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RESUMEN 

La palma de cocotero (Cocos nucifera L.) es una especie tropical ecológica y 
económicamente importante. Esta palma es atacada por patógenos de diversa 
naturaleza, como son virus, viroides, hongos, protozoarios, nematodos y mollicutes. 
Dada su naturaleza epidémica, el Amarillamiento Letal (AL) es la enfermedad más 
seria que afecta a esta especie en América Central, el Caribe y África. El AL es una 
enfermedad devastadora restringida al floema y provocada por un fitoplasma. 
Aunque hay muchos estudios epidemiológicos para esta y otras enfermedades que 
afectan a la palma, la fisiología de la interacción cocotero-patógeno a nivel 
bioquímico y molecular ha sido poco estudiada y por lo tanto, es poco comprendida. 

La modificación covalente de proteínas por fosforilación/desfosforilación es, 
probablemente, el mecanismo de transducción de señales más importante tras la 
percepción de estímulos extracelulares. Esta actividad la llevan a cabo Proteínas 
Cinasas Activadas por Mitógenos (MAP cinasas), enzimas que constituyen una vía 
de comunicación intracelular conservada en eucariotes. La participación de la vía de 
las MAP cinasas después de la percepción del estrés biótico y abiótico ha sido 
demostrada en diversos modelos y especies vegetales de importancia económica. 
En el presente trabajo de investigación, se decidió evaluar si la presencia de un 
inductor de origen fúngico activa a las MAP cinasas de cocotero, con el objetivo de 
obtener una mejor comprensión de la interacción cocotero-patógeno. 

Mediante un modelo de inducción de las respuestas de defensa, que 
consistió en el reto de callos de cocotero con el inductor de origen fúngico 
quitosano, se evaluó la respuesta de las MAP cinasas a nivel transcripcional y 
postraduccional. Mediante ensayos de cinasa en. gel, inmunodetección e 
inmunoprecipitación, se determinó que una posible MAP cinasa de -46 kDa se 
activa en respuesta a la presencia del inductor. Esta evidencia sugiere que esta 
cinasa podría participar en la transducción de la señal después de la percepción del 
inductor. 

Por otra parte, utilizando ensayos de RT-PCR con cebadores degenerados 
diseñados a partir de regiones conservadas de MAP cinasas, se clonaron 
secuencias de ADNc de MAP cinasas de callo de cocotero, correspondientes a la 
región catal ítica. Asimismo, ensayos de tipo RACE permitieron clonar secuencias de 
ADNc de genes de MAP cinasas de hoja de cocotero que corresponden a sus 
extremos s· y 3'. Utilizando estas secuencias como sondas se determinó, mediante 
ensayos de expresión, que bajo las condiciones en las que se realizó el 
experimento, no se observaron cambios en la población de los ARN mensajeros 
correspondientes a MAP cinasas de cocotero como respuesta al tratamiento con el 
quitosano. Esto sugiere que uno de los niveles de regulación de la MAP cinasa que 
está involucrada en la señalización ante el inductor es el postraduccional. 
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ABSTRACT 

Coconut palm (Cocos nucifera L.) is an ecologically and economically 
important species in the tropics. Unfortunately, this palm is subjected to the attack of 
severa! disease-producing agents, including viruses, viroids, fung i, protozoa, 
nematodes and mollicutes. Lethal Yellowing (L Y) has become the most serious and 
devastating disease in Central America, the Caribbean and Africa due to its epidemic 
nature. The L Y causing agent, a phytoplasm, is located in the plant phloem. Even 
though, there are many epidemiological studies about L Y and other coconut 
diseases, the basic physiology of coconut-pathogen interaction is poorly understood. 

The covalent, post-translational modification of proteins by 
phosphorylation/dephosphorylation is probably the most important signa! 
transduction mechanism used after the perception of extracellular signals. One of the 
transduction pathways that uses this signaling mechanism comprises Mitogen
Activated Protein Kinases (MAPKs), enzymes that constitute one of the most 
conserved signaling pathways in eukaryotes. The role of the MAPK pathway after the 
perception of many biotic and abiotic stresses has been demonstrated in severa! 
plant models and also, in economically important crop species. Therefore, the main 
goal of th is project is to determine if the presence of a fungal-derived elicitor 
activates the MAPKs. This work may constitute a step in the understanding of the 
physiology of coconut-pathogen interaction. 

