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RESUMEN

Las plantas son capaces de percibir a los patégenos a través de receptores, los cuales se
clasifican, dependiendo de su localizacion celular, en intracelulares o anclados en la
membrana celular; estos ultimos son denominados PRRs (receptores de reconocimiento
de patrones). Dentro de los PRRs se encuentran las cinasas tipo receptor con un dominio
de repeticiones ricas en leucina (LRR-RLKS) y las proteinas tipo receptor con un dominio
de repeticiones ricas en leucina (LRR-RLPSs). Las proteinas LRR-RLP desempefian un
papel fundamental en el sistema inmune de las plantas al reconocer, por medio de su
ectodominio LRR, moléculas derivadas de patdgenos y activar una respuesta de
resistencia robusta que impide la colonizacion del microorganismo a la planta y el
desarrollo de una enfermedad. Con respecto al caso especifico del monocultivo de
platano, este es susceptible a diversas enfermedades debido a su baja variabilidad
genética, por lo que la busqueda de genes gue confieran resistencia a patdégenos en el
germoplasma de este cultivo es de suma importancia tanto para su mejoramiento genético
como para contribuir a la seguridad alimentaria global. En este sentido, el estudio de
genes de resistencia, como es el caso de los genes LRR-RLP, es relevante para el
mejoramiento genético de este cultivo. Por tal motivo, el objetivo general del presente
trabajo fue caracterizar la estructura, localizacion cromosomica, filogenia y expresion de
los miembros de la familia LRR-RLP del genotipo silvestre Musa acuminata ssp.
malaccensis. Mediante la aplicacién de mdultiples herramientas bioinformaticas se logroé la
identificacion de un total de 78 genes LRR-RLP en el genoma del platano.
Interesantemente, siete MaLRR-RLPs se agruparon en un clister en la parte distal del
cromosoma 10, donde la resistencia a la enfermedad del marchitamiento por Fusarium
causada por Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1 ha sido previamente mapeada.
Por lo tanto, estos siete MaLRR-RLPs fueron propuestos como candidatos a genes de
resistencia (CGR) para la enfermedad del marchitamiento de Fusarium. También
identificamos otros siete CGR de platano en funcion de sus estrechas relaciones
filogenéticas con proteinas de resistencia LRR-RLP conocidas. Ademas, el analisis
filogenético de las familias LRR-RLP de platano, arroz y Arabidopsis revelé cinco clados
filogenéticos compartidos por estas especies de plantas, lo cual sugiere un origen antiguo
para los miembros de estos cinco clados que podria preceder la divergencia de plantas
monocotiledéneas y dicotiledéneas. Finalmente, un analisis transcriptomico de la familia
de genes MaLRR-RLP en plantas tratadas con Foc raza 1 o Foc TR4 mostré la expresion
de varios miembros de esta familia, algunos de los cuales fueron regulados de forma
positiva en respuesta a estas razas de Foc. Este estudio ha proporcionado nuevo
conocimiento sobre la estructura, distribucién en los cromosomas, evolucion y expresion
de la familia de genes LRR-RLP de platano, asi como valiosos CGR que podrian facilitar
la identificacién de genes de resistencia a enfermedades para el mejoramiento genético
de este cultivo.






ABSTRACT

Plants are able to perceive pathogens through receptors, which are classified, depending
on their cellular location, into intracellular or anchored in the cell membrane; the latter are
called PRRs (pattern recognition receptors). PRRs include leucine-rich repeat receptor-like
protein kinases (LRR-RLKs) and leucine-rich repeat receptor-like proteins (LRR-RLPS).
LRR-RLPs play a fundamental role in the immune system of plants by recognizing,
through their LRR ectodomain, molecules derived from pathogens and activating a robust
resistance response that prevents the colonization of the microorganism to the plant and
the development of a disease. Particularly, banana monoculture is susceptible to various
diseases due to its low genetic variability, therefore the search for genes that confer
resistance to pathogens is of utmost importance both for its genetic improvement and for
the contribution to global food security. In this sense, the study of resistance genes, such
as the LRR-RLP genes, is relevant for the genetic improvement of this crop. For this
reason, the general objective of this work was to characterize the structure, chromosomal
location, phylogeny and expression of the members of the LRR-RLP family of the wild
genotype Musa acuminata ssp. malaccensis. Through the application of multiple
bioinformatics tools, the identification of a total of 78 LRR-RLP genes in the banana
genome was achieved. Interestingly, seven MaLRR-RLPs were clustered in the distal part
of chromosome 10, where resistance to Fusarium wilt disease caused by Fusarium
oxysporum f.sp. cubense race 1 has been previously mapped. Therefore, these seven
MaLRR-RLPs were proposed as resistance gene candidates (RGCs) for Fusarium wilt
resistance. We also identified seven other banana RGCs based on their close
phylogenetic relationships with known LRR-RLP resistance proteins. In addition,
phylogenetic analysis of the LRR-RLP families of banana, rice and Arabidopsis revealed
five phylogenetic clades shared by these plant species, suggesting an ancient origin for
the members of these five clades that could precede the divergence of monocotyledonous
and dicotyledonous plants. Finally, a transcriptomic analysis of the MaLRR-RLP gene
family in plants treated with Foc race 1 or Foc TR4 showed the expression of several
members of this family, some of whom were positively regulated in response to these Foc
races. This study has provided new knowledge about the structure, distribution in
chromosomes, evolution and expression of the LRR-RLP family of banana genes, as well
as valuable RGCs that could facilitate the identification of disease resistance genes for the
genetic improvement of this crop.



INTRODUCCION

INTRODUCCION

Los cultivos agricolas son drasticamente afectados por patégenos y plagas, tales como
los virus, bacterias, hongos, nematodos e insectos (Dangl et. al., 2013). Las infecciones
que provocan los patdégenos derivan en enfermedades, las cuales han causado grandes
pérdidas y catastrofes a lo largo de la historia; aun cuando los pesticidas han ayudado en
el combate de estas enfermedades, el costo por el uso continuo de los agroquimicos a la
salud y al ambiente, ha sido alto (Baker et al. 1997; Wu et al., 2018) . En las Ultimas
décadas se han realizado avances significativos en el entendimiento de los genes
involucrados en la resistencia a patégenos, particularmente en los genes encargados de
detectar a los patégenos y activas la respuesta inmune de la planta. Este conocimiento
esta permitiendo el desarrollo de nuevas estrategias para el combate del estrés bidtico,
como el mejoramiento genético de plantas con un sistema inmune fortalecido para repeler
el ataque de patdégenos que puedan prescindir del uso de pesticidas.

La evolucion de las plantas y sus patégenos, ha llevado a desarrollar una gran gama de
respuestas del sistema inmune de la planta (Cesari 2018), las cuales inician con las
barreras fisicas; como lo son la pared celular con su cuticula cerosa (Dangl et al., 2013).
No obstante, existen patdégenos que libran este obstaculo, y aun asi se encuentran con un
mecanismo de defensa tan sofisticado como el de los mamiferos. La primera linea de
defensa a nivel de membrana plasmatica, se encarga del reconocimiento de los patrones
moleculares asociados a patdégenos o microbios (PAMPs o MAMPS, por sus siglas en
inglés) los cuales son moléculas evolutivamente conservadas de los microorganismos
patdgenos. Este reconocimiento es realizado por las proteinas conocidas como
receptores de reconocimiento de patrones (PRR, por sus siglas en inglés) que conduce a
una respuesta inmune conocida como inmunidad activada por PAMPs (PTI, por sus siglas
en inglés) (Keller et al., 2016).Las proteinas PRR se encuentran divididas en dos grupos,
el primero y mas grande es el de las proteinas de la clase de receptores tipo cinasa con
un dominio de repeticiones ricas en leucina (LRR-RLK, por sus siglas en inglés), las
cuales presentan un ectodominio de unién a ligando LRR, un domino sencillo
transmembranal, y un domino intracelular de cinasa, mientras que la clase de proteinas
tipo receptoras con un dominio LRR (LRR-RLP, por sus siglas en inglés) carecen de
domino de sefializacién intracelular, sin embargo son también proteinas ancladas a
membrana, al igual que el primer grupo y poseen sitios de repeticiones ricas en leucina
que conforman el dominio de reconocimiento extracelular y cuentan con un dominio
transmembranal (Boutrot y Zipfel 2017a) .Las proteinas LRR-RLP has sido menos
estudiadas que sus contrapartes LRR-RLKSs, sin embargo, sus funciones en la inmunidad
de plantas son cada vez mas apreciadas (Jamieson et al., 2018). Esto debido a que las
LRR-RLPs desencadenan una plétora de respuestas de defensa, con intensidades en un
rango de inmunidad moderada a una fuerte respuesta hipersensible (van der Burgh and
Joosten 2019). La plantas también cuentan con un mecanismo intracelular de
reconocimiento conocido como inmunidad activada por efectores (ETI, por sus siglas en
inglés) mediante el cual las proteinas receptoras de la familia NBS-LRR juegan un papel
esencial en esta respuesta (Noman et al., 2019; Shao et al. 2019) .

Dentro de la familia de receptores LRR-RLP se han reportado diversos genes que han
mejorado la resistencia a patdgenos (Boutrot y Zipfel 2017a; Saijo et al., 2018), entre
ellos el grupo de receptores Cf identificado en tomate como son Cf-9, Cf-2, Cf-4, Cf-5 y
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Hcr-9 4E, los cuales perciben diversos productos Avr de las cepas del hongo patogénico
Cladosporium fulvum (Jones et al., 1994b; Dixon et al., 1996; Thomas et al., 1997; Dixon
et al., 1998; Westerink et al., 2004). Por otro lado, esta familia ha sido estudiada a escala
gendmica tanto en plantas modelo como en cultivos agricolas (Kang y Yeom, 2018; Fritz-
Laylin et al.,, 2005; Wang et al., 2008; Petre et al.,, 2014; Chen et al., 2015; Restrepo-
Montoya et al., 2021), lo cual debe de facilitar la identificacion de nuevos genes de
resistencia para el mejoramiento genético de estos cultivos.

El cultivo de platano, al ser un monocultivo, se ve seriamente afectado por factores de
estrés biotico (Tripathi et al., 2019) , requiriendo de un gran costo para el manejo de
enfermedades fungicas como por ejemplo la Sigatoka negra, que requiere de un gran
namero de aplicaciones de fungicidas al afio para su control con un costo estimado a nivel
global de $550 millones de délares al afio (Churchill 2011). En el caso de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense TR4, agente causal del mal de Panama, simplemente no existe
control quimico efectivo por lo que las pérdidas son totales, quedando las tierras con la
presencia del hongo (Dale, James, et al. 2017). Este escenario hace que sea urgente la
atencion, investigacion y aplicacién de herramientas de mejoramiento del cultivo de
platano, el cual es un alimento basico para mas de 400 millones de personas en el mundo
(FAO, 2017) y representa una importante fuente de ingresos para mercados locales y de
exportacion de muchos paises del tropico.

Recientemente, se descubrié que un gen de la familia NBS-LRR de platano nombrado
como RG2 (también conocido como RGC2) pudo conferir resistencia contra Foc TR4 en
pruebas de campo (Peraza-Echeverria et al., 2008; 2009; Dale et al., 2017). Lo anterior
representa un avance muy valioso hacia el desarrollo de nuevas variedades de platano
resistentes a este patdgeno letal. Sin embargo, alin se desconocen los genes que estan
involucrados en la resistencia de las otras razas de Foc y P. fijiensis. Recientemente, se
clonaron dos genes de resistencia para F. oxysporum en tomate, nombrados como | e I-7
(Gonzalez-Cendales et al., 2016; Catanzariti et al., 2017), los cuales pertenecen a la
familia de los genes LRR-RLP. Interesantemente, la proteina Cf-4 de tomate, también de
la familia LRR-RLP, tiene la capacidad de reconocer a un homologo de esta proteina
(MfAVR4) del patégeno P. fijiensis, agente causal de la enfermedad de Sigatoka Negra en
ensayos de co-expresién transitoria en hojas de la planta modelo Nicotiana benthamiana
(Stergiopoulos et al., 2010).Estas evidencias sugieren que genes del tipo LRR-RLP
podrian estar involucrados en la resistencia a los hongos Foc y P. fijiensis en platano.
Dados estos antecedentes, en la presente tesis abordamos el estudio a escala genémica
de la familia LRR-RLP de platano con la finalidad de determinar el nimero de miembros
gue componen esta familia en este cultivo, su localizacion en los cromosomas, relaciones
filogenéticas y expresién. Esta investigacion permitié la identificacion de candidatos a
genes de resistencia que podrian ser utilizados para el mejoramiento de este cultivo.
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ANTECEDENTES
1.1 El Origen e Importancia del Cultivo de Platano

Los platanares, es decir, las variedades de platano que se consumen como postre y en
platillos u otros usos, son plantas que pertenecen a la familia Musaceae, son herbales,
monocotiledéneas perenes gigantes de la orden de los Zingiberales, y un grupo hermano
del grupo de Poales, el cual incluye a los cereales (Mohandas y Ravishankar, 2016).

La familia Musaceae se divide en tres géneros: Musella, Ensete y Musa, de los que se
desprenden un gran namero de plantas de tipo herbal perenne con tallo semi lefioso que
llega alcanzar los 15 metros de altura, con hojas largas de color verde brilloso, formando
una inflorescencia de la cual se desarrollan los frutos (De Langhe et al., 2009).

El género Musa se ha dividido en cuatro secciones: Callimusa, Rhodoclamys,
Australimusa, y Eumusa, dependiendo de su distribucién. La seccion Eumusa (a veces
llamada solo Musa 2X =22) cubre por completo el area primaria de diversidad (el area
actual del Sur de China, Indonesia, Papua Nueva Guinea y Norte de Australia), excepto la
parte de Melanesia oriental; la seccion Rhodoclamys (2X=22) se extiende en la tierra
principal monzénica del sureste de Asia; la seccién Australimusa (2X=20) comprende las
regiones del sureste de Indonesia y el Sur de las Filipinas a Malasia, y la seccion
Callimusa (2x=20) se encuentra principalmente en las tierras bajas de la parte central (sur
de Vietnam, la parte peninsular de Malaysia, Borne y Sumatra). Es de la primera seccion
Eumusa donde se originaron las especies fundadoras de los platanos comestibles Musa
acuminata Colla (AA) y Musa balbisiana Colla (BB) a través de cruza hibrida o
duplicacién, los triploides pertenecientes a las mas de 1000 variedades existentes en el
mundo (Heslop-Harrison y Schwarzacher, 2007; De Langhe et al., 2009).

El cultivo de platano es originario del sudeste asiatico y norte de Australia, su distribucion
natural se extiende en el norte de Nepal y el sureste montafioso de China, hasta el
sureste de las islas de Indonesia y Nueva Guinea, con una parte aislada del bosque
tropical humedo de Queensland (De Langhe et al., 2009). A partir de esas latitudes se
extendié hacia todas las regiones tropicales y subtropicales del planeta debido en gran
parte a su comercializacion, pasando por un largo proceso de domesticacion de alrededor
de 7000 afios (D’hont et al., 2012) .

Los frutos de platano se distinguen por tener un alto nivel nutricional y diversas
propiedades que benefician al organismo (Gowen, 1995). Es por ello que son
considerados un alimento basico en muchos paises del mundo; se cultiva en 135 paises
de los cuales se estima que 400 millones de personas dependen de este sistema de
cultivo para su subsistencia y comercializacion; se estima que la produccion mundial llega
a tener un valor de 52 mil millones de délares (FAO, 2017).

Los frutos generados, dependiendo de la variedad, poseen distinto color y tamafio. Sin
embargo, el cultivar con mayor superficie sembrada, mayor comercializacion y de mejores
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caracteristicas para su consumo es Cavendish, que representa la mitad de la produccion
actual anual (D’hont et al., 2012).
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Figura 1.1. Origen vy distribucion de las secciones del genero Musa.
Distribucién geogréfica de las principales secciones del genero Musa. Algunos
limites de Callimusa y Australimusa (limite del oeste) son inciertos. La seccion
Eumusa (a veces llamada solo Musa) (2X =22) cubre por completo el area
primaria de diversidad, excepto la parte de Melanesia oriental; la seccién
|[Rodochlamys (2X=22) se distribuye en la tierra principal monzénica del sureste de
Asia; la seccidn Australimusa (2X=20) abarca el sureste de Indonesia y el Sur de
las Filipinas a Malasia y la seccion Callimusa (2x=20), se encuentra principalmente
en las tierras bajas de la parte central (sur de Vietnam, la parte peninsular de
Malaysia, Borneo y Sumatra) (De Langhe et al., 2009).

1.2. Produccién Mundial y Nacional

El cultivo de platano es uno de los principales cultivos en la producciéon y comercio
agricola mundial, se estima que su produccién global pasé de 69 millones de toneladas en
el periodo de 2000 a 2002 a una total de 116 millones de toneladas en el periodo de 2017
a 2019, arrojando un valor aproximado de 31 millones de ddlares (FAO, 2020).

Nuestro pais, México, es uno de los principales productores de platano, ocupando el 120
lugar, aportando poco méas de 2 mil toneladas anuales. Entre los principales destinos para
las exportaciones de la produccién E.E.U.U. es el principal destino, le siguen los paises
de Japon, Paises Bajos, Nueva Zelanda, Reino Unido, Corea del Sur, Italia, Espafa,
Ucrania, Guatemala, y Rumania (SIAP, 2020).En México se producen ocho variedades de
platano, entre las cuales se encuentran ‘Enano gigante’, platano macho, platano
manzano, platano morado, platano pera, platano tabasco y Valery, con una superficie
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cultivada de 81 mil hectareas en total, y un rendimiento de 30.1 toneladas / ha (SIAP,
2020).

En el pais la produccion de platano se concentra en las zonas costeras del Golfo de
México y del Pacifico. En la zona Sur-Sureste participan principalmente los estados de
Chiapas, Tabasco, Veracruz y Oaxaca. Los estados de la regién Centro-Occidente con
importantes niveles de cultivo son: Colima, Michoacéan, Jalisco, Puebla, Guerrero; ademas
esta también Nayarit considerado de la regiébn Noroeste. A pesar que Chiapas es el
principal productor de este fruto, Tabasco recibe mayores cotizaciones por su producto,
recibiendo 3 mil 586 pesos por tonelada (SIAP, 2020).

