR de la secuencia obtenida de
MaWRKY70 de M. acuminata subsp. malaccensis ‘Pinsag kra’. En color violeta
se resalta el coddn de inicio de la traducciéon y en color rojo el codon de
terminacion TGA. Se subraya el dominio WRKY con lineas negras y se resaltan
en color verde los motivos WRKY y dedos de zinc. Los nucledtidos encerrados

en cajas negras pertenecen al extremo 3'UTR.
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2.3.15 GENERACION DE VECTORES DE EXPRESION

Se lograron subclonar dos de los cuatro CDSs que se aislaron. Los CDSs de MaWRKY18
y MaWRKY70 fueron subclonados a un vector de expresion derivado de pCAMBIA2200.
En la Figura 2.26 se muestra el T-DNA final de cada una de las dos construcciones que

Se generaron.

BamHISHuL
SpeIKpnI,
EcoRI TIS Hind IIT
T-DNA Sacll, SalT
MaWRKY18 pCAMBIA2200
amvassH"_hH LS ORF 355::MaWRKY18::NOS
LB 593 pb 265 pb RB
BamHI, Stu,I
Spel, KpnI, )
T-DNA EcoRI TIS SacIl Hind IIT
pCAMBIA2200

LB 593 pb 265 pb RB

Figura 2.26 Construcciones de expresién generadas para sobreexpresar el
CDS de MaWRKY18 y MaWRKY®60 en Nicotiana benthamiana.

La verificacion de la subclonacién se realizé mediante digestiones con enzimas de
restriccion. El tamafio de los fragmentos esperados es de 828 pb para MaWRKY18 y 933
pb para MaWRKY70. En la Figura 2.27 se muestra el producto de las digestiones que
confirman la subclonacion de los CDSs. El tamafio de los vectores de expresion es de
10,581 pb para la construccion 35S::MaWRKY18::NOS y 10,686 pb para la construccion
35S::MaWRKY70::NOS.
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Figura 2.27 Digestion enzimatica de los vectores de expresion. A)
Digestién de la construccion 35S::MaWRKY18::NOS con BamHI y Sall.
B) Digestion de la construccién 35S::MaWRKY70::NOS con Kpnl y Sacll.

Los genes MaWRKY45 y MaWRKY60 no pudieron ser clonados en el vector de expresion

en el transcurso del tiempo que duro este proyecto.
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2.4 DISCUSION

Han transcurrido cinco afios desde que D’Hont et al. (2012) publicaron la secuenciacién
del genoma de una variedad silvestre de platano (Musa acuminata ssp malaccensis)
resistente a la Sigatoka negra. EI genoma completo de esta variedad diploide es de
aproximadamente 523 mega bases (MB) y se lograron ensamblar 472.2 MB que
constituye el 90% y se identificaron 36,542 genes potenciales que codifican para
proteinas. Desde entonces, la disponibilidad del genoma al publico en general ha sido
crucial para la comunidad cientifica que trabaja en el mejoramiento genético de este
cultivo. Como consecuencia de este avance cientifico, la identificacion y caracterizacion
de genes de interés agronémico es menos laboriosa, mas precisa, y eficiente. En este
trabajo utilizamos herramientas bioinformaticas para identificar, caracterizar in silico y
clonar a cuatro factores de transcripcion de la familia WRKY de platano en un esfuerzo

por encontrar genes involucrados en los mecanismos de defensa del platano.