The imbibition of coconut calli with the fungal-derived elicitor chitosan was 
used as a model for the induction of defense responses and evaluating the behavior 
of MAPKs at the post-translational and transcriptional levels. By means of an in situ 
kinase gel assay and immunological techniques, it was found that a -46 kOa MAPK
Iike enzyme was activated in response to the elicitor treatment. This suggests that a 
kinase may participate in the signa! transduction after the perception of chitosan. 

On the other hand, by means of the RT-PCR technique, and using 
degenerate primers flanking conserved motifs of plant MAPKs, we amplified and 
cloned cONAs corresponding to the catalytic region of coconut calli MAP kinases. 
Furthermore we amplified and cloned 5' and 3' cONA ends of coconut leaves 
MAPKs using RACE-Iike assays. 

In arder to evaluate modifications of mRNA populations of MAPK genes, we 
performed Northern blot assays using a MAPK cONA sequence from coconut calli as 
a probe. The expression analyses revealed that there were no modifications of MAP 
kinases mRNA's population could be found in coconut calli treated with chitosan. 
This result suggests that the MAP kinase that responds after the elicitor treatment 
may be regulated, at least, at the post-translational leve!. 
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INTRODUCCIÓN 

Cocos nucifera L. , conocida comúnmente como coco, palma de coco o 
cocotero, es tal vez uno de los árboles mejor reconocidos de los trópicos y uno de 
los más importantes económicamente hablando. 

Cocos nucifera L. se cultiva en 1 00 países alrededor del mundo, alcanzando 
una superficie aproximada de 12 millones de Ha, donde se producen 50 billones de 
nueces de coco, las cuales producen 1 O millones de toneladas métricas de copra 
(Taufikkurahman, 1993). Las plantaciones más extensas se encuentran en Filipinas, 
Indonesia y la India (Samosir et al. , 1999). 

La importancia económica del cocotero radica en el número de empleos que 
genera debido a la producción de copra y su uso como materia prima para la 
obtención de derivados industriales. El endocarpio de la nuez tiene un uso extenso 
como carbón activado; el endospermo es una fuente importante de aceite y 
constituye la única fuente de ácidos grasos de cadena corta, como el ácido !áurico. 
El aceite de coco es utilizado mundialmente en industrias, como las del jabón, de los 
alimentos y de los cosméticos, entre muchas otras (Hocher et al. , 1999). 

En México, el cocotero representa la fuente de ingresos para miles de 
familias que participan en la cosecha, el procesado, la industrialización, la 
comercialización de fruta fresca y la fabricación de artesanías. 

Como muchas de las especies vegetales de importancia agrícola, la palma 
de cocotero es atacada por múltiples organismos, entre los que se encuentran 
insectos, virus, bacterias, organismos tipo micoplasma y hongos; lo que mengua la 
cantidad y la calidad del fruto aprovechado. Ciertas enfermedades causadas por 
algunos patógenos son, inclusive, mortales para la palma, como la enfermedad 
denominada Amarillamiento Letal (AL), que ha arrasado con las poblaciones de 
cocotero y de otras palmas alrededor de la Península de Yucatán (INIFAP, 1997; 
Oropeza et al., 1998). Actualmente el AL está presente en las costas del Golfo y del 
Caribe de México, y en la mayoría de los países de Centroamérica, en donde 
cientos de miles de palmas han muerto y millones se encuentran en riesgo, debido a 
que la variedad más común de cocotero, el Alto del Atlántico, es muy susceptible 
(Harries, 2001 ). 

Para entender, y posteriormente incidir en la resolución del problema, no 
sólo del AL, sino de las enfermedades causadas al cocotero por patógenos de otra 
naturaleza, es necesario comprender la fisiolog ía de la interacción planta-patógeno y 
la manera natural en que las plantas se defienden ante los microorganismos. Para 
conseguir este objetivo, es imprescindible conocer la manera en que los patógenos 
son percibidos por la planta, la forma en que la señal es comunicada al interior de la 
célula, y las respuestas fisiológicas, bioquímicas y moleculares, que se generan ante 
el ataque de un patógeno. 