Debido a que es el quinto cultivo de mayor produccién y consumo a nivel mundial, y
gracias a que cerca de 400 millones de personas en paises tropicales y subtropicales
dependen de su comercializacion y produccion para alimentarse, la inocuidad del cultivo
de platano y banano es un tema de seguridad alimentaria (FAO, 2017).
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Figura 1.2. Superficie mundial de platano cosechada. Gréfica de la Superficie
cosechada de platano a nivel mundial (ha) 2019. México se encuentra entre los
veinte principales paises con mayor superficie cosechada a nivel mundial (FAO,
2021; SIAP, 2021)
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Figura 1.3. Produccién mundial de platano. Gréfica del volumen producido de
platano a nivel mundial (ha) 2019. México ocupa la doceava posicion entre los
principales productores de platano a nivel mundial con una produccion de 2.5
millones de ton ubicandose en el pais como el tercer cultivo de mayor importancia
precedido por los citricos (limén y naranja) (FAO 2021; SIAP 2021).
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Figura 1.4. Grafica de Historial de area sembrada y produccion de platano en
México. Entre los afios 2000 y 2020 la superficie de platano en México incrementd
9.6%, lo que significo pasar de 74,363 hectareas sembradas a 80.547 hectéreas,
con una produccion de 1.9 millones de toneladas a inicios del periodo, que para
2020 ya sumaba 2.5 millones (SIAP 2021).
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1.3. Enfermedades en el cultivo de platano

Dentro de las diversas enfermedades que atacan este cultivo se encuentran los virus
como el Banana bunchy top virus (BBTV), el Banana bract mosaic virus (BBrMV), Banana
streak virus (BSV); enfermedades causadas por bacteria como las llamadas Moko y
Bugtok causados por Pseudomonas solanacearum; nematodos como (Radopholus similis)
(Becker y Dale 2004); y las enfermedades fungicas. Entre estas ultimas encontramos las
dos enfermedades méas devastadoras del cultivo de platano, de las cuales la mas
silenciosa es la marchitez por Fusarium oxysporum f. sp. cubense TR4 (‘Tropical Race 4’)
representando una amenaza a la producciéon de este cultivo, con serias repercusiones
para los medios de subsistencia de los pequefios productores, trabajadores y la cadena
de valor del platano. Esta nueva raza del hongo F. oxysporum f. sp. cubense supera el
alcance de su predecesor Foc raza 1, responsable de la devastacion del cultivar Gros
Michel, la cual fue superada desde hace poco mas de 60 afios con la introduccion de los
cultivares resistentes Cavendish. Sin embargo, la tregua al cultivo de banano ha sido
pasajera. Desde su primer reporte en 1990, la Marchitez causada por F. oxysporum f. sp.
cubense TR4 ha llegado a mermar miles de hectareas y reducir superficies enteras del
cultivo, poniendo de manifiesto la fragilidad de la estrecha variabilidad de los platanos
Cavendish, los cuales representan alrededor de la mitad de la produccion mundial de
platano, debido a que estos son particularmente susceptibles a esta nueva raza del hongo
(FAO, 2017). Es por ello que la pérdida de las areas de cultivo se han traducido en
millones de ddélares en paises como Taiwan (US $253 millones), Indonesia (US $121
millones), Malasia (US$14 millones) y Australia (AUS $138 millones anuales), mientras
que en China continental 40 mil ha de Cavendish han sido afectadas, en Filipinas se han
abandonado hasta 3000 ha de cultivo), y en Oriente Medio, Mozambique, India, Laos y
Vietnam se ha cambiado el cultivo de banano por otros cultivos, ya que incluso los
cultivares locales se ven amenazados. Recientemente, la amenaza mas temida se ha
hecho una realidad en abril de 2019 al confirmarse la presencia de Foc TR4 en Colombia
(La Guajira), elevando el riesgo en la principal zona de exportacion mundial que es la
region LAC (Latino América y el Caribe) (Altendorf, 2019; Stokstad, 2019a; 2019b; Viljoen
et al.,, 2020) .Por lo tanto, es urgente tomar medidas sanitarias y aplicar medidas de
mejoramiento al cultivo.

La segunda enfermedad flngica y de origen foliar, que representa un gran riesgo en la
produccion de platanos es la Sigatoka Negra o Rayado Negro de las hojas, cuyo agente
causal es Mycosphaerella fijiensis M. Morelet un hongo heterotalico sexual que en su
etapa anamorfa es denominado Pseudocercospora fijiensis (M. Morelet) Deighton. M.
fijiensis es un miembro de los ascomicetos, de habitos hemi-biotréficos, haploide, de la
clase Dothideomycetes, orden Capnodiales y familia Mycosphaerellacea. Esta
clasificacion taxonémica esta basada en la filogenia de su DNA, el analisis morfol4gico y
sus caracteristicas culturales (Churchill, 2011). La enfermedad del Rayado Negro de las
hojas o Sigatoka Negra se reporté en primer lugar en el Valle de Sigatoka en las Islas Fiji
durante la década de 1960. A partir de esta década se disperso alrededor del mundo en
todas las zonas tropicales productoras de platano. Actualmente, es la enfermedad foliar
mas devastadora y con mayor costo de manejo durante la produccion, llegando a costar
hasta $US 1000/ Ha. Su ciclo de vida se divide en dos fases: asexual y sexual. En la
asexual, o estadio anamorfo, el hongo es llamado Pseudocercospora fijiensis nombrado
por Deighton, mientras que en la fase sexual Mycosphaerella fijiensis descrito por M.
Morelet. Este es un hongo heterotalico haploide, hemibiétrofo ascomiceto con un sistema
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bipolar, de la clase Dothideomycetes, perteneciente a la orden Capnodiales y de la
Familia Mycosphaerellaceae (Churchill, 2011).

La enfermedad comienza a manifestarse en las hojas, donde el hongo provoca unas
rayas en tono marrén-rojizo penetrando sus hifas por los estomas, extendiéndose poco a
poco de manera paralela a las nervaduras. Con el tiempo y la extension del hongo, estas
rayas se van agregando y uniendo, hasta formar rayas de mayor grosor de coloracién
marrén -negro. Eventualmente, se forman lesiones elipticas de mayor tamafio que
coalescen, provocando necrosis. No es una enfermedad en la que el patégeno mate de
inmediato a su hospedero, ya que su habito hemi-biotréfico y el ciclo de vida del hongo
dan una pauta para que durante algun tiempo la planta sobreviva. Sin embargo, a lo largo
del ciclo de la enfermedad se observa una caida en la capacidad fotosintética llevando a
la planta a una reduccién de calidad y cantidad de fruto producido e induciendo en
ocasiones a la rdpida maduracion de los frutos en las plantas infectadas (Churchill, 2011).
El control de este patdégeno solo puede ser manejado por aplicaciones intensivas de
fungicida, requiriendo intervenciones continuas a través del afio en la mayoria de las
areas de produccion. La Sigatoka Negra causa grandes costos en la produccién mundial
de platano, superando los $500 millones por afio. Debido a | costo del manejo, ademas
del dafio ambiental para el control de la Sigatoka Negra del platano, y se propone la
utilizaciéon de herramientas biotecnolégicas para buscar nuevas estrategias para su
combate (Arango Isaza et al., 2016).
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Figura 1.5. Ciclo de vida de P. fijiensis. Desarrollo de los estadios de P. fijiensis
(M. fijiensis), con los estados de afectacion progresivo de la enfermedad de la
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Sigatoka negra en platano. A) Ciclo de vida y desarrollo de P. fijiensis causando la
Sigatoka negra (Churchill 2011).

Figura 1.6. Desarrollo de los sintomas causados por P. fijiensis. La
enfermedad de Sigatoka negra cuyo agente causal también es llamado M. fijiensis,
tiene diversos estados de afectacién progresivo observados en las hojas de
platano debido al avance de la enfermedad (Kimunye et al., 2021).
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Figura 1.7. Ciclo de vida de Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) en
platano. A) Esporas (micro y macro conidios y chlamydosporas) latentes en el
suelo o en hospederos alternativos como malezas. B) Chlamydosporas
germinando estimuladas por los exudados de raices y los tubos germinales
penetrando las raices de platano. C) Foc creciendo a través del cortex de la
epidermis y micelio invadiendo el sistema vascular. D) Conidios y chlamydosporas
son constantemente producidas en el tejido vascular. Los conidios son
rapidamente distribuidos a toda la planta a través del sistema de transpiracion. El
micelio y los bloques de goma del tejido vascular y los primeros sintomas del
amarillamiento son observados en las hojas viejas. E) Foc coloniza y destruye méas
tejido vascular provocando una marchitez intensa. F) La planta infectada muere y
la planta aledafia (la hija), la cual también esta contaminada por la madre por la
conexion vascular con la planta madre, muestra los sintomas iniciales. La planta
madre eventualmente cae al suelo y el ciclo de enfermedad vuelve a iniciar (Dita et
al., 2018).

1.4. Estrategias de mejoramiento en el cultivo de platano

Algunos de los principales factores que aumentan los costos de produccion, y en muchos
casos son responsables de las pérdidas totales de produccién, son las plagas y
enfermedades destructivas y en constante evolucion (Trebicki and Finlay 2018). Los
fitopatélogos han contribuido con el desarrollo de conocimiento y soluciones a estos
problemas de enfermedades mejorando la nutricion, y la sostenibilidad del sistema de
cultivo; fortaleciendo la capacidad de investigacion en los paises tropicales hacia cultivos
basicos para el desarrollo de las poblaciones en desarrollo (Nelson 2020) .

Adicionalmente las nuevas tecnologias y metodologias para mejoramiento de cultivos
pueden acelerar el proceso de obtencion de cultivos mejorados y resistentes a

10



CAPITULO |

enfermedades (Voss-Fels et al., 2019), sobre todo para aquellos cultivos cuyo sistema de
propagacion y o variabilidad son bajos como el caso de platano.

El cultivo de platano posee una naturaleza renuente a la propagacion convencional o
cruzada, por lo cual se propaga vegetativamente en campo a través de los hijuelos que se
forman del pseudotallo o cormo principal. Es asi que los platanares comerciales son
propagados como clonas que carecen de variabilidad genética que ayude en su
inmunidad. Por tal motivo, la mejor opcion para el mejoramiento genético de los platanos
es la ingenieria genética y los métodos de transformacion. Asi mismo se requiere de un
proceso completo de propagacion de las nuevas plantas resistentes generadas (Tripathi
et al., 2015).

Actualmente ya se cuenta con diversos sistemas de transformacion de platano, como la
transformacién por Agrobacterium (Ganapathi et al.,, 2001), la electroporacion y el
bombardeo por microparticulas (Becker y Dale 2004) .Ademds, diversos grupos de
trabajo han implementado y mejorado el sistema de regeneracién in vitro de plantas de
platano, y actualmente se cuenta con un sistema eficiente de embriogénesis somética a
partir de flores masculinas para formar células embriogénicas en suspension y lograr
regenerar plantas mejoradas genéticamente (Cote et al., 1996).

La multiplicacién de plantas in vitro ha potenciado las técnicas de ingenieria genética, que
a su vez han permitido introducir caracteristicas de resistencia o tolerancia a diversos
tipos de estrés. Ejemplos de avances significativos se tienen desde los primeros reportes
de transformacion con Agrobacterium tumefasciens (May et al., 1995) y bombardeo (Sagi
et al.,, 1995) hasta llegar a la transformacion genética mediante silenciamiento génico
inducido por el hospedero (HIGS) y la edicién génica (Tripathi et. al., 2019; Wang et al.,
2021) . Mas recientemente se han dado los primeros pasos en la edicion génica de
platano, modificando el gen PDS (Phytoenodesaturasa) (Naim et al., 2018) y algunos
genes para defensa contra patégenos como por ejemplo el gen DRM6 (Tripathi et al.,
2021) asi como la edicion de genes para el combate del virus BSV intrinseco en el
genoma B de algunos cultivares (Tripathi et al. 2019) y la edicién con el gen MaACOl1
para conceder un mayor tiempo de vida de anaquel al fruto (Hu et al., 2021).

Ademés de estos avances significativos, se cuenta con un gran acervo genético en los
genomas de bananos silvestres diploides que han sido publicados (https://banana-
genome-hub.southgreen.fr/) en especial el (genoma A) de los cultivares Musa acuminata
ssp. malaccensis (D’hont et al., 2012) y el genoma B de Musa balbisiana (Davey et al.,
2013). La disponibilidad de estos datos gendmicos también despeja el camino para la
identificaciobn de secuencias blanco, y optimiza la tecnologia de ediciébn génica
minimizando la probabilidad de efectos adversos en los platanos modificados (Pua et al.
2019).

La nueva era de los analisis masivos gendmicos, junto con la reciente explosion de datos
a gran escala de genomas de planta y las herramientas bioinformaticas brinda la
posibilidad de realizar analisis que provean evidencias en las dinamicas co-evolutivas de
las plantas y patégenos mostrando una amplia gama de oportunidades para la
identificacion y estudio de genes clave en la inmunidad. Lo anterior con el objetivo de
encontrar soluciones a las enfermedades mas devastadoras de platano, para lo cual es
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vital entender las redes de regulacién del sistema de inmunidad innata de las plantas (Han
2019).

1.5. Mecanismos de defensa en las plantas

Las plantas no poseen un sistema inmune adaptativo somético como el de los mamiferos,
en donde existen células de defensa mdviles que produzcan anticuerpos especificos de
reconocimiento para cada patégeno. Sin embargo, si poseen un sistema inmune innato
que con el paso de las generaciones ha ido adaptandose para reconocer de forma
especifica las sefiales de cada patdgeno con el que interactda (Dangl, 2006). Ademas de
las barreras fisicas y quimicas preexistentes, como son la cuticula o la pared celular, las
plantas expresan sistemas de reconocimiento y montan respuestas inmunes inducibles
que son desencadenadas inmediatamente después del primer contacto prolongado con
los patégenos (Gohre y Robatzek 2008).

La activacion de la defensa de la planta para restringir la invasién de los patégenos es a
menudo conferida por las proteinas de resistencia. Las proteinas de resistencia o también
llamadas solo proteinas R, funcionan en la percepcién de patégenos y en la activacién de
redes de sefializacion de defensa conservadas. Estas proteinas perciben en dos niveles
diferentes; de forma extracelular e intracelular. La clase mas prevalentemente encontrada
y reportada de proteinas R, contienen motivos de repeticiones ricas en leucina (LRR), un
sitio de unién a nucleédtidos (NBS) central, y un dominio amino terminal variable, siendo
estos responsables de la percepcion intracelular. Otras clases de proteinas R, poseen un
dominio extracelular LRR, un dominio transmembranal y algunas veces un dominio
intracelular serina/treonina cinasa o una cola de residuos, estas son las encargadas del
sensado extracelular (Hammond-Kosack y Kanyuka 2007).

El sistema de defensa inducible puede activarse mediante el reconocimiento de algunas
proteinas o metabolitos excretados a la célula por el patdgeno (figura 1.8), llamados
Patrones Inmunogénicos Extracelulares o ExIP, o puede ser intracelulares, por lo tanto,
llamados Patrones Inmunogénicos Intracelulares (InlP). Este es el modelo de inmunidad
espacial mas recientemente propuesto (van der Burgh y Joosten, 2019). En este modelo
de inmunidad espacial, el reconocimiento de ExIPs por los receptores de superficie celular
permiten desencadenar las respuestas extracelulares (EXTRS), lo cual puede resultar en
una simbiosis extendida con el microbio invasor o en una defensa exitosa de la planta,
dando fin a la simbiosis, llevando a la inmunidad desencadenada extracelularmente
(ExTI). Asi mismo, existe el reconocimiento de los InIPs realizado por los receptores
citoplasmicos, principalmente los NLRs, lo cual lleva a desencadenar las respuestas
intracelulares o (InTRs) y subsecuentemente desencadenar la inmunidad intracelular
(InTI) (van der Burgh y Joosten, 2019) .
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Figura 1.8. Vista esquematica del modelo de inmunidad espacial. Los
patrones inmunogénicos extracelulares (ExIPs), los cuales son acumulados bajo el
ataque de los microbios a la planta o como resultado de dafio celular, son
percibidos por receptores de superficie celular en la membrana plasmatica (MP).
Los ExIPs, son también llamados sefiales de dafio, los cuales pueden ser tanto de
patrones derivados de patégeno y efectores o patrones moleculares asociados a
dafio (mostrados como estructuras en gris fuera de la célula) y blancos de
virulencia derivados del hospedero como efectores modificados (VTs) (estructuras
en café). Los patrones inmunogénicos intracelulares (InIPs) son sefales de dafio
gue son percibidos por receptores citoplasméticos, principalmente los receptores
con repeticiones ricas en leucina de unién a nucleotidos (NLRs). Los InIPs pueden
ser moléculas derivadas de patégenos (mostradas como estructuras grises dentro
de la célula) o VTs maodificados (estructuras marrones claro). El reconocimiento de
ambos ExIPs e InIPs lleva a la activacion de las respuestas de defensa del
hospedero, referidas como inmunidad desencadenada intra y extracelular (InTl o
EXTI), respectivamente. Los ExIPs pueden actuar como efectores, y por su accion
en el espacio extracelular estos pueden suprimir o eludir la activacion de los EXTI
(linea punteada del apoplasto hasta el citoplasma). Los InIPs pueden actuar
también como efectores, con el potencial de suprimir la inmunidad desencadenada
en la superficie celular, asi como por los receptores citoplasmaticos (lineas
punteadas en el citoplasma). Las abreviaciones TTSS se refieren a el sistema de
secrecion tipo tres (van der Burgh y Joosten, 2019).
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Esta identificacién es llevada a cabo por las proteinas transmembranales extracelulares
en la primera linea de defensa, las también llamadas PRR (receptores de reconocimiento
de patrones) o proteinas receptoras de patrones de reconocimiento, las cuales se dividen
en dos grandes grupos: las LRR-RLKs (cinasas tipo receptor con dominio de repeticiones
ricas en leucina) y LRR-RLPs (proteinas tipo receptor con dominio de repeticiones ricas
en leucina). Las proteinas del primer grupo contienen ectodominios de union a ligando, un
domino sencillo de pase transmembranal, y un domino intercelular de cinasa; mientras
que el segundo grupo las RLPs son proteinas que poseen un dominio LRR vy
transmembranal, pero carecen de algin domino de sefializacién intracelular obvio (Boutrot
y Zipfel, 2017b). Entre estos tres dominios principales, el dominio intracelular puede tener
un motivo cinasa o de anclaje para interactuar internamente con otras proteinas, el
dominio intracelular hidrofébico ancla la proteina a la membrana, y el ectodominio
extracelular de unién a ligando con motivos de repeticiones ricas en leucina (LRR) funge
como sitio de reconocimiento de los patdogenos (Zipfel, 2014).