2.4.1 POSIBLE FU’NCION DE MAWRKY45 Y MAWRKY70 EN EL MECANISMO DE
DEFENSA DEL PLATANO HACIA EL ESTRES BIOTICO.

La participacion de los factores de transcripcion de la familia WRKY en las vias de
sefalizacibn de estrés bidtico ha sido reportada en muchas especies de plantas,
principalmente en las plantas modelo de A. thaliana y O. sativa. En el afio 2007 Shimono
et al. obtuvieron evidencias de una via alterna a la via de sefializacion del AS no
dependiente de NPR1 como sucede en la especie dicotiledénea A. thaliana, si no
dependiente del factor de transcripcion OsWRKY45 inducible a AS cuya sobreexpresion
incrementa notablemente la tolerancia de plantas de O. sativa contra el afiublo del arroz
causado por el hongo Magnoporthe grisea cavara, raza 007.0. Estudios posteriores en
Nicotiana tabacum demostraron su inducibilidad en la regulacion al estrés por
deshidratacién, estrés salino, temperaturas bajas y altas (0 y 42 °C) y los
microorganismos patdgenos Pyricularia oryzae Cav. y Xanthomonas oryzae pv. oryzae
(Qiu y Yu, 2009). De este modo, las evidencias sefialan su participacion en diferentes
procesos como lo son el estrés bidtico y abiotico. Por otra parte, AtWRKY70 es un factor
de transcripcion indispensable en el SAR y que regula la comunicacién cruzada entre las

vias del AS y el jasmonato, su sobreexpresion incremental notablemente la tolerancia de
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A. thaliana contra microorganismos virulentos como P. syringae y el Oomiceto

Hyaloperonospora parasitica (Knoth et al., 2007; Li et al., 2004).

El factor de transcripcion de platano més parecido a OsWRKY45 lo nombramos en este
trabajo como MaWRKY45. La proteina obtuvo un porcentaje de identidad de 38% y un
porcentaje de similitud de 55% con OsSWRKY45. En tanto que el posible ortélogo para
AtWRKY70 en platano presentd un 33% de identidad y 52% de similitud. Estos
porcentajes son aparentemente bajos, sin embargo, es razonable si consideramos el
namero extenso y la diversidad de funciones de esta familia de factores de transcripcion,
dado que cada especie de planta tiene requerimientos particulares para interaccionar con
su entorno. El alineamiento de MaWRKY45 y MaWRKY70 con sus respectivos ortélogos
y otros miembros representativos de la familia WRKY muestran una conservacion Unica
del dominio WRKY que es la firma distintiva de esta familia. Es este dominio el
responsable de la interaccién con el ADN en la region promotora de la transcripcién de los
genes que contienen el elemento en cis TTGACC(T) (Goel et al., 2016; Rushton et al.,
2010). El analisis de la secuencia de aminoacidos confirma la presencia del dominio
WRKY y de otros dominios y motivos estructurales canonicos de esta familia. Los SLN
son esenciales para que los factores de transcripcion puedan ser transportados del
citoplasma donde son sintetizados en los ribosomas, al nucleo celular donde actdan
regulando la transcripcion de genes (Marfori et al., 2011; Hicks, 2005). Se identificd un
SLN bipartita KRKVNPAGDRRGGCRRRI del residuo 91 al 108 en la secuencia de
MaWRKY45 y un SLN monopartita RKELIKKRKTLHKW del residuo 88 a 102 en
MaWRKY70. Se localizaron sitios putativos de miristoilacion en el extremo N-terminal de
ambas secuencias, estas modificaciones postraduccionales son frecuentes entre las
proteinas que participan en las cascadas de sefializacibn como cinasas y factores de
transcripcién, son Utiles en las interacciones proteina-proteina y en las proteinas que
tienen que interactuar con los lipidos de membrana (Hayashi y Titani, 2010; Maurer stroh
et al., 2002); en este caso, los factores de transcripcidbn putativos MaWRKY45 vy
MaWRKY70 tienen que ser transportados al ndcleo, por lo tanto, muy probablemente
estos sitios de miristoilacion podrian facilitar su asociacion a la membrana nuclear previo
a su importacién. Por otro lado, existe un enriquecimiento de sitios susceptibles a