En diversos modelos vegetales,· se ha observado que el reconocimiento de 
un potencial patógeno, o de un producto derivado del él dispara procesos de 
señalización que activan respuestas de defensa múltiples tanto a nivel local como 
sistémico; lo anterior resulta en el rápido establecimiento de una respuesta local, y 
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en el desarrollo posterior de una resistencia sistémica ante patógenos no 
relacionados (resistencia sistémica adquirida, SAR, por sus siglas en inglés) 
(Scheel, 1998). En los últimos años, las evidencias experimentales confirman la 
importancia, la trascendencia y la participación de las proteínas activadas por 
mitógenos (MAP cinasas) , como parte de las vías implicadas en la transducción de 
señales ante la percepción de los patógenos y los productos derivados de ellos 
(Suzuki y Shinshi, 1995; Adam et al., 1997; Ligterink et al. , 1997; Lebrun-Garcia et 
al., 1998; Zhang y Klessig, 1998; Zhang et al., 1998; Desikan et al., 1999; Romeis et 
al. , 1999; Suzuki et al., 1999; Cardinale et al., 2000; Zhang et al., 2000; Desikan et 
al., 2001 ; Tena etal., 2001; Yang etal. , 2001). 

Con base en lo anterior, en el presente trabajo de tesis se pretende utilizar 
las técnicas bioquímicas y moleculares para determinar si existe una modificación a 
nivel transcripcional y postraduccional de las MAP cinasas en células de callos de 
cocotero, ante la percepción de patógenos; utilizando como modelo de inducción la 
adición de quitosano a callos de Cocos nucifera L. 
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Capítulo 1 

Antecedentes 

1. EL COCOTERO 

Descripción 
Cocos nucifera L. , conocido comúnmente como coco, palma de coco o 

cocotero, es tal vez uno de los cultivos mejor reconocidos de los trópicos y uno de 
los más importantes desde el punto de vista económico. El cocotero crece a lo largo 
de las costas arenosas de la mayoría de las regiones tropicales y subtropicales del 
mundo. 

La palma de coco es una planta polimórfica no ramificada, que en su etapa 
adulta puede alcanzar una altura de hasta 30 m. El tallo o tronco es columnar, recto 
o ligeramente curvado, un poco más grueso en la base, marcado en forma irregular 
por las cicatrices que dejan las hojas viejas al caer. El tronco termina en un penacho 
de hojas agrupadas densamente en el ápice, y en cada axila de las mismas, existen 
inflorescencias y racimos de coco en diferentes fases de desarrollo (Domínguez et 
al., 1999). 

Botánica 
La palma de coco pertenece a la familia Pa/mae, a la subfamilia Cocoideae y 

es la única especie del género Cocos, de la cual se han desarrollado diferentes 
variedades y ecotipos. Es una especie diploide con 32 cromosomas (2n=32). En 
términos rigurosamente botánicos, el cocotero, por ser una monocotiledónea, no es 
un árbol, ya que su tallo no tiene una auténtica corteza, ramas, tejido vascular ni 
desarrollo secundario, características distintivas de las dicotiledóneas (Domínguez 
et al. , 1999). 

Origen 
El área de distribución natural del cocotero se desconoce, aunque se cree 

que este género se originó dentro de la región Indo-Malaya en el Pacífico Occidental 
(Parrotta, 1993) en donde se han encontrado evidencias de su presencia desde 
hace 28,000 años (Loy et al. , 1992). De esta región se diseminó a las áreas costeras 
de clima cálido húmedo, desde donde de manera natural, se dispersó hacia los 
continentes a través de las corrientes de agua de océanos, ríos y/o lagunas (Harries, 
1978; Ashburner, 1994 ). 

El hombre jugó un importante papel en la selección y la diseminación del 
cocotero, dado que prefirió los frutos con bajo contenido de mesocarpio, alto 
contenido de endospermo, una amplia cavidad interna y con gran cantidad del 
preciado líquido, que le servía para saciar su sed. Los melanesios y polinesios lo 
llevaron a la mayoría de las islas del Pacífico y a las costas occidentales de América 
del Sur (Ward y Bookfield, 1992); los malayos y los árabes lo llevaron al sureste de 
Asia, India y al este de África hacia el año 1000 A. C. (Shuiling y Harries, 1994). De 
ahí los portugueses y los españoles lo transportaron a África occidental y a las 
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costas orientales de América. La existencia del cocotero en territorio mexicano es 
posterior a 1539, ya que antes de esta fecha no se tienen registros de su presencia. 
El cocotero se introdujo en México por primera vez a las costas del Pacífico, 
procedente de las costas occidentales de Panamá y posteriormente, hubo 
introducciones de las Islas de Salomón y Filipinas. A las costas del Golfo de México, 
esta palma se introduj9 de las Islas de Cabo Verde de África Occidental (Zizumbo, 
1996). 