Estas proteinas PRR desencadenan un gran nimero de respuestas rio abajo dentro del
citoplasma, lo cual permite poner en marcha el mecanismo de inmunidad. En este tipo de
respuesta se estimulan las cascadas de sefalizacion involucradas en el flujo de Calcio
(Ca+2) y las MAPKs (mitogen activated protein kinases), las cuales permitiran la reaccién
de defensa de la planta, ademés se incrementa la produccion de ROS (por sus siglas en
inglés de Reactive Oxygen Species, especies reactivas de oxigeno) llevando esto a la
alcalinizacion del medio, respuestas que perjudican al patégeno. Se observa la deposicién
de callosa en la pared celular lo cual perturba la penetracién, mientras que permite la
expresion de productos antimicrobianos, como las proteinas PR (Pathogenesis Related) y
defensinas que obstaculizan atin mas la infeccion (Géhre and Robatzek 2008).

1.6. Proteinas PRR: Proteinas Receptoras de Patrones de Reconocimiento

Los genes de resistencia analogos (RGAs), como los que codifican para las proteinas
NBS, las proteinas tipo receptor cinasa (LRR-RLKS) y las proteinas tipo receptor (LRR-
RLPs), son potenciales genes de resistencia (genes R) que contienen dominios y motivos
conservados especificos (Li et al., 2016).

Las proteinas receptoras transmembranales se dividen en dos principales familias. Las
proteinas de la familia LRR-RLK (figura 1.9 a) poseen una estructura muy definida
compuesta de un dominio extracelular que en su mayoria es de repeticiones ricas en
leucina (LRR), aunque existen algunas variaciones con dominios de lisina LysM, de
Lectina y EGF-like; un dominio transmembranal, y un dominio cinasa intracelular. Las
proteinas de la familia LRR-RLP (figura 1.9 b) por su parte también poseen una estructura
principal bien defina: un dominio extracelular LRR (que en ocasiones también puede
variar), un dominio transmembranal, y a diferencia de las RLK estas carecen de un
dominio como tal de forma intracelular, sin embargo, la cola de residuos que muestran
ayuda en su interaccién intracelular con otras proteinas rio abajo (Kruijt et al., 2005;
Boutrot y Zipfel 2017b).

Las proteinas LRR-RLP tienen un papel preponderante tanto en procesos de desarrollo y
crecimiento, como en procesos de reconocimiento y defensa. Algunos ejemplos de
proteinas involucradas en procesos de desarrollo son la proteina CLAVATA 2 reportada
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en Arabidopsis, involucrada en el desarrollo de meristemos (Jeong et al.,1999)asi como
su homélogo en maiz la proteina Fea2 (FASCIATED EAR 2) (Taguchi-Shiobara et al.,
2001).

Los trabajos de sobre expresion mediante ingenieria genética de PRRs, han dado un
enfoque novedoso y una solucion original para ampliar el espectro de resistencia a
diferentes enfermedades. De hecho, en el caso de las proteinas pertenecientes a la
familia LRR-RLP existe todo un subgrupo de proteinas localizadas en Solanum spp.
(tomate) denominadas Cf las cuales son responsivas al hongo Cladosporium fulvum
(Jones et al., 1994; Dixon et al., 1996; Thomas et al., 1997; Dixon et al., 1998; Westerink
et al., 2004).

En el presente trabajo de tesis, el enfoque es en los genes de resistencia que codifican
LRR-RLPs, y nos enfocamos en los genes con estructura candnica, descrita inicialmente
con el primer miembro descrito para esta familia génica que fue la proteina Cf-9 (Jones et
al., 1994). Se han encontrado reportes en la subfamilia de proteinas Cf de tomate, que
median la resistencia contra el hongo biotréfico Cladosporium fulvum, perteneciente al
mismo orden (Capnodiales) de P. fijiensis (Arango-Isaza et al., 2016; Chang et al., 2016;
Noar y Daub, 2016),que muestran evidencia sobre el reconocimiento mediante expresion
heteréloga en N. benthamiana del gen Avr4 de P. fijiensis (Thomas et al., 1997,
Stergiopoulos et al., 2010). Debido a lo anterior, se ha formulado la hipétesis de que este
reconocimiento podria darse también en el cultivo de platano hacia el agente causal de
Sigatoka negra, por lo cual se buscan proteinas homdlogas en Musa acuminata que
respondan con el mismo mecanismo de respuesta hipersensible a esta enfermedad (Kruijt
et al., 2005; Stergiopoulos et al., 2010).

Flagelk

g2l i-281 (csp2 ) up2S pepla PR Chbn PS5 Snloat  OG eATP Ps

| 111111111"1"%1-
P. ECE b

i “l ). =.-‘-i',‘ rl.«
FIS2? FS3 CORE  XA21 ER 2 = | ¢ pores

¥ XPS1 PEFRY BLE? CEHKY LYKS EPR3 Sein) ‘.\'\} DOENY  LORE

TIWAK vy
Py At W Ararhe " & Argbydopes o P
R \ . T [

e ™ Ke

Agrd and

e Al NI l.-,-v| - o Chitin
fhvlm 27

wm 1590

G5 Hardal Ve ) CAREY | nl\ RLPZY WP NP4 Leply) NLPSS PN CERP  IYM2 LYP4e LYMIY
RaMAX RBPGY HLM2 ER

nmato Ambifopst G0 3 P @ T

Figura 1.9. Familia de Receptores de Reconocimiento de Patrones. Las PRRs
se encuentran en la membrana celular, existe una gran gama de variantes de estas
proteinas y su especificidad de reconocimiento hacia un grupo patogénico depende
de esta diferencia en sus motivos. a) Las proteinas de la familia LRR-RLK; b)
Las proteinas de la familia LRR-RLP (Boutrot y Zipfel, 2017b).
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1.7. El receptor Cf-4y su funcién

El primer trabajo en el que se identific6 un gen que codifica a una proteina de tipo RLP
(Receptor Like Protein) fue realizado por David Jones y colaboradores en 1994 (Jones et
al., 1994), en el que se reporta la estructura y secuencia del gen Cf-9 responsivo a
Cladosporium fulvum y cuya proteina se define como una glicoproteina extra-citoplasmica
anclada a membrana, debido a los dominios presentes en su secuencia proteica que
reconoce a una proteina de virulencia denominada Avr9 perteneciente a Cladosporium
fulvum. Por lo tanto, es considerado el miembro fundador de la familia de proteinas Cf en
tomate, las cuales actualmente han sido introducidas en la variedad comercial money
maker (MM) (Jones et al., 1994). Asi mismo, un par de afios mas tarde se elucidé el
origen de un nuevo gen Cf mediante las técnicas de mapeo AFLP y RFLPs,
encontrandose en el cromosoma 1 de Lycopersicum hirsutum (una variedad silvestre de
tomate actualmente denominada Solanum habrochaites). Este gen, denominado Cf-4,
codifica para una proteina con la misma naturaleza de Cf-9, es decir, una glicoproteina
anclada a membrana contando con 25 motivos de repeticiones ricas en leucina, dos mas
que la proteina Cf-9. La proteina Cf-4 reconoce a otra proteina de avirulencia, la llamada
Avrd secretada por el hongo Cladosporium fulvum (Thomas et al.,, 1997). Este par de
genes de virulencia, Avr-4 y Avr-9 junto con los respectivos genes con los que interactian
y que codifican para PRRs se han seguido estudiando, debido a que presentan una
respuesta de inmunidad muy precisa y eficiente, y que desencadenan una respuesta
hipersensible tras su respectivo reconocimiento haciéndolos un modelo para la ingenieria
genética y para los ensayos de resistencia a patégenos (Van Der Hoorn et al., 2000).

El modelo de interaccion entre proteina receptora (Cf-4) y su ligando (Avr-4) ha sido
estudiado en otras plantas modelo, como por ejemplo Nicotiana benthamiana (l.
Stergiopoulos et al., 2010). En el mencionado trabajo se identific6 un gen Cf-4 que
codifica para una RLP capaz de reconocer un gen de avirulencia de Pseudocercospora
fijiensis, el agente causal de la Sigatoka Negra, y que es homodlogo a Avr4 de C. fulvum, y
que pudo iniciar en la planta modelo N. benthamiana una respuesta de defensa similar a
la observada en tomate (Solanum lycopersicum). Este hecho se puede explicar debido a
que diferentes hongos patdgenos miembros de la clase Dothideomycete producen sus
propias proteinas de virulencia las cuales, como se logr6 demostrar en este trabajo,
comparten un porcentaje de identidad y funcionalidad (Arango-lsaza et al., 2016).

Actualmente se sabe sobre este modelo de interaccion que requiere de otras dos
proteinas receptoras, las proteinas RK BAK1 y SERKS, para formar un complejo de
reconocimiento, el cual bajo la elicitacién de Avr-4 en el apoplasto promueve la interaccion
de este complejo de receptores y la endocitosis dentro de los compartimentos positivos de
la vio tardia endosomal ARA7 y ARAG, destinados a la degradacién vacuolar (Postma et
al., 2016).
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Figura 1.10 Dominios estructurales de Cf-4. La proteina Cf-4 es una
glicoproteina extracelular anclada a la membrana con repeticiones ricas en leucina
(LRR). La secuencia es dividida en diversos dominios (A a G = 7 en total) para
enfatizar las similitudes estructurales con Cf-9 (Jones et al. 1994. El dominio A)
representa un péptido sefial putativo, y B) es la N terminal madura. La secuencia
consenso para la proteina LRR extracitoplasmica es mostrada en la caja y
alineada bajo la secuencia consenso de Cf-4, con residuos correspondientes a la
lamina beta mostrada en rojo. Los residuos correspondientes a el motivo de
laminas beta / giro beta en PRI son indicados por un paréntesis y delimitado por
lineas verticales en la secuencia Cf-4. Los dominios E, F, y G son predichos como
anclados para las proteinas Cf-9 y Cf-4 y orientados en la membrana celular
(Jones et al., 1994) . Los aminoécidos idénticos entre Cf-4 y Cf-9 son mostrados
en negro, y los amino&cidos variantes se encuentran en rojo. Las deleciones en
Cf-4 relativas a Cf-9 son indicadas en puntos. Las potenciales secuencias de
glucosilacion NxS/T son delineadas (Thomas et al., 1997).
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1.8. Estudios a escala gendmica de la familia LRR-RLP en plantas

Los receptores transmembranales anclados en la membrana celular de tipo LRR-RLP
presentan un papel fundamental en la percepcion de patrones inmunogénicos
extracelulares que desencadenen una respuesta de defensa efectiva para detener la
dispersion del patégeno. Se han encontrado involucrados diversos miembros de genes de
resistencia a enfermedades de la clase LRR-RLP que confieren resistencia a los
patégenos mas devastadores en la agricultura (Kanyuka y Rudd, 2019). Los analisis de
genoma completo de la familia LRR-RLP en plantas modelo como Arabidopsis, tomate y
arroz han proporcionado informacion valiosa sobre su estructura, organizaciéon genémica
y evolucién (Fritz-Laylin et al., 2005; Wang et al., 2008; Kang y Yeom, 2018; Steidele y
Stam, 2021). Recientemente, se han ampliado los analisis sobre la familia de receptores
LRR-RLP publicAndose reportes en plantas no modelo como son algodén (Chen et al.,
2015) y leguminosas (soya (G.max), frijol (P. vulgaris), barrel (M. truncatula), frijol mungo
(V. radiata), caupi o alubia (V. unguiculata), judia adzuki (V. angulans), guandul (C.
cajan)), (Restrepo-Montoya et al., 2021) en la planta maderable de alamo (Petre et al.,
2014) y en chile (Kang et al., 2021 a; Kang et al., 2021 b), lo cual podria permitir el
descubrimiento de nuevos genes de resistencia a enfermedades en estos cultivos.

1.9. Reportes de Genes de Resistencia en platano.

La principal fuente de recursos para mejoramiento genético contra alguna enfermedad en
los cultivos son los ancestros silvestres, es por ello de gran importancia la secuenciaciéon
de los dos principales genomas de platano el genoma de M. acuminata (D’hont et al.,
2012) y M. balbisiana (Davey et al., 2013) , y entre estos la busqueda dirigida hacia los
llamados genes de resistencia (Hammond-Kosack y Kanyuka, 2007).

Los trabajos para mejorar la resistencia a patdégenos en el cultivo de platano, y la
busqueda de genes de resistencia, sobre todo para las enfermedades flungicas mas
devastadoras, ha llevado a diversos andlisis de perfiles transcriptdmicos en blsqueda de
genes, en las vias de sefializacion que podrian conferir resistencia ( Li et al.,, 2012;
Passos et al., 2013; Guo et al., 2014; Li et al., 2013; Noar y Daub 2016; Ahmad et al.,
2020).

Entre estos reportes los primeros y mas destacables han buscado entre los genes del tipo
NBS-LRR, encontrando con la ayuda de estrategias de cebadores degenerados (Pei et
al., 2007) diferentes genes candidatos a resistencia (Peraza-Echeverria et al., 2008;
2009). Entre estos el gen mas destacable, debido a su mayor avance, ha sido el RGA2 (o
mejor conocido como RGC2), el cual fue transferido por transformacion a las plantas del
cultivar comercial ‘Enano Gigante’, y ha demostrado que confiere resistencia a Fusarium
oxysporum TR4 en el cultivo en campo experimental (Dale et al., 2017).

Ademas, existen reportes de analisis genémicos globales sobre la familia de genes NBS-
LRR, que son genes de resistencia; tanto (Miller et al., 2008) como el mas reciente reporte
de busqueda global de miembros, realizado por (Chang et al., 2020) hacen referencia a
esta familia como una buena fuente para la bausqueda de genes de resistencia. Este tipo
de trabajo nos lleva a continuar la busqueda del mejoramiento del cultivo de platano en
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las diferentes familias de genes de resistencia, por ello hemos propuesto en el presente
trabajo, realizar una revisién de la familia LRR-RLP y sus miembros, debido a que se
cuenta con suficiente evidencia inicial como indicativo de que podrian participar en la
deteccion y encendido de los mecanismos de defensa en platano.

JUSTIFICACION

Las enfermedades de origen flngico ocasionan grandes pérdidas econdmicas en la
produccion de platano. En primer lugar, el mal de Panama o marchitamiento por Fusarium
causado por Foc TR4 no tiene ningun tratamiento efectivo, por lo que obliga a los
agricultores a abandonar el cultivo de platano en esas areas; por otro lado, el manejo de
la enfermedad de la Sigatoka negra causa grandes costos en la produccion mundial de
platano, superando los $500 millones de dolares por afio. Para su control se requiere de
multiples aplicaciones de pesticidas que contaminan el ambiente y ponen en riesgo la
salud humana de las familias que laboran en las plantaciones. Ademas, la produccion y
aplicacion de los pesticidas requieren de combustibles fésiles, lo cual agudiza el problema
actual del calentamiento global. De tal forma, se le puede considerar a la industria de
platano como una de las actividades mas contaminantes en la agricultura. Actualmente se
cuenta con la secuenciacion de los genomas progenitores de banana: M. acuminata y M.
balbisiana los cuales pueden aprovecharse para realizar analisis genémicos con ayuda de
herramientas bioinforméticas acerca de una familia génica blanco y encontrar mediante
este ejercicio de escrutinio genes blanco para la edicion del genoma con las cuales
conferir nuevas caracteristicas deseables, como la resistencia a enfermedades.

Por tanto, una solucién seria la generacion de plantas de platano resistentes a hongos
como los agentes causales de las principales enfermedades en el cultivo, iniciando con la
busqueda y escrutinio en el genoma de familias de genes que puedan ser considerados
Genes Candidatos de Resistencia 0 RGCs (Resistance Gene Candidates), por lo que en
nuestro proyecto se propuso la busqueda de genes de la familia RLP en el genoma de
este cultivo, los cuales la evidencia ha demostrado, son receptores con excelente
respuesta de resistencia ante hongos patdégenos, sobre todo especies cercanas a los
agentes causales del Mal de Panama y Sigatoka Negra.
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HIPOTESIS

La familia LRR-RLP de platano esta conformada por un grupo humeroso de genes que se
distribuyen en la mayoria de los cromosomas de esta planta formando cllsters génicos, y
sus relaciones filogenéticas cercanas con genes de resistencia LRR-RLP permitira
identificar candidatos a genes de resistencia. Ademas, miembros de esta familia alteraran
su expresidn en respuesta a la infeccion con el hongo Fusarium oxysporum.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la estructura, localizacion cromosomica, filogenia y expresion de los
miembros de la familia LRR-RLP de Musa acuminata ssp. malaccensis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar la estructura y localizacion cromosémica de los miembros de la familia
LRR-RLP de platano.

2. Caracterizar las relaciones filogenéticas de los miembros de la familia LRR-RLP de
platano y analizar su expresion en respuesta a Foc raza 1 y Foc TR4.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Estudio gendmico de la familia LRR-RLP en platano

Caracterzacion de estructurs y localizacion de Caracterizaciadn de relacion filogenética y analiss de
secuenclas de genes ALP de plitano expresidn de las secuencias de genes RLP de platano
Identificacion de secuencias putativas [ Anilisis Filogenético I

de RLP en plitano
Anotacidn de secuencias [ Estructura Secundaria ]
RLP &n plitana
[ Anilisis de Expresion J
[ Locakizacitn cromosdmica ]
1 Estructura Génica y Motivas ]

Figura 1.11. Estrategia Experimental General. El estudio genémico de la familia
LRR-RLP en platano se dividié en dos objetivos especificos. El primer objetivo fue la
caracterizacién de estructura y localizacion de secuencias de genes LRR-RLP de
platano. El segundo objetivo contempla la caracterizacion de la relacion filogenética y
andlisis de expresion de las secuencias de genes LRR-RLP de platano.
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CAPITULO Il
CARACTERIZACION DE LA ESTRUCTURA Y LOCALIZACION
CROMOSOMICA DE LOS MIEMBROS DE LA FAMILIA LRR-RLP DE
PLATANO.