fosforilacion. La fosforilacién es una de las MPs mas comunes que suceden en una célula,
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sobre todo en las vias de sefializacion donde proteinas como las MAPKs (Mitogen-
activated protein kinase) fosforilan a factores de transcripcién especificos para activar su
funcién activadora o represora de la transcripcion de genes; en el caso particular de los
WRKY se sabe que estos son fosforilados frecuentemente por las MAPKs. AtWRKY25,
AtWRKY33 (Phukan et al., 2016) y NtWRKY1 (Ogata et al., 2015) son fosforilados por las
MAPKs en las serinas de los grupos SP (Serina/prolina), por consiguiente, es muy
probable que las proteinas WRKY que contienen grupos SP en su secuencia proteica
sean sustratos de las MAPKs (Ishihama et al., 2014). Andlisis bioinformaticos en Oryza
nivara indican que la mayoria de los 94 FsT WRKY podrian estar siendo regulados por
fosforilacion (Xu et al., 2016). MaWRKY45 y MaWRKY70 tienen grupos SP, este hecho
sugiere que estos son activados por fosforilacién en la ruta de sefializacion. MaWRKY70
contiene ademas dos sitios de glicosilacion, lo que puede implicar una posible regulacién
de su funcion mediante la estabilidad y el plegamiento correcto que pueda derivar de las

glicosilaciones.

Las fitohormonas AS, MeJa, y etileno controlan a la mayoria de las vias de sefalizacién
involucradas en la respuesta contra microorganismos patdégenos (Verma et al., 2016). Los
factores de transcripcion WRKY responden a mas de una via hormonal. OsWRKY45 por
ejemplo es inducido por las hormonas MeJa, ABA y AS (Huangfu et al., 2016; Tao et al.,
2011; Shimono et al., 2007;) cada via hormonal determina la funcién de OsWRKY45. En
la via de ABA, OsWRKY45 confiere tolerancia hacia el estrés hidrico, demostrando asi su
habilidad de actuar en diferentes tipos de estrés en respuesta a una via hormonal en
especifico (Tao et al., 2011). AtWRKY70 es inducido por AS y regula la comunicacion
entre la via del jasmonato y la via del AS mediante la represion de los genes relacionados
con la sintesis del jasmonato y la activacion transcripcional de los genes de defensa del
SAR. Por otro lado, VWRKY1 es inducido por la via del jasmonato e induce la expresion
de genes que confieren una alta tolerancia a mildiu velloso (Marchive et al.,, 2013).
Nuestro andlisis de los elementos en cis del promotor proximal de la transcripciéon (1500
pb) de OsWRKY45 muestra elementos responsivos a MeJa, ABA y AS como se ha
descrito experimentalmente. En el promotor de MaWRKY45 se encontraron cuatro
elementos responsivos a MeJa y un elemento responsivo a auxina, esto supone una

funcibn de MaWRKY45 en la respuesta al estrés biético dependiente de la via del
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jasmonato y una funcién relacionada con el desarrollo del platano inducida por auxina.
Esto es consistente con lo que se ha descrito acerca de la multiplicidad de funciones que
generalmente se ha visto en esta familia. No es de sorprenderse que proteinas clave de
las vias de defensa sean reguladas por mas de una via hormonal, las plantas priorizan la
sobrevivencia sobre el desarrollo y el crecimiento (Huot et al., 2014; Yang et al., 2012).
Por lo tanto, sugerimos que MaWRKY45 podria estar induciendo directa o indirectamente
la transcripcion de genes de defensa dependientes de la via del jasmonato y reprimiendo
genes relacionados con el crecimiento y desarrollo del platano. Ahora bien, cuando la
infeccion haya sido contrarrestada, la expresion de MaWRKY45 podria estar siendo
reprimida por alguna proteina inducida por la via de las auxinas como sucede con los
Factores Responsivos a Auxina (ARF7 y ARF19) los cuales controlan el crecimiento y
desarrollo de las raices mediante la modulacién de la expresion de AtWRKY23 (Phukan et
al., 2016). Este tipo de comunicacion entre diferentes vias hormonales es prescindible
para la eficiencia y el buen uso de los recursos energéticos. Interesantemente,
MaWRKY70 solo contiene un elemento en cis responsivo a AS, lo que sugiere la
especializacion de este factor de transcripcion en esta via hormonal; de igual manera su
ortélogo AtWRKY70 es inducido por la via del AS dependiente de NPR1, basados en esta
premisa, sugerimos que MaWRKY70 tiene un papel similar a su ortélogo en Arabidopsis
en la via de sefalizacion del AS que induce el mecanismo del SAR. Las secuencias
promotoras contienen ademas de la W-box un amplio repertorio de elementos en cis de
unién a otras familias de factores de transcripcién como: MYB, Dof, BHLH, NAC, ERF y
bZIP, esto es consistente con lo que conocemos hoy sobre la existencia de una
regulacion cruzada entre los factores de transcripcion para adaptar las vias metabélicas y
poder responder eficientemente a un proceso celular o estrés. Particularmente, la familia
WRKY se caracteriza por la regulacién transcripcional entre miembros de la misma familia
0 incluso por una autoregulacién como en el caso de PCWRKY1 (Petroselinum crispum)