Distribución actual 
Hoy en día, el cocotero se localiza en el área pantropical, donde crece entre 

las latitudes 26° N y 26° S del Ecuador; fuera de estas latitudes su explotación 
comercial es muy difícil. Su adaptación está estrechamente relacionada con la 
latitud y la altitud sobre el nivel del mar: a latitudes menores, soporta mayores 
alturas, por lo que puede encontrarse a una altitud máxima de 600 msnm. Por 
encima de ésta, a cualquier latitud, solamente tiene valor como planta de ornato, ya 
que su producción de frutos se afecta notablemente (Domínguez et a/., 1999). 

Cultivo e importancia económica 
México era, hasta 1998 según el reporte de la FAO, el7° productor de aceite 

de coco en el ámbito mundial , y el primero en América Latina, con un cultivo de 
alrededor de 200 mil Ha distribuidas en 13 entidades. En nuestro país, la 
importancia económica del cocotero radica en el número de empleos que genera, 
debido a la producción de copra y su uso como materia prima para la obtención de 
derivados industriales, como grasas, aceites, mantequilla, jabones, vinagres, 
alcoholes, etc. Adicionalmente, las fibras del fruto son utilizadas para hacer cordeles 
y tejer bolsas, mientras que las hojas y el tronco de la palma son utilizados como 
materiales de construcción (Persley, 1992). Además, en muchos casos, el cocotero 
representa la única fuente de ingresos para miles de familias que participan en la 
cosecha, el procesamiento, la industrialización, y la comercialización de fruta fresca 
y la fabricación de artesanías (Oropeza y Zizumbo, 1997; Domínguez, 1998). 

Problemática del cocotero 
En México, hasta antes de 1988, la superficie destinada para el cultivo del 

cocotero permaneció estable con 204,000 Ha (Hernández, 1990); a partir de ese 
año, la superficie nacional sembrada disminuyó drásticamente como consecuencia 
de la enfermedad del Amarillamiento Letal (AL} que afectó a toda la Península de 
Yucatán. Por esta razón , y debido a la poca rentabilidad económica actual del 
cocotero, actualmente se han eliminado plantaciones para establecer cultivos 
alternativos, como en el estado de Colima, donde esta especie se reemplazó por 
cítricos u otros frutales (Dominguez et al. , 1999). 

Una de las causas principales por la que el productor no puede hacer del 
cultivo del cocotero una actividad redituable, es el bajo potencial de producción de 
los materiales usados. Además, el cultivo se desarrolla en áreas marginales. En la 
zona productora del Golfo de México y el Mar Caribe, el material cultivado no es lo 
suficientemente productivo y es susceptible al AL. En las costas del Pacífico 
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mexicano, los materiales tienen buen potencial de producción que puede ser 
mejorado, aunque es necesario sustituir las plantaciones existentes en las dos 
regiones productoras del país con materiales mejorados, resistentes a 
enfermedades, y que además, representen una opción rentable para el productor 
(Domínguez et al., 1999). 

La búsqueda de alternativas para mejorar al cocotero ha sido una constante 
en los diferentes países productores del mundo, con el objetivo de elevar la 
producción y la resistencia a plagas y enfermedades (Domínguez et al. , 1999). 
Como muchas de las especies vegetales de importancia económica para el hombre, 
la palma de cocotero es atacada por múltiples organismos, entre los que se incluyen 
insectos, virus, bacterias, organismos tipo micoplasmas, protozoarios y hongos El 
efecto de estos patógenos se traduce generalmente en una disminución de la 
cantidad y calidad del fruto. Y, en ocasiones, el ataque de algunos organismos es 
mortal para la palma, lo que ocasiona una disminución en las poblaciones (Frisan et 
al. , 1993; Domínguez et al., 1999). 