2.1 INTRODUCCION

El platano es el principal fruto tropical exportado y consumido a nivel mundial
(FAO,2019). La limitada resistencia ante los patégenos hace necesaria la mejora
genética, sin embargo, esta se ve obstaculizada por la esterilidad de algunos cultivares
triploides, como los del subgrupo Cavendish. Una forma de superar este problema es
desarrollar nuevos cultivares mediante métodos de mejoramiento no convencionales
(Morais-Lino et al., 2016). Es por ello que se han desarrollado diversos protocolos de
regeneracion de platano (Tumuhimbise y Talengera, 2018) y algunos protocolos de
mejoramiento genético para la introduccibn de genes de resistencia, tanto con
Agrobacterium tumefasciens (May et al., 1995) como por la técnica de biobalistica (Sagi
et al.,, 1994); hasta llegar a la nueva era de transformacion mediante la ediciébn génica
(Tripathi et al., 2019; Wang et al., 2021). Es asi como en los ultimos afios se ha
aprovechado la tecnologia de CRISPR-Cas9 para la edicibn génica en platano,
lograndose la edicién de genes como el de la PDS (Phytoeno desaturase) (Naim et al.,
2018) y algunos genes para defensa contra patégenos como el gen DRM6 (Tripathi et al.,
2021), asi como la edicion de genes para el combate del virus eBSV intrinseco en el
genoma B de algunos cultivares (Tripathi et al., 2019) vy la edicién con el gen MaACOL1
para conceder un mayor tiempo de vida de anaquel al fruto (Hu et al., 2021).Ademas de
estos avances significativos encontramos un gran acervo genético en los genomas
publicados de platanos silvestres diploides (https://banana-genome-hub.southgreen.fr/),
en especial en el genoma A proveniente de Musa acuminata ssp. malaccensis que fue
descrito por D'Hont y colaboradores (D’hont et al., 2012)y en el genoma de la especie
aportadora del genoma B, Musa balbisiana (Davey et al., 2013) La disponibilidad de estos
datos gendmicos también despeja el camino para una identificacion precisa de
secuencias blanco para la tecnologia de ediciéon del genoma, minimizando la probabilidad
de efectos fuera del objetivo en los platanos modificados (Pua et al., 2019).

Se han estudiado diversas familias de genes en las especies silvestres de platano, como
fuente de resistencia hacia las principales enfermedades fungicas causadas por Foc y P.
fijiensis. Se han aislado candidatos a genes de resistencia de la clase de sitios de union a
nucleétidos y repeticiones ricas en leucina (NBS-LRR) (Peraza-Echeverria et al., 2008;
2009; Miller et al., 2008). Notablemente, uno de estos candidatos a genes de resistencia,
el gen RGA2, también conocido como RGC2 (Peraza-Echeverria et al., 2009) demostré la
capacidad de activar una respuesta de inmunidad en Cavendish contra Foc TR4 en
pruebas de campo (Dale et al., 2017). Ademas, recientemente se publicé un andlisis a
escala genomica de la familia NBS-LRR de platano (Chang et al., 2020). El andlisis a
escala genomica de diferentes clases de genes R en platano podria facilitar la
identificacion de secuencias novedosas de genes R contra Foc o P. fijiensis, lo cual puede
ser utilizado para mejoramiento genético de cultivares susceptibles de platano destinados
al consumo local o de exportacion como es el caso del olvidado cultivar Gros Michel.
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Las proteinas de resistencia transmembranales LRR-RLP han sido estudiadas en varias
especies de plantas como Arabidopsis y Arroz (Fritz-Laylin et al., 2005; Steidele y Stam
2021), alamo (Petre et al., 2014), algoddén (Chen et al., 2015), tomate (Kang y Yeom,
2018) , legumbres (Restrepo-Montoya et al., 2021) y recientemente en chile ( Kang et al.,
2021a; Kang et al., 2021b); en platano no se habian realizado estudios, a pesar de que
existe una gran probabilidad de que en esta familia se encuentren genes de resistencia
para los hongos F. oxysporum y P. fijiensis. Para el caso del hongo F. oxysporum se han
reportado genes de resistencia de la familia LRR-RLP en tomate y Arabidopsis que
confieren resistencia para su forma specialis lycopersici (Fol), teniendo como ejemplos los
casos de los genes | e I-7 de tomate y del gene RFO2 en Arabidopsis (Shen y Diener,
2013; Catanzariti et al., 2017; Gonzalez-Cendales et al., 2016) . Por otra parte, se tienen
reportes de un gen LRR-RLP de tomate denominado Cf-4 responsable de conferir
resistencia al hongo C. fulvum mediante el reconocimiento de la proteina efectora CfAVR4
Yy que a su vez puede reconocer a la proteina efectora PfAVR4 de P. fijiensis, la cual es
homologa a CfAVR4 (Postma et al., 2016). Este reconocimiento conduce a una respuesta
tipo hipersensible en hojas de N. benthamiana (Stergiopoulos et al., 2010). Los hongos
patégenos Fol y C. fulvum son taxonémica y filogenéticamente cercanos a los patdégenos
de platano Foc y P. fijiensis, respectivamente (Arango-lsaza et al., 2016; Guo et al., 2014),
y tanto sus interacciones con el genoma de su hospedero, como su funcién, nos podria
acercar a descubrir las diferentes clases de genes de resistencia (R) que se podrian
encontrar en el genoma de platano y el papel de estos en la inmunidad del cultivo ante
sus principales patégenos. Dado estos antecedentes, en este capitulo realizamos por
primera vez la identificacion, caracterizacion estructural y localizacion en los cromosomas
de los miembros de la familia LRR-RLP de platano.
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2.2 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental llevada a cabo para el primer objetivo del proyecto se describe

gréficamente en la figura 2.1 donde se mencionan los pasos y programas utilizados en

cada etapa del analisis.

[ Caracterizacion de estructura y localizacion de secuencias de genes LRR-RLP de platano l

Rastreo de secuencias
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Figura 2.1. Estrategia Experimental.
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2.3 MATERIALES Y METODOS
2.3.1 Rastreo de secuencias LRR-RLP en el genoma de platano.

La busqueda de secuencias que presenten las caracteristicas de una LRR-RLP en el
genoma de Musa acuminata inici6 con la elaboracion de un perfii HMM (Hiden Markov
Model), con ayuda del programa hmmerbuild del paguete HMMER v3.3 (Eddy 2011)
utilizando 20 secuencias de genes LRR-RLP previamente estudiadas y caracterizadas
funcionalmente (anexo cuadro suplementario 1). La region considerada para realizar el
perfil HMM fue la region correspondiente a los dominios C3 a D utilizando el alineamiento
mdltiple realizado en el programa Clustal Omega (Sievers y Higgins, 2018) como lo
reportaron ( Kang y Yeom, 2018) el resultado se observa en la figura 2.2. El perfil creado
sirvié para realizar una busqueda en el genoma de Musa acuminata ssp. malaccensis v2
publicado en la base de datos de platano (https://banana-genome-hub.southgreen.fr/)
mediante la herramienta hmmersearch del paguete HMMER v3.3. Los nUumeros de
accesion obtenidos como resultado, se enlistaron y compilaron guardando las secuencias
en formato fasta para los siguientes analisis.

2.3.2 Identificacion de secuencias LRR-RLP en el genoma de platano.

Después de obtener los resultados de busqueda con el programa hmmserch, se procedio
a el andlisis de motivos utilizando los programas SMART (Letunic et al, 2020)
(http://smart.embl-heidelberg.de/smart/set_mode.cgi?NORMAL=1) e InterProScan (Mulder
y Apweiler, 2007) (https://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence/) con la finalidad de
detectar la presencia de los dominios de repeticiones ricas en leucina (LRR) y el dominio
transmembranal caracteristicos de la familia LRR-RLP, realizando ademas una revision
de la longitud y posicion de estos motivos. También se utilizé el programa Compute pl/Mw
(Gasteriger et al., 2005) de la plataforma Expasy (https://web.expasy.org/compute_pi/)
para determinar el punto isoeléctrico y masa molecular de cada proteina predicha.
Finalmente se emple6 una busqueda con el programa DeepLoc (Armenteros et al., 2017)
para predecir la localizacién subcelular (http://www.cbs.dtu.dk/services/DeeplLoc/). El
programa DeepLoc es un algoritmo de prediccion utilizando redes neurales profundas
para predecir la localizacion subcelular apoyandose solo en la informacién de la
secuencia aminoacidica, el modelo predictivo utiliza una red neural recurrente que
procesa la secuencia completa de la proteina y un mecanismo de atencion que identifica
las regiones importantes de la localizacion subcelular (Armenteros et al., 2017).

2.3.3 Identificacion de exones, intrones y regiones no traducibles en los genes LRR-
RLP.

Las secuencias de genes y regiones codificantes de los miembros de la familia LRR-RLP
de platano se introdujeron al programa GSDS, Gene Structure Display Server
(http://gsds.cbi.pku.edu.cn/) (Hu et al., 2015) con el objetivo de identificar las regiones de
intrones y exones de cada gene, asi como las regiones no codificantes 0o UTRs
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(untranslated regions). Esta informacion se desplegé de forma grafica junto con la
filogenia de los miembros de la familia LRR-RLP de platano.

2.3.4 Identificacién de motivos conservados en las proteinas LRR-RLP

Posteriormente se introdujeron al programa MEME v5.4.1(Bailey et al., 2015) las
secuencias proteicas de los LRR-RLP para obtener un perfil completo de motivos
conservados identificados entre la familia RLP de platano. A continuacion, se despleg6 de
manera grafica 10 motivos conservados localizados en las secuencias con ayuda del
programa GSDS a la par de la filogenia de la familia de LRR-RLP de platano.

2.3.5 Localizaciéon de los genes LRR-RLP en los cromosomas

Las secuencias génicas fueron localizadas en el cromosoma correspondiente con el
programa Map Gen 2 Chromosome v2 (MG2C) (http://mg2c.iask.inf/mg2c_v2.0/) (Chao et
al., 2021), de acuerdo a la informacién obtenida de su posicién tras hacer un tBlastn con
la secuencia proteica disponible en el genoma de M. acuminata spp. malaccensis DH-
Pahang v2. El numero de clusters fue determinado de acuerdo al criterio establecido por
(Jupe et al., 2012), el cual estima que la distancia entre dos 0 mas secuencias debe ser
igual 0 menor a 200kb para ser considerado como un cluster.

2.3.6 Modelaje tridimensional de proteinas de la familia LRR-RLP de platano

El siguiente analisis que se realiz6 fue una prediccién de la estructura tridimensional de
los miembros LRR-RLP de platano encontrados en la parte distal del cromosoma 10; para
ello se utilizé la plataforma Swissmodel (https://swissmodel.expasy.org/). El modelo
tridimensional obtenido se edité con el programa PyMoL v 2.0.7.
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2.4 RESULTADOS

2.4.1 ldentificacion, anotacion y localizacién subcelular de secuencias LRR-RLPs en
el genoma de platano.

El alineamiento de la regién que abarca del dominio C3 al D de 20 secuencias LRR-RLP y
que se utilizé para la generacién del perfil de busqueda HMM se muestra en la figura 2.2
Con el perfil HMM se logr6 la obtencion de 846 secuencias LRR del genoma de M.
acuminata spp. malaccensis. Con la combinacion de programas utilizados se logro la
identificacion 78 secuencias que cumplian con las caracteristicas y dominios de la familia
LRR-RLP (cuadro 2.1). Estos 78 miembros fueron subdivididos en dos clases, la primera
subclase con 59 miembros (76%) es la subclase donde encontramos secuencias con
motivo de péptido sefial, dominio LRR y dominio transmembranal, asi como la cola de
residuos intracelular. La segunda subclase la conforman 19 miembros (24%), los cuales
contienen el dominio LRR y el dominio transmembranal. La longitud de las proteinas LRR-
RLP vari6 de 275 aa (MaLRR-RLP54) a 1728 aa (MaLRR-RLP26). Los genes LRR-RLP
de platano fueron nombrados con el prefijo ‘Ma’ de M. acuminata seguido por un nimero
designado de acuerdo a su posicion de arriba a abajo de los 11 cromosomas.
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Figura 2.2. Alineamiento de 20 proteinas caracterizadas funcionalmente.
Alineamiento del dominio C3 al D de las 20 secuencias de genes LRR-RLP
caracterizados funcionalmente. Esta region fue utilizada para realizar la
construccion del perfil de busqueda HMM. Los amino&cidos idénticos se
encuentran sombreados de negro y las sustituciones conservadas se encuentran
sombreadas en gris.

29



CAPITULO II

Cuadro 2.1. Anotacién de genes LRR-RLP en platano. Anotacién de 78 genes

LRR-RLP identificados en el genoma de M. acuminata spp. malaccensis.

Nombre de ID Secuencia Dominios? Longitud kDa pl Localizacién
Gen Proteina Subcelular
MaLRR-RLPO1  Ma0l1_p05590.1 SP-LRR-TM 976 104.65 6.27 Membrana Celular
MaLRR-RLP02 Ma0l1_p07780.1 SP-LRR-TM 280 29.80 7.60 Membrana Celular
MaLRR-RLPO3  Ma02_p10510.1 SP-LRR-TM 280 29.77 6.71 Membrana Celular
MaLRR-RLP04  Ma02_p11370.1 SP-LRR-TM 465 49.35 9.33 Membrana Celular
MaLRR-RLPO5 Ma02_p12110.1 SP-LRR-TM 1098 12351 5.75 Membrana Celular
MaLRR-RLP06 Ma02_p12120.1 LRR-TM 684 76.37 5.00 Membrana Celular
MaLRR-RLP07 Ma02_p12140.1 LRR-TM 732 82.10 6.08 Membrana Celular
MaLRR-RLP08 Ma02_p12150.1 SP-LRR-TM 903 102,55 5.98 Membrana Celular
MaLRR-RLP09 Ma02_p12160.1 LRR-TM 1096 123.30 5.30 Membrana Celular
MaLRR-RLP10 Ma02_p12190.1 LRR-TM 584 65.46 5.73 Membrana Celular
MaLRR-RLP11  Ma02_p12580.1 SP-LRR-TM 976 108.33 5.75 Membrana Celular
MaLRR-RLP12 Ma02_p12610.1 SP-LRR-TM 795 89.78 5.55 Membrana Celular
MaLRR-RLP13 Ma02_p12630.1 LRR-TM 998 113.02 5.96 Membrana Celular
MaLRR-RLP14 Ma02_p12660.1 SP-LRR-TM 853 96.55 5.71 Membrana Celular
MaLRR-RLP15 Ma02_p12670.1 SP-LRR-TM 1076 120.27 6.48 Membrana Celular
MaLRR-RLP16  Ma03_p02400.1 SP-LRR-TM 973 106.68 5.15 Membrana Celular
MaLRR-RLP17 Ma03 p19590.1 SP-LRR-TM 772 84.27 6.44 Membrana Celular
MaLRR-RLP18 Ma03_p27010.1 SP-LRR-TM 281 29.90 5.88 Membrana Celular
MaLRR-RLP19 Ma03 p28990.1 SP-LRR-TM 1219 13493 5.40 Membrana Celular
MaLRR-RLP20 Ma03 _p29020.1 SP-LRR-TM 851 95.65 5.71 Membrana Celular
MaLRR-RLP21  Ma03_p29780.1 SP-LRR-TM 709 78.56 5.25 Membrana Celular
MaLRR-RLP22  Ma03_p29790.1 SP-LRR-TM 1073 119.30 5.36 Membrana Celular
MaLRR-RLP23  Ma03_p29840.1  SP-LRR-TM 1065 117.41 4.94 Membrana Celular
MaLRR-RLP24  Ma03_p29850.1 LRR-TM 704 78.89 5.81 Membrana Celular
MaLRR-RLP25 Ma03_p29910.1 LRR-TM 717 80.29 5.91 Membrana Celular
MaLRR-RLP26  Ma03 p29970.1 SP-LRR-TM 1728 19153 5.29 Membrana Celular
MaLRR-RLP27  Ma03_p30010.1 LRR-TM 716 79.78 5,50 Membrana Celular
MaLRR-RLP28 Ma03 p31870.1 SP-LRR-TM 287 30.02 5.40 Membrana Celular
MaLRR-RLP29 Ma04 _p06430.1 SP-LRR-TM 1092 118.88 5.18 Membrana Celular
MaLRR-RLP30 Ma04 p07610.1 SP-LRR-TM 721 77.83 8.41 Membrana Celular
MaLRR-RLP31 Ma04 p20720.1 SP-LRR-TM 841 92.49 550 Membrana Celular
MaLRR-RLP32 Ma04 p22770.1 SP-LRR-TM 728 81.22 5.01 Membrana Celular
MaLRR-RLP33 Ma04 p22780.1 SP-LRR-TM 943 104.62 5.64 Membrana Celular
MaLRR-RLP34  Ma04 p29910.1 SP-LRR-TM 984 107.17 5.60 Membrana Celular
MaLRR-RLP35 Ma04 p32290.1 SP-LRR-TM 599 66.07 7.07 Membrana Celular
MaLRR-RLP36  Ma04_p32300.1 SP-LRR-TM 597 65.97 5.97 Membrana Celular
MaLRR-RLP37 Ma04 _p32760.1 SP-LRR-TM 974 108.41 5.11 Membrana Celular
MaLRR-RLP38 Ma04 p32770.1 LRR-TM 1009 111.79 4.82 Membrana Celular
MaLRR-RLP39 Ma04 p32780.1 LRR-TM 871 96.61 4.64 Membrana Celular
MaLRR-RLP40 Ma04 p32810.1 SP-LRR-TM 993 11020 4.74 Membrana Celular
MaLRR-RLP41 Ma04 p33500.1 SP-LRR-TM 338 36.02 9.24 Membrana Celular
MaLRR-RLP42 Ma04 p35850.1 SP-LRR-TM 961 103.93 5.12 Membrana Celular
MaLRR-RLP43 Ma04 p36340.1 SP-LRR-TM 980 110.29 6.02 Membrana Celular
MaLRR-RLP44  Ma05_p12870.1 SP-LRR-TM 854  94.06 8.66 Membrana Celular
MaLRR-RLP45 Ma05_p16530.1 SP-LRR-TM 462 50.00 8.33 Membrana Celular
MaLRR-RLP46  Ma05 p19050.1 LRR-TM 481 52.82 4.94 Membrana Celular
MaLRR-RLP47  Ma06_p10770.1 SP-LRR-TM 982 107.99 6.20 Membrana Celular
MaLRR-RLP48 Ma06_p10790.1 SP-LRR-TM 925 103.14 5.72 Membrana Celular
MaLRR-RLP49 Ma06_p10800.1 SP-LRR-TM 1667 183.83 5.41 Membrana Celular
MaLRR-RLP50 Ma06_p10810.1 LRR-TM 974 107.05 5.93 Membrana Celular
MaLRR-RLP51  Ma06_p10820.1 SP-LRR-TM 990 109.57 5.94 Membrana Celular
MaLRR-RLP52 Ma06_p10830.1 SP-LRR-TM 972 107.84 5.78 Membrana Celular
MaLRR-RLP53 Ma06_p10880.1 SP-LRR-TM 475 51.97 5.45 Membrana Celular
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MaLRR-RLP54
MaLRR-RLP55
MaLRR-RLP56
MaLRR-RLP57
MaLRR-RLP58
MaLRR-RLP59
MaLRR-RLP60
MaLRR-RLP61
MaLRR-RLP62
MaLRR-RLP63
MaLRR-RLP64
MaLRR-RLP65
MaLRR-RLP66
MaLRR-RLP67
MaLRR-RLP68
MaLRR-RLP69
MaLRR-RLP70
MaLRR-RLP71
MaLRR-RLP72
MaLRR-RLP73
MaLRR-RLP74
MaLRR-RLP75
MaLRR-RLP76
MaLRR-RLP77
MaLRR-RLP78