gue se une al elemento W-box de su region promotora y a PCWRKY3 (Turck et al., 2004).

MaWRKY45 y MaWRKY70 se agrupan en el clado clasificado como grupo Ill con un
motivo de dedos de zinc tipo Cx7Cx23HXC. Este clado parece estar mas especializado en
el estrés bidtico y abibtico. De los 12 factores de transcripciéon de A. thaliana que

conforman este grupo, siete estan involucrados en el mecanismo de defensa contra el
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estrés biotico (At4G11070-1, At4G11070-2, At4GG23810, At5G01900, At5G22570,
At5G24110 y At3G56400). AtWRKY70 (At3G56400), AtWRKY38 (At5G22570) vy
AtWRKY62 (At5G01900) son inducidos por la via del AS y por Peudomonas syringae (Kim
et al., 2008; Li et al., 2004). No obstante, la sobreexpresion de AtWRKY41 (At4G11070)
incrementa notablemente la tolerancia hacia la infeccion por P. syringae pero disminuye la
tolerancia hacia el patégeno Erwinia carotovora (Pandey y Somssich 2009; Higashi et al.,
2008). En este sentido, con las evidencias proporcionadas por los analisis in silico
proponemos que los FsT MaWRKY45 y MaWRKY70 estan involucrados en la via de

sefializacion del platano en respuesta al estrés bidtico.

2.4.2 POSIBLE FU’NCION DE MAWRKYlS’Y MAWRKY6O EN EL MECANISMO DE
DEFENSA DEL PLATANO HACIA EL ESTRES BIOTICO.

Actualmente se sabe que la mayoria de las proteinas con propiedades regulatorias
raramente actldan solas. Muy a menudo, ellas interactian fisicamente de manera
transitoria o permanente para controlar las funciones biolégicas en los sistemas vivos
(Chi, et al., 2013). Los factores de transcripcién WRKY tienen la habilidad de formar homo
0 heterocomplejos para regular diversas funciones. El complejo AtWRKY38/48/62 regula
negativamente la defensa al estrés biético (Xing et al., 2008), AtWRKY22/29 incrementa la
tolerancia a la infeccidn por P. syringae (Asai et al., 2002). En arroz, el grupo OsWRKY45-
1/2 regula la defensa basal contra Xanthomonas oryzae. Uno de los clusters mas
estudiados en A. thaliana es el cluster AtWRKY18/40/60 que regula el mecanismo
molecular de defensa en respuesta a diversos microorganismos patdégenos.
Interesantemente, este mismo grupo parece estar siendo activado durante la interaccion
M. fijiensis-M. acuminata como lo demuestran las evidencias del transcriptoma realizado
por D’Hont et al. (2012). En este trabajo se caracterizaron solo dos de los tres miembros
del grupo. MaWRKY18 y MaWRKY60 homdlogos de AtWRKY18 y AtWRKY60
respectivamente. La razon, las evidencias sefialan a AtWRKY18 como el autor principal
de la regulacién positiva del sistema de defensa, pero que sin embargo necesita
interaccionar con AtWRKY60 para aumentar su especificidad de unién al ADN vy
AtWRKY40 parece disminuir su habilidad de unién al ADN (Phukan et al., 2016; Chi et al.,