Actualmente, la enfermedad más seria que afecta al cocotero en América 
Central, el Caribe, el Golfo de México y África es el Amarillamiento Letal (AL), una 
enfermedad devastadora provocada por un fitoplasma, el cual está restringido al 
floema (Dollet, 1999). Este patógeno es transmitido al tejido de las palmas por, al 
menos, un homóptero de la familia Cixiidae (Myndus crudus Van Duzee) cuando 
éste se alimenta del floema (Howard, 1983). En el interior de las palmas, el 
patógeno es transportado conjuntamente con el flujo del contenido del floema hacia 
los sitos de alta demanda de nutrientes, tales como las hojas en expansión, los 
frutos, la inflorescencia y los primordios vegetativos y reproductivos 
(Taufikkurahman, 1993; Córdova, 2000). 

La enfermedad se desarrolla de acuerdo con las siguientes etapas: 

• Caída prematura de la mayoría o todos los frutos, independientemente de su 
tamaño. 

• Necrosamiento de las inflorescencias recién emergidas (normalmente de un 
color blanco-cremoso o amarillo) . 

• Amarillamiento de las hojas de rnayor edad, avanzando esta coloración 
hacia arriba a lo largo de la corona foliar. En ocasiones, una sola hoja en la 
parte central de la corona se torna amarilla antes que las demás 
presagiando la enfermedad. 

• Las hojas enfermas de aspecto turgente se tornan cafés, se secan y cuelgan 
hasta que caen. 

• Caída de todas las hojas, por lo que el tronco adquiere un aspecto 
denominado "poste de teléfono". 

• Las raíces se secan. 

El poder destructivo del AL radica en su virulencia y en el hecho de que no 
ha podido ser controlado químicamente; por lo general, las palmas susceptibles 
mueren entre 3 y 6 meses después de la aparición de los primeros síntomas 
visuales (Zizumbo y Harries, 1990). 
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Otras enfermedades que afectan en menor grado al cocotero, y que han 
sido descritas para América Latina, Sudámerica e Islas del Caribe, son: 

1) La enfermedad del anillo rojo. Es causada por Rhadinaphelenchus 
cocophilus Cob., un nematodo que invade el centro del tallo de la palma, las raíces, 
el pecíolo y en algunos casos los frutos. 

2) La pudrición del cogollo Enfermedad causada por Phytophthora palmivora 
(Butler), en la que el cogollo presenta en su base un color verde pálido, rodeado de 
un color más oscuro; esta característica continúa a través de la región central del 
cogollo hasta pudrirlo y desprenderlo de la base. 

3) La marchitez de los cedros. Enfermedad asociada a protozoarios 
flagelados del género Phytomonas, los cuales se han encontrado asociados a 
bacterias como Micrococus agilis y M. roseus; en la enfermedad se observa 
amarillamiento y marchitez de las hojas, necrosis de inflorescencias, y pudrición 
acuosa, blanda y blanquecina del cogollo del cocotero (Domínguez et al. , 1999). 

4) El decaimiento foliar. Enfermedad causada por el Virus del Decaimiento 
Foliar del Cocotero (CFDV, por sus siglas en inglés), un virus icosahédrico de 20 nm 
de diámetro que tiene una cadena sencilla de ADN circular de 1291 nucleótidos. En 
la enfermedad se observa clorosis y decaimiento de las hojas; en palmas 
susceptibles la planta muere entre los 6 meses a 2 años en que aparecen los 
síntomas de la enfermedad. Este padecimiento se ha observado, hasta reportes de 
1993, en Vanuatu únicamente. 

5) El cadang-cadang. Enfermedad causada por el viroide cadang-cadang del 
cocotero (CCCVd, por sus siglas en inglés), un ARN de cadena sencilla circular que 
forma una estructura en forma de bastón altamente estable debido al apareamiento 
de bases. En la enfermedad se observan frutos de forma circular, la aparición de 
puntos amarillos brillantes en las hojas, la necrosis de inflorescencias, el cese de 
producción de frutos y hojas, clorosis general y muerte de la palma (Frisan et al., 
1993). 