Ma06_p26220.1
Ma06_p33510.1
Ma07_p04260.1
Ma07_p18320.1
Ma07_p19540.1
Ma07_p26290.1
Ma07_p28580.1
Ma08_p16720.1
Ma09 _p00750.1
Ma09 _p05420.1
Ma09_p22650.1
Ma09_p22680.1
Ma09_p22690.1
Ma09_p22710.1
Ma09_p22720.1
Mal0_p00450.1
Mal0_p00470.1
Mal0_p00480.1
Mal0_p00490.1
Mal0_p00500.1
Mal0_p00550.1
Mal0_p00570.1
Mal0_p16560.1
Mal0_p20250.1
Mal0 p28400.1

SP-LRR-TM
SP-LRR-TM
SP-LRR-TM
LRR-TM

SP-LRR-TM
SP-LRR-TM
SP-LRR-TM
SP-LRR-TM
SP-LRR-TM
SP-LRR-TM
SP-LRR-TM
LRR-TM

LRR-TM

SP-LRR-TM
LRR-TM

SP-LRR-TM
LRR-TM

LRR-TM

SP-LRR-TM
SP-LRR-TM
SP-LRR-TM
SP-LRR-TM
SP-LRR-TM
LRR-TM

SP-LRR-TM

275
427
733
891
1115
465
285
484
478
424
1013
1040
1082
1336
587
624
585
631
677
676
902
917
722
449
1034

29.17
45.03
79.43
97.53
122.28
49.96
29.63
52.98
52.30
44.62
112.09
114.95
119.59
148.51
65.49
70.87
65.92
71.10
76.94
75.97
100.82
102.26
77.99
49.50
112.83

8.51
8.64
6.71
5.57
5.73
5.06
5.16
5.32
6.09
8.48
5.28
5.03
5.07
511
5.64
551
6.66
5.38
6.39
5.14
5.43
5.22
4.99
5.28
5.72

Membrana Celular
Membrana Celular
Membrana Celular
Membrana Celular
Membrana Celular
Membrana Celular
Membrana Celular
Membrana Celular
Membrana Celular
Membrana Celular
Membrana Celular
Membrana Celular
Membrana Celular
Membrana Celular
Membrana Celular
Membrana Celular
Membrana Celular
Membrana Celular
Membrana Celular
Membrana Celular
Membrana Celular
Membrana Celular
Membrana Celular
Membrana Celular
Membrana Celular

% SP, péptido
transmembranal.

sefial; LRR, dominio de repeticiones ricas en
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2.4.2 Andlisis de la estructura génica de los MaLRR-RLP e identificacién de motivos
conservados en sus secuencias proteicas.

La estructura génica de los genes MaLRR-RLP se muestra en la figura 2.3. En general se
encontré que la mayoria de estos genes no cuentan con intrones o poseen solo uno. Se
observo que 42 de los 78 genes MaLRR-RLP no presentaron intrones (54%) y 21 genes
solo presentaron un intron (27%). El resto de los genes present6 2 o mas intrones; 6
genes presentaron 2 intrones, 5 genes presentaron 3 intrones, 2 genes presentaron 8
intrones, un gen presentd 9 intrones y finalmente el gen MaLRR-RLP70 presenté el mayor
numero de intrones con 10.

Por otro lado, fueron identificados 10 motivos con el programa MEME mediante el
escaneo de las 78 secuencias MaLRR-RLPs (Figura 2.4). En esta figura se observa la
distribucion de los motivos con base en la filogenia, la mayoria de los motivos detectados
estan asociados con la regién de repeticiones ricas en leucina. No se encontraron motivos
asociados con algun dominio cinasa. Estos datos apoyan la anotacién presentada en la
figura 2.4 e ilustra la distribuciéon y conservacion de estos motivos a lo largo de las 78
proteinas MaLRR-RLP. Las proteinas con estructuras similar se agruparon en el mismo
clado filogenético.
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Figura 2.3 Estructura de los genes MaLRR-RLP de platano. Los exones esta
representados por barras de color amarillo, los intrones con lineas de color negro y
los extremos 5y 3’"UTR se muestran en barras de color azul.
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Figura 2.4 Motivos conservados de las proteinas MaLRR-RLP de platano. Los
motivos conservados en las proteinas MaLRR-RLP fueron detectados con el
programa MEME, se observan representados con diversos colores.
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2.4.3 Localizacién de los genes MaLRR-RLP en los cromosomas

Como parte de la caracterizacion de las secuencias anotadas como proteinas LRR-RLP,
en este trabajo nos dimos a la tarea de ubicar la posiciéon de los 78 miembros de la familia
LRR-RLP de platano en los cromosomas de esta planta. Los 78 genes MaLRR-RLP se
distribuyeron en 10 cromosomas con excepcion del cromosoma 11, en el cual no se
encontraron genes de este tipo. La mayoria de los genes MaLRR-RLP, 47 en total (60%)
formaron clusters génicos dentro de los cromosomas. Se detect6é un total de 10 clusters
de acuerdo a los criterios de Jupe et al. (2012). En la figura 2.5 se ilustra la distribucién de
los clusters génicos; los cromosomas 6, 9 y 10 presentaron un solo clister cada uno, y los
cromosomas 2 y 3 presentaron dos clusters cada uno, mientras que en el cromosoma 4
se detectaron tres clUsters. Los cromosomas 6 y 10 presentaron los clusters mas grandes
con 7 genes en cada cromosoma. Los 10 clusteres identificados se encontraron en la
parte distal de sus cromosomas respectivos. Los 31 genes restantes se distribuyeron de
forma dispersa, en pares o triples en los 10 cromosomas, en el cromosoma 8 sélo se
encontré un gen en la parte central del mismo.

T Mal % e

M

Ll e

Figura 2.5 Distribucién de los genes MaLRR-RLP en M. acuminata ssp.
malaccensis. La Distribucion de los genes MaLRR-RLP en los cromosomas de M.
acuminata ssp. malaccensis se observa en diez de los once cromosomas, en
algunos casos formando clisters génicos.
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2.4.4 Genes LRR-RLP de platano con potencial de resistencia a Foc razal forman un
claster en el cromosoma 10.

Recientemente, Ahmad y colaboradores (Ahmad et al.,, 2020) reportaron el mapeo
genético de la resistencia hacia Foc raza 1 en el platano silvestre M. acuminata ssp.
malaccensis. Los autores descubrieron que un locus dominante es el responsable de la
resistencia hacia Foc raza 1 y lo detectaron cerca de la parte distal del cromosoma 10. La
region que mapearon asociada a este locus tuvo una extension de aproximadamente 360
kb, la cual presentd 165 genes predichos, incluyendo 19 genes LRR-RLKSs. El papel de los
LRR-RLKSs en la inmunidad de plantas los hace blancos obvios como candidatos a genes
de resistencia (CGR) para iniciar la bausqueda del gen de resistencia a Foc raza 1. Debido
a que en nuestro estudio encontramos siete genes MalLRR-RLPs (MaLRR-RLP69,
MaLRR-RLP70, MaLRR-RLP71, MaLRR-RLP72, MaLRR-RLP73, MaLRR-RLP74, and
MaLRR-RLP75) en la parte distal del cromosoma 10 (Figura 2.5), decidimos inspeccionar
los 165 genes encontrados por Ahmad y colaboradores en 2020 (Ahmad et al., 2020), en
la regién de 360 kb asociada con la resistencia a Foc raza 1. Encontramos que los
numeros de accesion de los siete genes identificados como LRR-RLPs en la parte distal
del cromosoma 10 correspondieron a siete de los 19 genes LRR-RLKs putativos
reportados por Ahmad et al y colaboradores. En base a este resultado se procedié a
analizar la estructura de los 19 LRR-RLKs putativos con las plataformas InterProScan,
SMART y DeepLoc. La anotacion de estos genes no reveld a algin gen que codificara
para una LRR-RLK (LRR-TM-Kinase), en cambio, se encontraron los siete LRR-RLPs
mencionados anteriormente, mientras que los 12 genes restantes codificaron para
dominios LRR, Cinasa y Malectina (Cuadro 2.2).

En la investigacion de la presente tesis con respecto a la familia LRR-RLP en el genoma
de M. acuminata spp. malaccensis v2, se observd que varias secuencias estaban
anotadas como LRR-RLKs, sin embargo, nuestra anotacion revel6 que su estructura
correspondia a LRR-RLPs. Considerando el papel de las LRR-RLPs en la resistencia
contra la marchitez causada por Fusarium (Gonzalez-Cendales et al.,, 2016) se
propusieron a estos siete genes MaLRRR-RLPs como CGR contra Foc raza 1. Por lo
tanto, el nimero de candidatos a genes de resistencia para Foc raza 1 en la parte distal
del cromosoma 10 podria reducirse de 19 (Ahmad et al., 2020) a solamente 7 CGR.
Ademas, entre las observaciones de los siete CGR contra Foc raza 1, se encontré que
dos de ellos, MaLRR-RLP74 y MaLRR-RLP75 mostraron un tamafio similar y una
estructura similar de superhélice LRR (Sun et al., 2013) a las proteinas de resistencia | e
I-7 que confieren resistencia a la marchitez de Fusarium en tomate (Cuadro 2.2 y Figura
2.6). Por lo tanto, en este estudio proponemos que estos dos genes MaLRR-RLP podrian
ser un buen punto de partida para la identificacién del gen responsable de la resistencia a
Foc raza 1, reduciendo de esta forma la complejidad de los ensayos funcionales en un
cultivo como platano.
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Cuadro 2.2 Analisis de genes encontrados en la parte distal de cromosoma
10. Siete genes LRR-RLP de platano propuestos en este estudio como CGR para
Foc raza 1 (resaltados en gris). Estos siete CGR para Foc raza 1 fueron
localizados en la parte distal del cromosoma 10 de M. acuminata ssp.
malaccensis, donde recientemente se mapeo la resistencia contra Foc raza 1
(Ahmad et al. 2020).

Gen Longitud Localizacién

# MaLRR-RLP ID Secuencia Dominios® Proteina kDa pl Subcelular
(aa)

1 Mal0_p00400.1 Kinase 179 19.80 5.29 Nucleo
2 Mal0_p00410.1 Malectin 397 44.11  8.62 Extracelular
3 Mal0_p00420.1 SP-LRR 377 42.13  6.13 Extracelular
4 Mal0_p00430.1 Kinase 128 14.25 6.28 Citoplasma
5 Mal0_p00440.1 LRR 209 23.29  5.94 Nducleo
6 MalLRR-RLP69  Mal0_p00450.1 SP-LRR-TM 624 70.87 5.51 Membrana Celular
7 Mal0_p00460.1 Kinase 138 15.77 5.91 Mitocondria
8 MalLRR-RLP70 Mal0O_p00470.1 LRR-TM 585 65.92 6.66 Membrana Celular
9 MalRR-RLP71  MalO_p00480.1 LRR-TM 631 71.10 5.38 Membrana Celular
10 MalLRR-RLP72  Mal0_p00490.1 SP-LRR-TM 677 76.94 6.39 Membrana Celular
11  MalLRR-RLP73  Mal0_p00500.1 SP-LRR-TM 676 75.97 5.14 Membrana Celular
12 Mal0_p00510.1 LRR 480 53.69 5.79 Citoplasma
13 Mal0_p00520.1 Malectin 241 26.28 5.26 Citoplasma
14 Mal0_p00530.1 SP-LRR 166 18.92 8.58 Extracelular
15 MalLRR-RLP74  Mal0_p00550.1 SP-LRR-TM 902 100.82 5.43 Membrana Celular
16 Mal0_p00560.1 SP-LRR 348 38.59 5.84 Extracelular
17 MalLRR-RLP75 Mal0_p00570.1 SP-LRR-TM 917 102.26 5.22 Membrana Celular
18 Mal0_p00650.1 LRR 641 71.47 5.62 Citoplasma
19 Ma10_p00660.1 LRR-TM 143 1684 547 heueuo

Endoplasmatico
:Solyc11g011180)bSP_LRR_TM 994 111.79 5.56 Membrana Celular
I-7 (AKR80573)  SP-LRR-TM 966 108.15 5.72 Membrana Celular
2SP, peptido sefial; LRR, dominio de repeticiones ricas en leucina; TM, dominio
transmembranal. ™ Genes de tomate LRR-RLP que confieren resistencia contra F.
oxysporum f. sp. lycopersici.
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MaLRR-RLPEY MaLRR-RLP7O MaLRR-RLP71 MaLRR-RLP72 MalRR-RLP73

| MaLRR-RLP74 MaLRR-RLP75

Figura 2.6. Modelaje tridimensional de CGRs. Modelaje tridimensional por
homologia de las proteinas cuyos genes se proponen como CGR para Foc raza 1,
junto al modelo de cristalografia de la proteina FLS2 y la estructura de las LRR-RLP
| e I-7 de tomate que confieren resistencia contra Fol, mostrando su plegamiento
supe helicoidal.
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2.5 DISCUSION

El pldtano es un monocultivo de reproduccion vegetativa, lo que permite mantener una
produccién homogénea del fruto, pero que, por otra parte, lo hace vulnerable al ataque de
patégenos debido a su poca variabilidad genética. Por lo tanto, la identificacion de genes
de resistencia en el germoplasma de platano es de suma importancia para el
mejoramiento genético de este cultivo y para la seguridad alimentaria en una gran parte
del mundo.

Entre los genes de resistencia identificados hasta el momento destacan aquellos que
codifican para receptores de membrana, entre los cuales se encuentran los genes LRR-
RLP. Més de 20 genes de resistencia de esta clase se han identificado hasta el momento
y varios estudios de escala genémica se han realizado para investigar la diversidad de
genes LRR-RLP de plantas. Los estudios a escala gendmica se han realizado en arroz y
Arabidopsis, (Fritz-Laylin et al., 2005; Wang et al., 2008; Steidele y Stam, 2021), tomate
(Kang y Yeom 2018), algodon (Chen et al., 2015), leguminosas (Restrepo-Montoya et al.,
2021) y chile (Kang et al. 2021a; Kang et al. 2021b). Dada la importancia de esta familia
de proteinas receptoras de membrana involucradas en el sistema inmune y sus
aplicaciones en el mejoramiento genético de plantas, en el presente trabajo se abordé la
busqueda de miembros de esta familia en el genoma del cultivo de platano.

Los resultados obtenidos de la anotacion de los genes MaLRR-RLP y el nimero de
miembros de esta familia (78 miembros en total) en platano son congruentes con reportes
previos en otros genomas de plantas, por ejemplo, en Arabidopsis se identificaron 57
LRR-RLPs (Fritz-Laylin et al., 2005) y en alamo 82 LRR-RLPs (Petre et al., 2014) En
otras especies se han reportado un mayor numero de genes LRR-RLP, por ejemplo, en
tomate se han reportado 176 genes ( Kang y Yeom, 2018) y en Capsicum annuum se han
reportado 438 genes del tipo LRR-RLP ( Kang et al., 2021). Este mayor nimero de genes
tipo LRR-RLP reportados para estas especies se debe a que estos autores usaron otros
criterios para definir una LRR-RLP, por ejemplo, consideraron proteinas con solo un
dominio LRR como una LRR-RLP o bien la combinacion SP-LRR, mientras que en
nuestro estudio utilizamos criterios mas astringentes para definir una LRR-RLP, similar a
lo reportado por (Fritz-Laylin et al., 2005).

Con respecto a la localizacién de los 78 genes MaLRR-RLPs en el genoma de M.
acuminata spp. malaccensis, se encontrd una distribucion cromosémica desigual en 10 de
sus 11 cromosomas, es decir, unos cromosomas tuvieron mas genes LRR-RLP que otros
y en el cromosoma 11 se observé una ausencia de ellos. Para establecer si estos genes
se encontraban agrupados en cluster se utilizé el criterio de (Jupe et al., 2012), con lo cual
observamos un total de 10 cluster en el genoma, con un promedio de dos cluster por
cromosoma; esto concuerda con los diversos reportes de receptores y genes de
resistencia en los que la mayoria de sus miembros conservan una distribucion aleatoria
en los cromosomas, y a la vez, se encuentran organizados en cluster. Estos cluster de
homdlogos de genes de resistencia se han observado en todos los receptores
involucrados en el sistema inmune de plantas, tal es el caso de los genes NBS-LRR, LRR-
RLK y LRR-RLP (van Wersch y Li, 2019; Kang y Yeom, 2018; Kang et al., 2021; Ngou et
al., 2022) . La mayoria de los genes MaLRR-RLP (60%) se agruparon en clusters, lo que
sugiere un origen por duplicacion génica en tandem (Michelmore y Meyers 1998; Leister,
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2004; Takos y Rook, 2012). Las familias de genes de resistencia generalmente se
expanden por duplicaciéon génica y estan sujetas a una seleccién de diversificacion, la
cual permite que aparezcan nuevas especificidades de reconocimiento a patégenos
(Houterman et al., 2008).

Por otra parte, han pasado mas de 60 afios desde la introduccidn del cultivar Cavendish
resistente a Foc raza 1 como reemplazo del cultivar altamente susceptible Gros Michel, y
aunque la resistencia mostrada por Cavendish contra Foc raza 1 hasta ahora ha sido
robusta y durable, la identidad molecular del gen de resistencia ha permanecido
desconocido. En este sentido, el mapeo realizado por Ahmad y colaboradores (2020)
(Ahmad et al., 2020) del gen de resistencia a Foc raza 1 en la parte distal del cromosoma
10 y la identificacion de 19 genes putativos RLK representé un gran paso hacia la
identificacion del gen de resistencia contra Foc raza 1. Ahora, como parte de este trabajo
de tesis, durante la investigacion de la familia MaLRR-RLP, se descubri6 que siete
miembros de esta familia se encontraron ubicados en la parte distal del cromosoma 10, y
que su numero de accesion coincidid con siete de las 19 proteinas RLK putativas
reportadas en el trabajo de Ahmad (Ahmad et al., 2020). Como resultado de la anotacion
manual, de entre estos diecinueve marcos de lectura abiertos predichos en el genoma de
platano v2 (Martin et al., 2016) no todos mostraron tener la configuraciéon de una proteina
de resistencia de clase RLK, en cambio, siete de estos ORF se predijo que tenian la
estructura de proteinas de resistencia del tipo LRR-RLP y se encontrd que su localizacion
era en la membrana celular. Estos siete MaLRR-RLPs fueron considerados entonces
como candidatos de genes de resistencia para Foc raza 1. Es importante sefialar que se
han encontrado homoélogos de los genes SIX en la secuencia del genoma de Foc raza 1
(Guo et al., 2014), por lo que cabe la posibilidad de que un LRR-RLP de platano se
encuentre involucrado en el reconocimiento de alguno de estos homdlogos de los genes
SIX en Foc raza 1. Por supuesto, se requerira mas investigacion para probar esta
hipétesis. Sin embargo, una contribucién relevante del presente estudio, es que con base
en las observaciones aqui descritas, el numero de CGR asociados con la resistencia a
Foc razal en el cromosoma 10 se ve reducido de diecinueve (Ahmad et al., 2020) a siete,
facilitando la busqueda de un gen de resistencia para este hongo.