2013). En nuestro andlisis filogenético observamos que en Arabidopsis Unicamente este
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grupo conforma el clado que pertenece al subgrupo lla de la familia WRKY, del mismo
modo que en platano solo que con mas variantes de secuencia, igualmente este hecho se
ha reportado para las especies Gossypium hirsutum, Populus trichocarpa y Cucumis
sativus (Gu et al., 2018). La localizacion de MaWRKY18/40/60 en el mismo clado sugiere
una relacién entre la estructura y la funcién, ademas de una posible especializacion
evolutiva de este clado en la regulacién del sistema defensa contra microorganismos
patégenos. Tomando en cuenta los antecedentes y nuestro analisis proponemos que los
miembros del subgrupo Ila en platano (MaWRKY18/40/60) regulan la respuesta al estrés

biotico. Pruebas experimentales futuras permitiran probar esta hipotesis.

En las secuencias del extremo N-terminal de las proteinas MaWRKY18 y MaWRKY60 se
observan motivos potenciales de zipper de leucina como los que poseen las proteinas del
cluster AtWRKY18/40/60 y que son esenciales para la interaccion de cada miembro en el
heterocomplejo (Xu et al., 2016). Ademas, se encontr6 un dominio hélice superenrollada
para MaWRKY18, las funciones de este dominio siguen siendo debatidas, sin embargo,
se sabe que actian como andamiajes en la formacion de complejos moleculares
(Truebestein y Leonard, 2016). En este sentido, sugerimos que este dominio es necesario

para la formacién del grupo MaWRKY18/40/60 en platano.

2.4.3. CLONACION Y CARACTERIZACION DE LAS REGIONES CODIFICANTES Y
LOS EXTREMOS 3’UTR

La clonacién de las regiones codificantes de cada uno de los genes de estudio, permitié
corroborar o descartar los resultados obtenidos in silico. La longitud de la mayoria de los
genes WRKY oscilan entre los 250 y 350 residuos de aminoacidos (Rushton et al., 2010).
El CDS de MaWRKY18 es de 828 pb y codifica para una proteina de 275 aminoacidos.
MaWRKY45 tiene un CDS de 885 pb que codifican para 295 pares de bases. MaWRKY60
tiene un CDS de 840 pb que codifican una proteina de 280 aminoéacidos y, por ultimo, el
CDS de MaWRKY70 es de 930 pb que codifican para una proteina de 310 aminoacidos. A
excepcion de MaWRKY45, las secuencias de los genes aislados in vitro comparten un
porcentaje de identidad del mas del 99.5%, incluso en el caso de MaWRKY70 este tiene

un 100% de identidad con el CDS predicho. Tomando en consideraciéon que las
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secuencias predichas provienen de la informacion del genoma de M. acuminata ssp.
malaccensis ‘DH-Pahang’ (D’Hont et al., 2012) y que los CDSs de los genes de interés
fueron aislados de M. acuminata ssp. malaccensis ‘Pisang kra’, es interesante la
conservacion que se mantiene de la secuencia de los genes WRKY. Esto sugiere que
estos factores de transcripcion WRKY de platano mantienen una estructura casi idéntica
entre diferentes variedades porque posiblemente realizan funciones de vital importancia
para el desarrollo o sobrevivencia del platano mediante la reprogramacion del
transcriptoma. Es bien sabido que muchos de estos factores de transcripcion tienen alelos
con diferentes funciones. OSWRKY45-1 por ejemplo, tiene un alelo OsWRKY45-2 (Tao et
al., 2012). Este alelo con apenas cinco aminoacidos diferentes tiene funciones
antagonistas sobre OsWRKY45-1. El alineamiento de las clonas obtenidas para
MaWRKY18 (Figura 2.17) muestran claramente la presencia de dos alelos para este gen.

Es muy probable que estos alelos participen de manera conjunta para regular una funcion.

El ADNc de un gen esta conformado por la regién codificante y por exones no codificantes
gue se encuentran en los extremos y son nombrados region 3UTR y 5’UTR. Se sabe que
el extremo 3’UTR participa en la terminacion del proceso de transcripcion, en el proceso
de poliadenilacion y en la regulacion postranscripcional de los ARNm como la estabilidad,
transporte, eficiencia de traduccién y degradacién por pequefios ARNs (Mignone et al.,
2002). En este trabajo se caracterizaron los extremos 3’'UTR de los cuatro genes de
estudio con el fin de delimitar la regién codificante y conocer la secuencia que podria
darnos evidencias sobre la regulacion de los genes WRKY. Se identificaron los elementos
distintivos que conforman estas regiones no codificantes en plantas. Segun un estudio
realizado por Loke et al. (2005) en los ARNm de A. thaliana, observo que el sitio de corte
y poliadenilacion siempre ocurre en los nucleétidos TA y CA. Hecho que pudimos
corroborar en las secuencias clonadas in vitro (Figuras 2.10-2.13). Se identificaron
regiones ricas en adenilatos y uridilatos (AU) aproximadamente a 10 pb del sitio de corte.
Estas regiones han sido descritas como parte de la sefal de poliadenilacion en plantas.
Interesantemente, encontramos estas regiones ricas en AU en los extremos 3’ de todos
los genes WRKY de estudio. Lo que nos lleva a sustentar el trabajo de loke et al. (2005).
Esta secuencia consenso parece ser conservada en el reino vegetal. El tamafio de las

regiones 3° UTR varia ampliamente en los ARNm de las plantas, En A. thaliana el
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promedio de estas regiones es de 155 pb a 242 pb y en arroz de 259 pb a 469 pb
(Srivastava et al., 2017). Parece ser que existe una correlacion entre la complejidad del
organismo y la longitud de las regiones 3’'UTR. El rango de longitud de los extremos
3'UTR de los genes WRKY va de 89 pb a 432 pb para MaWRKY18 y MaWRKY45
respectivamente. Un extremo 3’ UTR demasiado largo o corto es inestable (Wachter et al.,
2007). Esto es un mecanismo de regulacion de la expresion genética de la que se valen
las células para adaptar su proteoma a sus requerimientos. MaWRKY18 tiene la regién
3'UTR mas pequeia, esto podria ser causado por una poliadenilacién alternativa que
produce extremos 3'UTR mas cortos con el fin de reducir la estabilidad y eficiencia de la
traduccion. En algiin momento cuando la célula necesite de este factor de transcripcion,
por algin mecanismo que desconocemos se generaran isoformas de ARNm con el
tamafio Optimo para mejorar la eficiencia de traduccion de MaWRKY18. Si lo que
proponemos es cierto, el gen MaWRKY18 debe de ser un gen inducible y con funciones
criticas en el metabolismo celular. Seria interesante evaluar la expresion de un gen
reportero bajo la regulacién de las regiones 3’'UTR aisladas en este trabajo y ampliar

nuestro conocimiento en torno a la regulacion postranscripcional de los genes MawWRKY.
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2.5 CONCLUSIONES

1. Se aislaron in silico las regiones codificantes de cuatro genes de la familia WRKY de
platano nombrados en este trabajo como MaWRKY18, MaWRKY45, MaWRKY60 y
MaWRKY70 y se determind su identidad mediante el andlisis de las secuencias de
nucleétidos y aminoacidos utilizando herramientas bioinforméticas. Se encontraron los
motivos y dominios distintivos de esta familia que son: el dominio WRKY (motivo WRKY y
motivo dedos de zinc), el sitio de localizacion nuclear (SLN) y sitios putativos de

fosforilacion.

2. Se demostré mediante el analisis filogenético que MaWRKY45/70 pertenecen al grupo
'y MaWRKY18/60 al subgrupo lla de la familia WRKY. Nuestras observaciones de los
miembros del subgrupo lla y su mecanismo de accién descrito en la literatura nos llevan a
proponer la hipétesis de la especializacion evolutiva de este clado en el proceso de

defensa de las plantas contra microorganismos patdgenos.