En esta tesis se propone que para la caracterizacién funcional de los siete CGR antes
descritos, se comience con los genes MaLRR-RLP74 y MaLRR-RLP75, debido a que
estos dos genes muestran una longitud y estructura 3D similar a las proteinas codificadas
por los genes | e I-7 que confieren resistencia a F. oxysporum en tomate. De hecho, la
identificacion de los genes de resistencia | e I-7 siguieron un enfoque racional similar para
reducir la complejidad del nimero de CGR. El gen | fue mapeado en una regién de 1Mb
junto con 98 genes, incluyendo tres genes TIR-NBS-LRR y un gen LRR-RLP. Ya que los
tres genes de tipo TIR-NBS-LRR fueron asociados con la resistencia viral, el gen LRR-
RLP fue elegido en cambio como el mas prometedor para ser un gen de resistencia para
Fol en un ensayo de funcionalidad, resultando en la identificacion del gen | (Inmunidad)
(Catanzariti et al., 2017). Por su parte, el gen I-7 fue localizado en la regién de 210 Kb con
29 genes, de los cuales dieciocho fueron expresados en raices, y solo uno de ellos
parecia ser un gen de resistencia con la estructura de un LRR-RLP, resultando en la
identificacion del gen 1-7 en un ensayo funcional (Gonzalez-Cendales et al., 2016).
Curiosamente, estos dos genes de resistencia a Fol pertenecian a diferentes clados
filogenéticos, aunque cercanos. Entonces, considerando todos estos datos, los
descubrimientos de Ahmad y colaboradores (Ahmad et al., 2020), y los descubrimientos
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de la familia de MaLRR-RLP en platano en el presente estudio, se podria facilitar la
clonacién de un gen de resistencia a Foc raza 1. Una propuesta seria un ensayo de
complementacién genética usando un genotipo de platano susceptible a Foc raza 1 como
es el caso del cultivar manzano también conocido como Lady Finger; de esta manera se
podrian realizar experimentos de transformacion con los siete MaLRR-RLP RGC para
evaluar su funcion de resistencia contra Foc raza 1. Se propone Lady Finger debido a que
se ha demostrado que es un genotipo adecuado para el estudio del efecto de genes
recombinantes antiapoptoticos en la resistencia a Foc raza 1 (Paul et al., 2011).
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2.6 CONCLUSIONES

En este estudio, se identificaron 78 genes MalLRR-RLPs agrupados en nueve clados
filogenéticos, y 60% de ellos se organizaron en clasters génicos en seis de los
cromosomas de platano.

La estructura génica de los MaLRR-RLP revel6 que la mayoria de estos genes no cuentan
con intrones o0 poseen solo uno, y se identificaron 10 motivos conservados en sus
secuencias proteicas.

Se identificaron siete candidatos a genes de resistencia MaLRR-RLP asociados a la
resistencia a Foc raza 1, los cuales formaron un clUster en la parte distal del cromosoma
10.
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CAPITULO III

ANALISIS FILOGENETICO Y DE EXPRESION DE LOS MIEMBROS DE LA
FAMILIA LRR-RLP DE PLATANO

3.1 INTRODUCCION

El cultivo de platano a nivel comercial es uno de los mas homogéneos, ya que sus
cultivares provienen de un mismo origen, debido a que practicamente todos son producto
de la seleccion de los hibridos obtenidos entre el genoma A de M. acuminata y el genoma
B de M. balbisiana; por ello su mejor atributo, la homogeneidad en produccion, es a la
vez, su talon de Aquiles para hacer frente a estreses de tipo bidtico (Dale, et al., 2017)
Los estudios para el mejoramiento de platano son necesarios debido a esta vulnerabilidad
ante las enfermedades, y como respuesta a la amenaza constante del surgimiento de
nuevas variantes de las principales enfermedades fungicas; recientemente se report6 el
estudio a escala gendmica de la familia NBS-LRR de platano, esta familia de genes de
resistencia desempefia un papel muy importante en el sistema inmune de plantas (Chang
et al., 2020). No obstante, otras familias génicas involucradas en la resistencia a
patégenos aln no se han explorado a escala genémica.

La inmunidad de plantas es un mecanismo innato que inicia con el reconocimiento de
Patrones Moleculares Asociados a Dafio 0 a un Patdgeno (DAMPs/PAMPS) por sus siglas
en inglés, asi como algunos productos de genes de los patégenos mejor llamados genes
de virulencia o Avr. Las proteinas encargadas de hacer este reconocimiento son llamadas
Receptores de Reconocimiento de PAMPs (PRR) y dentro de estas, la familia de
Proteinas tipo Receptores (LRR-RLPs) desempefian un papel fundamental en el
reconocimiento de moléculas derivadas de patdgenos y en la activacion de la respuesta
de resistencia (Lu y Tsuda, 2021; J. Wang y Chai 2020; Jamieson et al., 2018). Uno de
los genes mas estudiados de esta familia es el gen Cf-4 de tomate, el cual confiere
resistencia al hongo Cladosporium fulvum, el cual tiene una relacién filogenética cercana
con el hongo Pseudocercospora fijiensis. Interesantemente, la proteina Cf-4 es capaz de
detectar a la proteina efectora MfAVR4 de P. fijiensis y activar una respuesta tipo
hipersensible en ensayos de agroinfiltracion en la planta modelo Nicotiana benthamiana
(Stergiopoulos et al., 2010; Postma et al., 2016), lo cual sugiere que en el genoma de
platano podria residir un gen de resistencia para P. fijiensis cuya proteina presente una
estructura LRR-RLP. Otro caso interesante es el reconocimiento del hongo patogénico
Fusarium oxysporum en diversas especies como Arabidopsis donde se encontré al gen
RFO2 el cual fue introducido en tomate para conferir resistencia contra Fol; asi mismo los
genes | de “inmunidad” identificados en los parentales silvestres Solanum pimpinellifolium
(gen 1) y Solanum pennellii (gen 1-3 e 1-7), los cuales fueron transferidos al cultivar
comercial de tomate confiriendo resistencia a diferentes cepas de esta especie de hongo
(Shen y Diener, 2013; Gonzalez-Cendales et al., 2016; Catanzariti et al., 2017). Con base
en estos antecedentes surge el interés de este trabajo por averiguar las relaciones
filogenéticas de los genes LRR-RLP de platano con genes LRR-RLP funcionales, lo cual
podria permitir identificar candidatos a genes de resistencia que se agrupen en los
mismos clados filogenéticos. Ademas, el estudio de la filogenia de los genes LRR-RLP de
platano con los genes LRR-RLP de otras especies de plantas, tal es el caso de las plantas
modelo Arabidopsis y arroz, podria brindar informacién valiosa de la evolucion de la
familia LRR-RLP de platano. Adicional a estos enfoques, en este capitulo de investigacion
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también proporcionamos un analisis de la expresion de varios miembros de esta familia
en respuesta a Foc raza 1 y Foc TR4.
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3.2 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia para concretar el objetivo 2 de investigacién se baso6 en la utilizacion de
herramientas bioinformaticas y plataformas de andlisis de secuencias, junto con datos
previamente publicados por otros grupos de investigacion.

Caracterizacion de relacion filogenética y andlisis de expresién de las secuencias de genes
LRR-RLP de plitano

[ Andlisis Filogenético ] l Andlisis de Expresién I [ Modelado tridimensional ]
4 J ¥
CLUSTAL (JM.EGA S MEGA X RNAseq/Retudio SWISSMODELY PYMOL
Alineamiento | Q)| Srrv—
2 Uetal. 2013

Swiss Institute of
Bioinformatics

. » o
O studio  EER

Figura 3.1. Estrategia Experimental.
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3.3 MATERIALES Y METODOS

3.3.1 Alineamiento multiple de secuencias y filogenia de los miembros de la familia
LRR-RLP de platano

Las secuencias encontradas en la versién 2 del genoma que cumplian con el criterio de
tener motivos LRR y TM, caracteristicos de las LRR-RLPs fueron sometidas a un
alineamiento de aminoéacidos con el programa MUSCLE del paquete MEGA v11.0.11
(Tamura, Stecher, and Kumar 2021). Para el alineamiento final se utiliz6 la regién la
region C3-F reportada por Fritz-Laylin y colaboradores (Fritz-Laylin et al., 2005).
Posteriormente el método estadistico Maximun Likelihood (ML) basado en el modelo
Jones—Taylor-Thornton (JTT) fue utlizado para la elaboracion de los arboles
filogenéticos, utilizando un pardmetro Bootstrap de 100 del paguete MEGA. Finalmente,
los arboles filogenéticos fueron editados para su mayor comprension mediante el
programa FigTree v1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree).

3.3.2 Filogenia de los miembros de la familia LRR-RLP de platano con proteinas de
resistencia LRR-RLP.

El segundo arbol filogenético se construyé con secuencias de proteinas LRR-RLP de
platano y proteinas LRR-RLP de resistencia caracterizadas funcionalmente con la
finalidad de encontrar relaciones filogenéticas cercanas entre las secuencias de platano y
las proteinas LRR-RLP de resistencia para de esta forma determinar posibles funciones
de los genes LRR-RLP de platano. Un total de 98 secuencias de proteinas LRR-RLP (78
de platano y 20 de otras especies de plantas) se sometieron al paquete MEGA v11.0.11
(Tamura et. al., 2021) https://www.megasoftware.net/ en donde después de haber
realizado un alineamiento mdltiple con el programa MUSCLE (Edgar, 2004) de la region
del dominio C3 al F, se procedié a procesar el arbol filogenético de acuerdo al método
Maximum Likelihood con un Bootstrap de 100 repeticiones y editarlo con el programa
FigTree v1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/FigTree/).

3.3.3 Filogenia de las familias LRR-RLP de platano, arroz y Arabidopsis.

Con el propésito de conocer las relaciones filogenéticas de las 78 proteinas LRR-RLP de
platano con los miembros de las familias LRR-RLP de Arabidopsis (57 miembros) y Arroz
(109 miembros) (Fritz-Laylin et al., 2005; Jamieson et.al., 2018; Wang et al., 2008); se
realizd un tercer arbol filogenético; con la regién que va de los dominios C3 a F de todas
las secuencias localizadas en Musa acuminata y las reportadas de Arabidopsis y Arroz.
También en la construccion de este arbol filogenético se consideré el método ML y un
parametro bootstrap 100 réplicas como se describié anteriormente.
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3.3.4 Analisis transcriptomico de los genes LRR-RLP de platano en respuesta a Foc
raza 1y FOC TR4.

La expresion de los genes LRR-RLP de platano fue analizada utilizando datos de
expresion previamente publicados por Li et al. 2013 ( Li et al., 2013). Los transcriptomas
reportados por Li et al. provienen de tejido de raices del cultivar ‘Baxi’ perteneciente al
subgrupo Cavendish el cual es resistente a la raza 1 de F. oxysporum f. sp. cubense, pero
susceptible a la raza tropical 4. Li y colaboradores utilizaron ambas razas del hongo para
retar el tejido de raiz del cultivar antes mencionado. En su publicacion identificaron una
serie de genes participantes en esta interaccion mediante la expresion génica digital, por
lo cual nos dimos a la tarea de realizar la busqueda de los genes LRR-RLP anotados en
este trabajo, en las tablas suplementarias reportadas por Li y colaboradores. Los valores
de expresibn de los genes LRR-RLP detectados con expresién diferencial fueron
utilizados para elaborar un heatmap en la plataforma Rstudio (https://www.rstudio.com/),
para cada uno de los tiempos analizados por Li y colaboradores ( Li et al., 2013). Para ello
se utilizé el paquete gplots, y el comando heatmap?2, los graficos obtenidos se utilizaron
con el objetivo de observar el patron de expresién de estos genes.

3.3.5 Modelaje tridimensional de proteinas de la familia LRR-RLP de platano

El siguiente paso en la caracterizacion de los genes homologos de la familia LRR-RLP fue
realizar un analisis predictivo de la estructura tridimensional de los miembros de platano
agrupados en los clados de los LRR-RLPs caracterizados funcionalmente. Se utilizé la
plataforma Swissmodel (Schwede et al., 2003) (https://swissmodel.expasy.org/) para
modelar las secuencias LRR-RLP de platano. Las imagenes obtenidas de este proceso se
guardaron en formato pdb para poder editar los modelos tridimensionales de la estructura
en el programa PyMoL v 2.0.7 y de esta forma obtener la estructura tridimensional finales
de las proteinas LRR-RLPs.
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3.4 RESULTADOS
3.4.1 Andlisis Filogenético de la familia de LRR-RLPs en platano

La filogenia de las 78 proteinas LRR-RLP identificadas en el proteoma de platano mostro
gue estas secuencias se distribuyeron en un total de nueve clados (figura 3.2),
encontrdndose que varios miembros de un clado también compartieron su ubicacion en el
mismo cromosoma, tal es el caso de miembros de los clados |, 11l y IX, esto podria estar
indicando una generacion de sus miembros mas recientes por fendmeno de duplicacion
en tdndem, esta misma observacion se encontr6 en tomate(Kang y Yeom, 2018) y en
alamo (Petre et al., 2014) donde se menciona que igualmente la organizacién genémica
se correlaciona con la filogenia, ya que los genes que se agrupan en los cromosomas del
genoma se reunen en el mismo clado filogenético. Al mismo tiempo se observa que estos
clados (I, lll y IX) poseen un mayor grado de expansion, ya que son los mas numerosos,
probablemente debido a que estos grupos siguen en generacion de nuevas secuencias
homologas de los receptores mediante mecanismos de duplicacion obteniéndose nuevos
pardlogos (Gabaldén y Koonin, 2013).. Las familias de genes de resistencia, a menudo
tienen una expansién por mecanismos de duplicaciébn génica y se encuentran bajo la
diversificacion por seleccién, lo cual permite el reconocimiento hacia nuevos patégenos
emergentes (Leister, 2004).
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Figura 3.2 Arbol filogenético Maximum-Likelihood de la familia LRR-RLP de
platano. Los ndmeros romanos en negritas indican los clados filogenéticos de la
familia LRR-RLP de platano. Los numeros de las ramas indican el porcentaje de 100
réplicas de bootstrap dando soporte a los nodos y s6lo se muestran aquellos con
250%. Se utilizd la region C3-F de los LRR-RLPs para la construccion el arbol
filogenético.
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3.4.2 Andlisis filogenético de los LRR-RLPs de platano con proteinas de resistencia
LRR-RLP caracterizadas funcionalmente.

Con el objetivo de elucidar las relaciones filogenéticas de las secuencias LRR-RLP de
platano con respecto a las proteinas de resistencia LRR-RLP funcionalmente
identificadas, se generd un arbol filogenético con las 78 proteinas LRR-RLP encontrados
en platano, junto con 18 proteinas de resistencia LRR-RLP funcionalmente caracterizadas
y 2 proteinas LRR-RLP involucradas en el desarrollo, para ello se utilizé la region C3-F de
las secuencias proteicas, primero llevando a cabo un alineamiento y con éste la
construccion del arbol filogenético, el resultado lo podemos observar en la figura 3.3. En
este arbol filogenético se hace énfasis en 5 clados (sombreados en azul) que contienen
candidatos a genes de resistencia (CGR) por su cercania filogenética con proteinas de
resistencia LRR-RLP o bien por estar asociados con el cluster de genes LRR-RLP que
identificamos en el cromosoma 10 y que se encuentran asociados al locus para el gen de
resistencia a la raza 1 de Foc. A cada uno de estos clados se le nombr6 con el nombre de
un gen de resistencia representativo de cada clado. Para el caso del clado con genes
asociados al locus de resistencia a Foc raza 1, a éste se le nombré como clado CGR a
Foc raza 1. El clado I-7 fue el que mas destaco en términos del nimero de genes de
resistencia LRR-RLP que se agruparon en éste con 12 genes (67%) de los 18 genes de
resistencia LRR-RLP utilizados en la construccién del arbol filogenético. Dado este patron
de agrupamiento de los genes LRR-RLP de platano con los genes de resistencia LRR-
RLP se logré la identificacion de 7 candidatos a genes de resistencia (Tabla 3.1). También
se consideraron como candidatos a genes de resistencia los 7 genes que se agruparon en
el clado CGR a Foc raza 1, haciendo un total de 14 CGR (Tabla 3.1). Adicional a esta
informacion se logro la identificacion de un posible ortélogo de platano (MaLRR-RLP76) a
los genes CLV2 y Fea2 de Arabidopsis y arroz, respectivamente, los cuales estan
involucrados en el desarrollo.
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Figura 3.3 Arbol filogenético Maximum-Likelihood de la familia LRR-RLP de
platano y LRR-RLPs de resistencia a patdégenos. Los nombres y nimeros de
accesion (en paréntesis) de los LRR-RLP involucrados en la inmunidad de plantas
o desarrollo son resaltados en color azul o verde, respectivamente. Los nimeros
de accesion de los LRR-RLPs de platano con un potencial papel en la inmunidad
de la planta o en su desarrollo son resaltados en color rojo (MaLRR-RLP33,35, 36,
46, 56, 58, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 78) o naranja (MaLRR-RLP76),
respectivamente. Los nimeros en las ramas indican el porcentaje de 100 réplicas
de bootstrap que soportan los nodos en particular y solo se muestran aquellos que
son 250%. Se utilizd la regiéon C3-F de las secuencias LRR-RLPs para la
construccion del arbol filogenético.
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Cuadro 3.1 Namero total de LRR-RLPs de platano propuestos en este estudio
como candidatos a genes de resistencia (CGR). Los genes presentados en
negritas se han elegido con base a sus relaciones filogenéticas cercanas a los
genes LRR-RLP de resistencia y los datos de mapeo de la resistencia contra Foc

raza 1 (Ahmad et al. 2020).

En la tabla se muestra el papel de los LRR-RLP

involucrados en la inmunidad de plantas que son filogenéticamente cercanos a los
LRR-RLP de platano.

Nombre del
clado

Nombre del
LRR-RLP

Papel en la inmunidad de plantas

MaLRR-RLP58
Cf-2
Cf-4
Cf-5
Cf-9
Hcr9-4E
ELR

1-7

Vel
RLP23
RLP30
RBPG1
RLM2

Candidato a gen de resistencia

Resistencia al hongo Cladosporium fulvum
Resistencia al hongo Cladosporium fulvum
Resistencia al hongo Cladosporium fulvum
Resistencia al hongo Cladosporium fulvum
Resistencia al hongo Cladosporium fulvum
Resistencia al oomyceto Phytophthora infestans
Resistencia al hongo Fusarium oxysporum

Resistencia al hongo Verticillium dahliae and V. albo-atrum

Resistencia al hongo Botrytis cinerea
Resistencia al hongo Sclerotinia sclerotiorum

Resistencia al hongo Hyaloperonospora arabidopsidis

Resistencia al hongo Leptosphaeria maculans

MaLRR-RLP78
|

CuRel

ReMAX

Candidato a gen de resistencia

Resistencia al hongo Fusarium oxysporum
Resistencia a la planta parasitica Cuscuta reflexa
Percepcion de la proteina eMAX de Xanthomonas

Focrace 1
CGR

MaLRR-RLP69
MaLRR-RLP70
MaLRR-RLP71
MaLRR-RLP72
MaLRR-RLP73
MaLRR-RLP74
MaLRR-RLP75

Candidato a gen de resistencia
Candidato a gen de resistencia
Candidato a gen de resistencia
Candidato a gen de resistencia
Candidato a gen de resistencia
Candidato a gen de resistencia
Candidato a gen de resistencia

Hcrvf2

MaLRR-RLP33
Hervf2
EIX2

Candidato a gen de resistencia

Resistencia al hongo Venturia inaequalis
Percepcion de xylanase (EIX) de hongos

RFO2

MaLRR-RLP35
MaLRR-RLP36
MaLRR-RLP46
MaLRR-RLP56
RFO2

Candidato a gen de resistencia
Candidato a gen de resistencia
Candidato a gen de resistencia
Candidato a gen de resistencia

Resistance to fungus Fusarium oxysporum
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3.4.3 Analisis filogenético de LRR-RLPs de platano, arroz y Arabidopsis

Con el objetivo de elucidar las relaciones filogenéticas de la familia LRR-RLP de platano
con las familias LRR-RLP de las plantas modelo arroz y Arabidopsis, se llevd a cabo un
alineamiento de las 78 secuencias LRR-RLP de platano con 57 miembros LRR-RLP de
Arabidopsis thaliana y 109 secuencias LRR-RLP de Oryzae sativa. El arbol filogenético
obteniendo revel6 un total de 11 clados (Figura 3.4). El clado | mostré el grupo mas
numeroso y diverso de miembros LRR-RLP de Arabidopsis y arroz, con 34 y 40
secuencias respectivamente. De forma notable este clado se subdivide en dos, uno por
cada especie y con sus respectivos miembros, separando a las monocotiledéneas de las
eudicotiledéneas. Dentro del clado | también se observan agrupados genes LRR-RLP de
resistencia a enfermedades, entre ellos algunos miembros funcionalmente caracterizados
pertenecientes a tomate, (ELR, I-7, Cf-2, Cf-4, Cf-5, Cf-9, y Hcr9-4E), un gen de Brassica
napus (RLM2) y tres de Arabidopsis (RLP23, RLP30, y RBPG1). A pesar de que el clado |
es el de mayor expansién con respecto a los demas, solo se encuentra agrupado un gen
de platano en este clado (MaLRR-RLP58), junto a las secuencias de arroz. También, se
descubrié que un total de cinco clados (I, VII, I1X, X, y XI) comparten secuencias LRR-RLP
de las 3 especies de plantas consideras en este analisis filogenético (platano, arroz y
Arabidopsis), sugiriendo que el origen de estas secuencias es antiguo y que muy
probablemente precede la divergencia de plantas monocotiledéneas y eudicotiledoneas.
El clado VI es el Gnico que se observa conformado exclusivamente por miembros LRR-
RLP de platano, mostrando ademas ser el clado con mayor expansion de miembros de
este cultivo.
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Figura 3.4 Arbol filogenético Maximum-Likelihood de las familias LRR-RLP
de platano, arroz y Arabidopsis. Los numeros de accesién de los miembros
LRR-RLP de platano, arroz y Arabidopsis estan resaltados en colores azul, rojo y
negro, respectivamente. Los nombres y nimeros de accesién (en paréntesis) de
los LRR-RLP involucrados en inmunidad de plantas o desarrollo son resaltados en
color gris o verde, respectivamente. Los nimeros de las ramas indican el
porcentaje de 100 réplicas de bootstrap dando soporte a los nodos y sélo se
muestran aquellos con =50%. Se utilizé la region C3-F de los LRR-RLPs para la
construccion el arbol filogenético.
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3.4.4 Anédlisis de expresion de los genes LRR-RLP de platano

Con el objetivo de ampliar el panorama y explorar los patrones de expresion de los genes
LRR-RLP de platano, realizamos un analisis heatmap con datos procesados de expresion
génica digital (DGE) previamente reportados por Li y colaboradores en 2013 ( Li et al.,
2013) quienes recopilaron estos valores de la interaccion platano con Foc raza 1 o Foc
TRA4. En su andlisis solo resaltaron genes con un gran valor de expresidén génica, por ello
nos dimos a la tarea de retomar los valores totales y entre estos buscar e identificar los
genes LRR-RLP de platano que pudieran estar expresados diferencialmente. Se identifico
la expresion de 18 genes LRR-RLP de platano de una poblacion total de 11,412 genes
expresados. Los datos de expresion de los 18 genes LRR-RLP de platano se utilizaron
para graficar en Rstudio los valores y presentarlos como un mapa de calor que pudiera
ayudarnos a visualizar los cambios de expresion durante la infeccién de Foc raza 1 o Foc
TRA4. En las figuras 3.5, 3.6 y 3.7 observamos los perfiles de expresion de los genes LRR-
RLP de platano en respuesta a la presencia de Foc raza 1 o Foc TR4, junto con los datos
del control.

En el primer tiempo evaluado de tres horas después de la inoculacién del patégeno
correspondiente observamos en el dendograma del mapa de calor la formacién de grupos
de expresion, entre ellos observamos a los genes MalLRR-RLP47, MaLRR-RLP43,
MaLRR-RLP11 y MaLRR-RLP53 en un primer patrén de expresién donde al parecer hay
una baja en la expresion ante Focl. En el siguiente grupo formado se encuentran los
genes MaLRR-RLP52, MaLRR-RLP01, MaLRR-RLP30, MaLRR-RLP29, y MaLRR-RLP17
en un patron de expresion similar entre los tratamientos mock y Foc raza 1 pero
observandose una baja en la expresion en el tratamiento Foc TR4. También se observo la
formacion de otros dos grupos mas pequefios uno con los genes MaLRR-RLP49, MaLRR-
RLP50 y MaLRR-RLP37, este grupo de genes tiene una expresion alta en el tratamiento
control y disminuye ante la presencia de ambas razas del hongo Foc. Los genes MaLRR-
RLP16 y MaLRR-RLP48 en este punto de la interaccion incrementan su expresion solo
ante la presencia de Foc TR4. Interesantemente, se detect6 los patrones de expresion de
tres CGR (MaLRR-RLP58, MaLRR-RLP56, MaLRR-RLP78), los cuales son homdélogos a
los LRR-RLP funcionalmente caracterizados que confieren resistencia a otras
enfermedades fungicas. El patrén de expresion de estos CGR en este primer punto de
muestreo se diferencia y resalta entre los grupos formados.
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Clave de Color

105008 1

escala-z fila

MalRR-RLP47
MaLRR-RLP43
MaLRR-RLP11
MaLRR-RLP53
MalLRR-RLPS2
MaLRR-RLPO1
MaLRR-RLP30
MaLRR-RLP29
MalLRR-RLP17
MaLRR-RLP58
MalRR-RLP49
MalLRR-RLP50
MaLRR-RLP37
MaLRR-RLP56
MalLRR-RLP42
MalLRR-RLP16
MalRR-RLP48
MaLRR-RLP78

=R

Control Focrazal FocTR4

Figura 3.5 Perfiles de expresién a 3 horas post infeccion. Perfiles de expresion
de genes LRR-RLP de platano en respuesta a F. oxysporum f. sp. cubense raza 1
(Foc raza 1) y raza tropical 4 (Foc TR4). Las muestras fueron colectadas 3 horas
después de la inoculacién de raices de platano (cultivar Cavendish) con las
respectivas razas de Foc. La escala de color representa los niveles de expresion.

En el segundo punto de datos observados a las 27 horas posterior a la inoculacion
igualmente se encuentran agrupados diversos genes, los patrones de expresion mas
destacables son los de los genes MaLRR-RLP52, MaLRR-RLP29 y MaLRR-RLP48 los
cuales son los Unicos donde ocurre un incremento en la expresion en el tratamiento de
Foc raza 1. En este tiempo resalta el patron de expresion de cinco genes que no estan
agrupados del todo entre si, pero que presentan un alto nivel de expresién en el control
muy contrario a lo observado en los tratamientos con ambas razas del hongo Foc, lo que
podria indicar que esta baja de expresién podria deberse a la presencia del hongo. Entre
estos cinco genes encontramos al gen homologo a RFO2, MaLRR-RLP56 junto con los
genes MaLRR-RLP30, MaLRR-RLP01, MaLRR-RLP47 y MaLRR-RLP11.
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Clave de Color
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MaLRR-RLP78
MalLRR-RLP18
MalLRR-RLP58
MaLRR-RLP42
MaLRR-RLPO1
MaLRR-RLP47
MaLRR-RLP53
MalLRR-RLP30
MaLRR-RLP56
MaLRR-RLP52
MalLRR-RLP29
MalLRR-RLP49
MaLRR-RLP50
MaLRR-RLP37
MalLRR-RLP11
MalLRR-RLP43
MaLRR-RLP17
MalLRR-RLP48

Control Focraza1 FocTR4

Figura. 3.6 Perfiles de expresion a 27 horas post infeccién. Perfiles de
expresion de genes LRR-RLP de platano en respuesta a F. oxysporum f. sp.
cubense raza 1 (Foc raza 1) y raza tropical 4 (Foc TR4). Las muestras fueron
colectadas 27 horas después de la inoculacion de raices de platano (cultivar
Cavendish) con las respectivas razas de Foc. La escala de color representa los
niveles de expresion.

Los datos del ultimo punto de muestreo a las 51 horas posterior a la inoculacibn muestran
diversos genes con un patron de aumento de la expresion en el tratamiento con Foc raza
1y disminucién de la expresion con Foc TR4. Entre los genes que se observaron con este
patrén de aumento de la expresion se encuentran MaLRR-RLP48, MalLRR-RLP16,
MaLRR-RLP43, MalLRR-RLP37, MalLRR-RLP52, MalLRR-RLP49, MalLRR-RLP50 vy
MaLRR-RLP11. Por otra parte, se observaron solo tres genes que manifiestan un
incremento en la expresion a diferencia de los otros dos tratamientos, dos de ellos se
encuentran agrupados, estos son MaLRR-RLP42 y MaLRR-RLP 58, y por otro lado el gen
MaLRR-RLP78. Interesantemente, el gen MaLRR-RLP 58 se encuentra en el clado I-7 y
el gen MaLRR-RLP78 se encuentra en el clado | (Figura 3.3) donde se encuentran genes
de resistencia para F. oxysporum.
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Clave de Color
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MaLRR-RLP11
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Control Focrazal FocTR4

Figura 3.7 Perfiles de expresiéon a 3 horas post infeccidn. Perfiles de expresion
de genes LRR-RLP de platano en respuesta a F. oxysporum f. sp. cubense raza 1
(Foc raza 1) y raza tropical 4 (Foc TR4). Las muestras fueron colectadas 51 horas
después de la inoculacién de raices de platano (cultivar Cavendish) con las
respectivas razas de Foc. La escala de color representa los niveles de expresion.
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3.5 DISCUSION

El cultivo de platano carece de variabilidad genética debido a su reproduccién vegetativa,
lo cual es una ventaja desde el punto de vista agronémico ya que se obtienen frutos muy
homogéneos, sin embargo, el aspecto clonal de su reproduccion lo deja vulnerable ante el
ataque de patégenos debido a la limitada variabilidad genética de su repertorio de genes
de resistencia. Por lo tanto, el desarrollo de protocolos y la utilizacion de herramientas
para el mejoramiento genético de este cultivo bésico es apremiante. Para lograr el
mejoramiento genético del cultivo de platano, es esencial explorar el repertorio de genes
de resistencia en genotipos silvestre de platano que se reproducen de forma sexual y que
son resistentes a las enfermedades que mas afectan la produccién de este cultivo.

Los genes PRR son un buen inicio para la exploracién de homdlogos de genes de
resistencia. La familia de proteinas tipo receptores con un dominio de repeticiones ricas
en leucina (LRR-RLP) son un grupo de receptores transmembranales que se han
vinculado a diversos procesos de respuesta de resistencia contra patdégenos, asi como
algunos procesos de desarrollo y respuesta a estrés abibtico (Wu et al., 2016; Steidele y
Stam, 2021). Sin embargo, no se cuenta informacién al respecto de esta familia de
receptores en platano. En el presente estudio, abordamos el estudio de esta familia de
receptores LRR-RLP a escala genémica en platano con la finalidad de determinar su
composicion, localizacion cromosémica, evolucion, expresion e identificacion de
candidatos a genes de resistencia con potencial para realizar mejoramiento genético en
este cultivo.

Adicional a la localizacién de siete CGR en el cromosoma 10 asociados al locus de
resistencia a Foc raza 1, en este segundo capitulo de investigacion reportamos otros siete
MaLRR-RLPs que consideramos como CGR basados en su relacion filogenética cercana
con los LRR-RLPs con funcién conocida en la inmunidad de plantas. Interesantemente,
estas proteinas LRR-RLP con funcién conocida no estuvieron dispersas en todos los
clados observados, si no que la mayoria de estos genes se agruparon en algunos
clusters, y en cada uno de estos estuvo presente al menos uno de los miembros de la
familia MaLRR-RLP. Dada las relaciones filogenéticas cercanas, los MaLRR-RLPs de
estos clados podrian compartir una via de transduccion de sefial comun que desencadene
la inmunidad, con lo cual se explica que se encuentren agrupadas en cluster en el arbol
filogenético.

Previamente, se reporté en platano un CGR de la clase de genes de resistencia a
enfermedades del tipo NBS-LRR conocido como RGA2 (también llamado RGC2) que se
agrupo en un clado filogenético compartido con el gen de tomate 1-2 y el gen Fom-2 de
meldn, genes que confieren resistencia a F. oxysporum (Peraza-Echeverria et al., 2009).
El andlisis funcional de RGA2 mostr6 que este gen es capaz de desencadenar una
respuesta de defensa efectiva contra Foc TR4 en campo (Dale et al., 2017). Estos
descubrimientos apoyan la idea de que los MaLRR-RLPs agrupados con LRR-RLPs con
funcion conocida e involucrados en la resistencia a enfermedades podrian estar
involucrados en el sistema inmune de platano. Por lo tanto, los MaLRR-RLPs presentados
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en este trabajo como CGR representan una plataforma valiosa con la cual se podrian
llevar a cabo ensayos funcionales que permitan la identificacion de genes de resistencia
novedosos para combatir las enfermedades mas devastadores de platano, como son la
marchitez por Fusarium y la enfermedad de Sigatoka negra. Las nuevas tecnologias
basadas en la cisgénesis o edicidon génica podrian facilitar la introduccién de nuevos
caracteres de resistencia en los cultivares de platano utilizando recursos del mismo
germoplasma de platano.

Por lo que se refiere al andlisis de las relaciones filogenéticas de las familias LRR-RLP de
platano, arroz, y Arabidopsis, descubrimos cinco clados que son compartidos entre las
tres especies de plantas, sugiriendo un origen antiguo de los miembros en estos clados
que quiza precedié al evento de divergencia entre plantas mono y eudicotiledoneas que
ocurrié hace aproximadamente 200 millones de afios atras (Li et al., 2021). Ademas, el
clado | mostré ser el clado de mayor grado de expansion y diversificacién de los miembros
LRR-RLP tanto de Arabidopsis como de arroz, pero no de platano, el cual mostré una
contraccion radical de miembros en este mismo grupo con solo un miembro agrupado
junto a estos genes. Por el contrario, el clado VIII mostr6 una mayor expansion y
diversificacién de los LRR-RLPs solo de platano. La contraccion o expansion de estos
clados filogenéticos podria ser el resultado de diferentes fuerzas de presion de seleccién
de los microbios que interactian de forma diferencial con estas especies de plantas
después de su separacion del ancestro en comun ( Li et al., 2021; Ngou et al., 2022).

Finalmente, el analisis transcripcional de los miembros de la familia MaLRR-RLP en
respuesta al estrés biético mostroé la presencia de expresion de 18 genes en tejido de raiz,
algunos de estos genes aumentaron su expresion en respuesta a Foc raza 1 o Foc TR4,
sugiriendo la presencia de elementos de regulacion en Cis que actldan en la region
promotora de estos genes y que responden a sefiales de estrés bibtico. Un estudio
transcripcional reciente de la familia LRR-RLP en Arabidopsis mostré que la expresiéon de
estos genes es modificada por estrés biético en gran medida ya que del total de genes
reportados en el genoma de Arabidopsis, el 87% de ellos resultd ser responsivo al estrés
bidtico (Wu et al., 2016). Por ejemplo, el patégeno fangico Erysiphe orontii provocé un
aumento de la expresién en el 50% de los miembros de la familia AtLRR-RLP, indicando
que un numero significativo de miembros AtLRR-RLP pueden responder a este patdgeno
en particular (Wu et al., 2016). Nosotros detectamos la expresion del 23% (18 genes) de
los 78 genes MaLRR-RLP. Este porcentaje probablemente representa a los genes
MaLRR-RLP con mayor abundancia de transcritos en el tejido de raiz, mientras que los
genes restantes no se lograron detectar debido a su bajo nivel de expresién en este tejido
que impidi6 su deteccion dentro de la cobertura de secuenciacion utilizada por Li y
colaboradores ( Li et al., 2013).
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3.6 CONCLUSIONES

Los andlisis filogenéticos nos permitieron identificar dentro de la familia de LRR-RLPs de
platano un total de nueve clados. El andlisis filogenético con los miembros MaLRR-RLP
de arroz y Arabidopsis revel6 cinco clados compartidos entre los miembros de estos tres
genomas, sugiriendo un origen antiguo que quiza preceda la divergencia de plantas
monocotiledoneas y eudicotiledoneas. Ademas, se generd evidencia de la expansion y
contraccion del nimero de genes MaLRR-RLP en diferentes clados.