3. Se encontraron elementos en cis responsivos a fitohormonas como jasmonato y AS en
el analisis de la region promotora de la transcripcion de los genes. Esto sugiere una
posible funcion de los factores de transcripcibn MaWRKY18/45/60/70 en las vias de

sefalizacién del mecanismo de defensa del platano.

4. Se aislaron y clonaron los ADNc de las regiones codificantes de los cuatro genes
WRKY de estudio y se corroboro la fidelidad de las predicciones in silico realizadas en la
plataforma de phytozome utilizando el algoritmo de FGENESH. MaWRKY18, MaWRKY60
y MaWRKY70 tienen un porcentaje de identidad del 99 al 100% con escasos
polimorfismos. No obstante, MaWRKY45 tuvo un error en la prediccion, se encontré que
la proteina es mas pequefia de lo predicho y que el intrén localizado en el extremo 5’

predicho es muy probablemente parte del extremo 5’'UTR.

5. Se aislaron y caracterizaron las regiones 3'UTR de cada uno de los cuatro genes.
Todas las predicciones in silico de los extremos 3’'UTR fueron erréneas. Se localizaron los
sitios de corte, regiones ricas en adenilatos adyacentes al sitio de corte que podrian estar
involucrados en el mecanismo de terminacién de la transcripcion y se establecié el limite

de las regiones codificante.
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6. Se realizaron dos construcciones de expresion para sobreexpresar en un futuro la
region codificante de MaWRKY18 y MaWRKY70 por agroinfiltracion en hojas de N.
benthamiana y validar su funcién en el mecanismo de defensa contra microorganismos

patdégenos.
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2.6 PERSPECTIVAS

En este trabajo se ofrece evidencia in silico y evidencia molecular que identifican nuestros
genes como pertenecientes a la familia WRKY y como genes que probablemente se
encuentren involucrados en algun nivel de las cascadas de sefializacion activadas por
microorganismos patégenos. En este sentido, es necesario realizar ensayos funcionales
mediante la sobreexpresion individual de las regiones codificantes en una planta modelo
como N. benthamiana que nos permita identificar de manera rapida y eficiente el o los
genes candidatos para iniciar un programa de mejoramiento en el cultivar M. acuminata
(grupo AAA) subgrupo Cavendish ‘Enano gigante’ que es la variedad mas importante
econOmicamente en nuestro pais y en todo el mundo, el cual es también blanco de

microorganismos patégenos que amenazan su produccion (Menon, 2016).

Los genes que se confirmen estén involucrados en las vias de defensa, seran
caracterizados para corroborar experimentalmente lo que sugerimos en este trabajo. Para
ello, sera necesario realizar ensayos de un hibrido para corroborar su afinidad a la caja W,
un ensayo para confirmar la localizacion subcelular mediante el uso de proteinas
reporteras como GUS (B-glucuronidase) o GFP (Green Fluorescent Protein). Asi mismo,
ensayos de transactivacion brindaran informacion sobre su autoregulacion dado que este
mecanismo es muy comun en esta familia de factores de transcripcion (Turck et al., 2004).
Por la importancia que tienen las fitohormonas en la regulacion de los mecanismos de
defensa, es pertinente medir los niveles de transcritos inducidos por AS y jasmonato
mediante la técnica de qRT-PCR. Este ensayo ampliara nuestra visién sobre la regulacion

de los genes de interés WRKY.

Finalmente, el objetivo final es, la aplicacion biotecnolégica que pueda derivar del
conocimiento que se ha generado. La etapa final es la generacion de nuevas lineas
transgénicas o cisgénicas de platano que sean resistentes o altamente tolerantes a los
microorganismos patégenos, sobre todo del tipo fungico como M. fijiensis y FOC raza 4.
Asi, el proyecto a largo plazo tiene como objetivo contribuir a la resolucién de un problema
especifico que enfrentan los agricultores no solo de nuestro pais México, sino un

problema que preocupa a la industria mundial del platano.
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