Se identificaron siete genes MaLRR-RLP que se consideraron como CGR en base a su
relacién filogenética cercana con genes de resistencia LRR-RLP.

Finalmente, se detectd la expresion de un total de 18 genes MalLRR-RLP de datos
transcriptomicos de platano provenientes de tejido de raiz tratado con los patégenos Foc
raza 1 y Foc TR4. En estos datos se observdO que algunos de los MalLRR-RLP
aumentaron su expresion en respuesta a Foc raza 1 o Foc TRA4.
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CAPITULO IV

DISCUSION GENERAL, CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS

4.1 DISCUSION GENERAL

La familia de receptores transmembranales LRR-RLP juega un papel preponderante en la
percepcién de sefiales extracelulares para el desarrollo y defensa de la planta. Los
primeros genes reconocidos de esta familia de receptores han sido los genes Cf de
tomate (Jones et al., 1994; Dixon et al., 1996; Thomas et al., 1997; Dixon et al., 1998;
Westerink et al., 2004);, los genes CLV2 en Arabidopsis (Jeong et al., 1999) y Fea2 en
maiz (Taguchi-Shiobara et al., 2001); actualmente con la llegada de la era de
secuenciacion masiva junto a los programas y plataformas de analisis de datos se han
reportado los primeros escrutinios a escala gendmica de esta familia de genes en
Arabidopsis y arroz (Fritz-Laylin et al., 2005; Wang et al., 2008)) en donde se hace una
introduccion a la estructura de los LRR-RLPs y se establece los primeros conocimientos
de la filogenia de la familia asi como su organizacién y evolucidén, posteriormente
surgieron los trabajos en tomate (Kang y Yeom, 2018) y el trabajo de Steidele y Stam
(Steidele y Stam, 2021) utilizando datos de émicos para establecer la funcién de los LRR-
RLP de Arabidopsis. Esta busqueda de nuevos genes de resistencia se habia limitado a
genomas de plantas modelo como Arabidopsis, sin embargo, recientemente se han
publicado nuevos reportes en plantas que no son modelo de estudio, si no cultivos
agricolas, tal es el caso de los cultivos de dlamo (Petre et al., 2014), algodén (Chen et al.,
2015) vy diversos genomas de legumbres (Restrepo-Montoya et al.,2021),y de chile (
Kang et al. 2021a; Kang et al. 2021b).

En esta tesis se presenta por primera vez el estudio de la familia LRR-RLP de platano
mediante un analisis a escala genémica. El nimero de genes LRR-RLP que identificamos
en el genoma de platano fue de 78, lo cual se encuentra dentro del rango de este tipo de
genes que se ha encontrado en otros genomas de plantas, como por ejemplo Arabidopsis
con 57 y dlamo (Populus trichocarpa) con 82 (Fritz-Laylin et al., 2005; Petre et al., 2014).
Ademas, se encontrd evidencia de que ha habido evolucion por duplicacion de genes en
tdndem de los LRR-RLP de platano, ya que al analizar su distribucién en los cromosomas
se encontrd que la mayoria de ellos formaban grupos de genes. Cabe sefialar que en los
cromosomas de otras especies de plantas se ha encontrado este patron de agrupamiento
para genes de resistencia a enfermedades LRR-RLP y NBS-LRR (Kang y Yeom, 2018;
Fritz-Laylin et al., 2005; Petre et al., 2014; Mizuno et al., 2020; Leister, 2004) Se sabe que
las familias de genes de resistencia a enfermedades frecuentemente se expanden por
duplicacion de genes y se encuentran bajo una seleccion diversificadora, lo cual permite
el surgimiento de nuevas especificidades de reconocimiento de patégenos (Houterman et
al., 2008).

Hace mas de 60 afios que el cultivo de platano superé el reto que representé Foc raza 1,
mediante la introduccién del cultivar Cavendish resistente a este hongo como reemplazo
del cultivar Gros Michel que es altamente susceptible. A pesar de que la resistencia del
cultivar Cavendish contra Foc raza 1 ha demostrado ser bastante robusta y duradera,
hasta el momento se desconoce la identidad molecular del gen responsable de esta
resistencia. En este sentido, el estudio realizado por Ahmad y colaboradores (Ahmad et
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al., 2020) que reporto el mapeo del gen de resistencia de Foc raza 1 en la parte distal del
cromosoma 10 de platano, asi como la identificacion de 19 genes RLK putativos en esta
misma regién representa un paso muy importante hacia la identificacion de un gen de
resistencia contra Foc raza 1. En este trabajo de tesis, se realiz6 un estudio de la familia
LRR-RLP de platano, y se encontraron siete miembros de esta familia en la parte distal
del cromosoma 10, y se encontré ademas que sus nimeros de acceso correspondian con
siete de los 19 genes putativos reportados por Ahmad y colaboradores (Ahmad et al.,
2020) . La anotacién manual revel6 que estos 19 marcos de lectura abiertos predichos en
la secuencia del genoma del platano v2 (Martin et al., 2016) no mostraron una
configuracion correspondiente a la clase RLK de proteinas de resistencia; por el contrario,
se predijo que siete de estos genes poseian una estructura LRR-RLP de proteinas de
resistencia con una ubicacion en la membrana celular. Con base en estos resultados, se
consideraron que estos siete LRR-RLP eran los genes con mayor probabilidad de estar
asociados con la resistencia a Foc raza 1. Interesantemente, estos siete candidatos a
genes de resistencia (CGR) LRR-RLP se agruparon en un clado junto al clado del gen de
tomate |. Cabe sefialar también que el gen de tomate | codifica para una proteina LRR-
RLP que tiene la capacidad de reconocer la proteina de avirulencia SIX4 (secretada en el
xilema 4) de Fol (Guo et al., 2014) , y esta interaccion desencadena una respuesta
inmune que detiene su propagacion (Houterman et al., 2008; van der Does et al., 2019).
Es de relevancia sefialar también que filogenéticamente, Fol estd estrechamente
relacionado con Foc raza 1 y Foc TR4, ademas de que se han encontrado homologos a
los genes SIX en la secuencia del genoma de Foc raza 1 (Guo et al., 2014), lo que
plantea la posibilidad de que un LRR-RLP de platano pueda estar involucrado en el
reconocimiento de un homélogo SIX de Foc raza 1. Por supuesto, sera necesario realizar
mas investigacion dirigida a probar esta hipétesis. Sin embargo, un avance muy
importante es que con base en estas observaciones, el nimero de CGR de platano
asociados con la resistencia a Foc raza 1 en el cromosoma 10 de platano puede reducirse
de 19 (Ahmad et al., 2020) a siete. Por todo lo anterior, se escogieron los genes MaLRR-
RLP74 y MaLRR-RLP75 como un buen punto de partida para comenzar con la
caracterizacién funcional de los siete CGR antes mencionados, ya que mostraron un
tamafio y estructura 3D similares a las proteinas | e |-7 deducidas que confieren
resistencia a F. oxysporum en tomate. De hecho, cabe mencionar que la identificacién de
los genes de resistencia | e I-7 siguié un enfoque racional similar con el fin de reducir la
complejidad del numero de CGR. El gen | fue mapeado en una regién de 1 Mb con 98
genes, incluyendo tres TIR-NBS-LRR y un gen LRR-RLP. Dado que los tres genes TIR-
NBS-LRR se asociaron con una resistencia viral, el gen LRR-RLP fue elegido como el gen
con mayor probabilidad de conferir resistencia a Fol para un posterior ensayo funcional, lo
que resulté en la identificacion del gen | (Catanzariti et al., 2017). Por su parte, el gen -7
se localizé en una region de 210 kb con 29 genes, de los cuales 18 se encontraron
expresados en raiz, y solo uno de ellos tenia la apariencia de un gen de resistencia con
una estructura LRR-RLP, lo cual resulté en la identificacion del gen I-7 en el ensayo
funcional (Gonzalez-Cendales et al., 2016). Curiosamente, estos dos genes de resistencia
a Fol se encontraron en diferentes clados filogenéticos, aunque ambos clados estaban
muy cercanos uno del otro.

Es importante reconocer que, tomando en conjunto los hallazgos de Ahmad vy
colaboradores (Ahmad et al., 2020) y los de esta tesis sobre la familia de banano LRR-
RLP, se deberia facilitar la clonacion de un gen de resistencia a Foc raza 1 en platano. En
este sentido, resultaria interesante un enfoque de complementacion genética utilizando un
genotipo susceptible a Foc raza 1, por ejemplo ‘Lady Finger’, con el que se realizarian
experimentos de transformacion usando cada uno de los siete CGR LRR-RLP con el
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objetivo de evaluar su funcién en la resistencia de Foc raza 1. Se sugiere que se podrian
comenzar los estudios usando el cultivar Manzano también conocido como ‘Lady Finger’
debido a que se ha demostrado previamente que es un genotipo adecuado para el estudio
de la funcién de los transgenes antiapoptéticos en la resistencia a Foc raza 1 (Wolfe et al.,
1989). También resulta interesante el escenario en el que una vez obtenido un gen de
resistencia a Foc raza 1 en platano, y aunado a la disponibilidad del gen NBS-LRR RGA2
de platano antes mencionado (Dale et al., 2017) se pudiera obtener una nueva variedad
de platano que sea resistente tanto a Foc raza 1 como a Foc TR4; en este escenario se
podria incluso contemplar la ‘resurreccion’ de un cultivar tan apreciado como lo era el
cultivar Gros Michel, el cual podria regresar al comercio internacional 60 afios de su salida
del mercado.

En este estudio, ademas de los CGR de Foc raza 1 ubicados en el cromosoma 10, se
encontraron otros siete LRR-RLP de platano que se consideraron como CGR con base en
su estrecha relacion filogenética con LRR-RLP que tienen funciones conocidas en la
inmunidad de las plantas. En este punto cabe recordar que en platano tenemos el caso
del gen RGA2 (también conocido como RGC2) cuyo analisis funcional mostr6 que era
capaz de conferir una respuesta inmune efectiva contra Foc TR4 en pruebas de campo
(Dale, etal., 2017) . Se sabe que en un principio este gen fue considerado como un CGR
de la clase NBS-LRR de genes de resistencia y se observl que se agrupaba en un clado
filogenético compartido por los genes |-2 de tomate y Fom-2 de melén, los cuales
confieren resistencia a F. oxysporum (Peraza-Echeverria et al., 2009) . Este antecedente
apoya la idea de que los LRR-RLP de platano que se agruparon con LRR-RLP conocidos
involucrados en resistencia a enfermedades podrian tener una funcibn en la
inmunidad. Por lo tanto, en este trabajo de tesis también se sugiere que estos CGR LRR-
RLP de platano podrian representar una plataforma valiosa sobre la cual se pueden
realizar posteriormente ensayos funcionales con el objetivo de identificar nuevos genes de
resistencia para combatir las enfermedades mas dafinas del platano, incluyendo las
ocasionadas por Fusarium y la enfermedad de la Sigatoka negra.

Con el fin de analizar las relaciones filogenéticas de los miembros de la familia LRR-RLP
de platano con el conjunto completo de LRR-RLP de otros genomas de plantas, se
eligieron a las familias LRR-RLP de las plantas modelo Arabidopsis y arroz. Ambas
plantas modelo compartieron cinco clados con platano, lo que sugiere un origen antiguo
para estos clados filogenéticos que pueden ser anteriores a la divergencia de las plantas
monocotiledéneas y dicotileddneas, lo cual ocurrio hace aproximadamente 200 millones
de afios (Li et al., 2021; Wolfe et al., 1989) . La contraccion o expansiéon de LRR-RLPs
gue se observé en algunos de los clados filogenéticos en las tres plantas puede deberse a
diferentes presiones de seleccién de microorganismos que dan forma a la diversidad de
receptores inmunes en estas especies de plantas después de haberse separado de su
ancestro comun (Li et al., 2021; Ngou et al., 2022).

En este trabajo de tesis también se realiz6 un andlisis transcripcional de la familia LRR-
RLP del platano en respuesta al estrés bidtico, el cual mostré la expresion de 18 genes
gue estaban presente en el tejido de la raiz del platano, asi como de algunos genes que
fueron regulados de forma positiva en respuesta a Foc raza 1 o Foc TR4, lo cual sugiere
la presencia de elementos reguladores en cis en los promotores de estos genes que
responden a las sefales de estrés hidtico. Un estudio transcripcional reciente de la familia
LRR-RLP en Arabidopsis mostré que el estrés bidtico perturbd la expresion de la mayor
proporcion (87%) de 51 genes LRR-RLP (Wu et al.,, 2016) . Por ejemplo, el patégeno
fungico Erysiphe orontii causé un incremento de la expresion del 50% de los miembros de
la familia LRR-RLP, lo que indica que un numero significativo de LRR-RLPs puede
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responder a un patdgeno en particular (Wu et al., 2016). También se detecto la expresion
del 23% de los 78 LRR-RLP de platano en los datos transcriptomicos de Li y
colaboradores (Li et al., 2013) ; este porcentaje probablemente representa los genes LRR-
RLP con las transcritos mas abundantes en el tejido radicular, mientras que los genes
restantes no fueron detectados muy probablemente debido a sus bajos niveles de
expresion que no permitié su deteccion en la cobertura de secuenciacion utilizada. Se
pude decir que, en general, el andlisis transcriptomico aqui presentado puede servir de
base para posteriores estudios de expresion, asi como también estudios funcionales de la
familia LRR-RLP en platano.
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4.2 CONCLUSIONES GENERALES

En este estudio, se logré realizar un andlisis a escala gendmica de la familia de
receptores LRR-RLP de platano. A continuacion, presentamos las conclusiones mas
notables:

1.-Se identificaron 78 genes LRR-RLP en el genoma de platano que se distribuyeron en
nueve clados filogenéticos y se descubrié que el 60% de ellos formaron clisters en un
total de 6 cromosomas.

2.-Se identifico un cluster de siete genes MaLRR-RLP en la parte distal del cromosoma
10, donde se maped previamente la resistencia a la raza 1 de Foc, por lo que estos siete
genes se consideraron como candidatos a genes de resistencia para Foc raza 1.

3.- Se identificamos otros siete genes que se proponen como candidatos a genes de
resistencia con base en sus relaciones filogenéticas cercanas con genes de resistencia
LRR-RLP conocidos. Por lo tanto, se logré identificar un total de 14 candidatos a genes de
resistencia de la familia LRR-RLP de platano.

4.-El andlisis filogenético de las familias de genes LRR-RLP de platano, arroz y
Arabidopsis revelo cinco clados filogenéticos compartidos entre estas tres especies,
sugiriendo un origen ancestral que podria preceder la division de plantas
monocotiledéneas y dicotiledéneas. Ademas, se encontré evidencia de expansion y
contraccion del niumero de genes MaLRR-RLP de platano en determinados clados
filogenéticos.

5.-Finalmente, se detectd la expresion de 18 miembros de la familia LRR-RLP de platano
en datos transcriptdémicos de plantas tratadas con Foc raza 1 y Foc TR4, donde algunos
genes MaLRR-RLP mostraron aumentar o disminuir su expresion en respuesta a estas
dos razas de F. oxysporum.

El analisis a escala genémica de la familia LRR-RLP en platano proporciond recursos
valiosos que muy probablemente facilitaran la clonacién de un gen de resistencia a la raza
1 de Foc y otros genes de resistencia a enfermedades para el mejoramiento genético de
los cultivares de platano y quizas de otros cultivos.

67



CAPITULO IV

4.3 PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en este trabajo han sentado las bases para elucidar la funcién
de los miembros de la familia LRR-RLP de platano y entender su papel en el sistema
inmune de esta planta. Los recientes hallazgos de Ahmad et al. 2020 (Ahmad et al., 2020)
y nuestros descubrimientos sobre la familia LRR-RLP de platano podrian facilitar la
clonacion de un gen de resistencia a Foc raza 1, lo cual permitira entender el mecanismo
de percepcion de la proteina codificada por este gen y la cascada de sefializacion para
activar la respuesta de resistencia. Con la finalidad de evaluar la funciéon de los siete
genes LRR-RLP que fueron considerados como candidatos a genes de resistencia para
Foc raza 1 se propone una estrategia de complementacion genética que utilice un
genotipo susceptible a Foc raza 1 para realizar experimentos de transformacion genética
con cada uno de los siete genes LRR-RLP mencionados anteriormente y de esta forma
evaluar su papel en la resistencia a Foc raza 1. Se ha demostrado que el cultivar
Manzano también conocido como Lady Finger podria facilitar un estudio funcional de esta
indole ya que se pueden obtener plantas transgénicas a partir de suspensiones
embriogénicas en un tiempo mas corto en comparacion con otros cultivares y su utilidad
para este fin ha sido demostrada en el estudio de transgenes antiapoptéticos en la
resistencia a Foc raza 1 (Paul et al., 2011). La identificaciébn de un gen de resistencia
LRR-RLP para Foc raza 1 en platano junto con el gen RGA2 (también conocido como
RGC?2) (Peraza-Echeverria et al., 2008; 2009; Dale et al., 2017) de la familia NBS-LRR de
platano y que confiere resistencia contra Foc TR4 abre numerosas oportunidades para el
mejoramiento genético del cultivar Gros Michel para regresarlo al comercio internacional
60 afios después de su desaparicion. EI mejoramiento genético de Gros Michel podria
llevarse a cabo mediante una estrategia de cisgénesis o bien mediante edicion de genes
usando CRISPR.

Por otro lado, el repertorio de genes LRR-RLP identificados en este trabajo podrias asistir
en la basqueda de un gen de resistencia para la Sigatoka negra tomando en cuenta que
se tienen evidencias que apuntan a que en esta familia de genes podria residir un gen de
resistencia para esta enfermedad.
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ANEXO

Cuadro suplementario 1. Genes LRR-RLP con funcién conocida en inmunidad de plantas o desarrollo
utilizadas en este estudio para la construccion del perfil HMM vy el analisis filogenético.

Gene NUmero Especie RLP Longitud  Localizacion Funcion Referencia
accesion Estructura* Proteina Subcelular
Genbank (aq)
Cf-9 AAA65235 Solanum SP-LRR-TM 863 Membrana Inmunidad ~ Jones et al.
pimpinellifolium Celular de Planta 1994
Cf-2 AAC15779  Solanum SP-LRR-TM 1112 Membrana Inmunidad  Dixon et al.
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