Para el control de estas enfermedades, se han utilizado diversas estrategias, 
de acuerdo a la naturaleza del patógeno: 

• Aplicación de antibióticos a las palmas afectadas. Sin embargo, como en el 
caso del AL, la sintomatología reincide al interrumpir las aplicaciones, por lo 
que éstas se deben de realizar de forma constante. 

• Control químico de los vectores. Dado que se elimina, al vector y a especies 
no relacionadas, esto resulta en un impacto ecológico más dañino. En 
ocasiones resulta imposible exterminar al vector por su amplia gama de 
hospedantes y distribución, incluso en áreas alejadas a las plantaciones de 
cocotero. 

• Control cultural. Consiste en el corte y destrucción de palmas enfermas, 
inclusive de palmas que están rodeando a palmas enfermas, ya que 
pudiesen estar infectadas aún sin que presenten sintomatología alguna. De 
acuerdo a la magnitud del área afectada, esta medida podría resultar en 
grandes pérdidas, y debido al ciclo de vida tan largo de la palma, la 
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recuperación del productor, después de la repoblación, resulta en una larga 
e incosteable espera. 

• Uso de materiales resistentes o tolerantes a la enfermedad. En general, ésta 
ha sido una de las formas más efectivas para enfrentar a las enfermedades. 
Sin embargo, se ha observado que las palmas tolerantes obtenidas por 
cruce de palmas tolerantes con susceptibles pueden perder esa condición 
(Domínguez et al., 1999). 

Para entender y proponer medidas que ayuden al cocotero a contender 
contra sus patógenos, es necesario comprender los fenómenos que se presentan 
durante el proceso de interacción planta-patógeno y la manera en que las plantas, 
de manera natural, se defienden ante los microorganismos. Esto servirá de base 
para el uso acertado y dirigido de las herramientas disponibles que se aplicarán para 
ayudar a la planta a combatir a la enfermedad. La utilización de técnicas de Biología 
Molecular e Ingeniería Genética para entender los mecanismos moleculares de 
protección a patógenos no se ha empleado en cocotero; no obstante, dichas 
metodologías han demostrado ser herramientas novedosas, exitosas y eficaces al 
ser utilizadas en animales, y más recientemente, en plantas para resolver problemas 
de susceptibilidad al ataque de hongos y bacterias (Song et al. , 1995; Wang et al., 
1996; Hu y Reddy, 1997; Martín, 1999; Sakamoto et al., 1999; He et al., 2000; Xing y 
Jordan, 2000; Yamaguchi et al., 2000; lnnes, 2001 ; Banas y Lahaye, 2002; 
Hammond-Kosack et al., 2004). 

2.1NTERACCIÓN PLANTA-PATÓGENO 
Las plantas son utilizadas como fuente de alimento y refugio por una amplia 

variedad de parásitos (virus, bacterias, hongos, nematodos, insectos e inclusive 
otras plantas) (Odjakova y Hadjiivanova, 2001 ), pero una pequeña proporción de 
estos patógenos invaden de manera exitosa la planta hospedante causando 
enfermedad (Baker et al., 1997). Aunque carecen de un sistema inmune parecido al 
de los mamíferos que responda y las proteja ante estos patógenos, las plantas han 
desarrollado otros mecanismos de defensa, los cuales pueden ser de tipo 
constitutivo ó inducible (Odjakova y Hadjiivanova, 2001 ). 

En las plantas se pueden distinguir dos tipos de resistencia ante los 
patógenos: la respuesta no específica ("non-host") y la respuesta específica de 
hospedero o de raza. En ambos casos, los procesos bioquímicos involucrados en la 
resistencia ante patógenos son muy similares (Somssich y Hahlbrock, 1998). 

La resistencia de las plantas ante fitopatógenos se manifiesta por la 
imposibilidad del patógeno de crecer, multiplicarse y diseminarse en el hospedero, 
debido a una respuesta de defensa rápida conocida como Respuesta de 
Hipersensibilidad (HR) (Baker et al., 1997; Odjakova y Hadjiivanova, 2001). La HR 
se caracteriza por una muerte localizada de las células y/o del tejido en donde 
ocurrió la infección (Dixon et al., 1994). Como resultado, el patógeno permanece 
confinado en las lesiones necróticas cerca del sitio de infección, y el anillo de células 
que rodea a las lesiones necróticas puede constituir una barrera física ante 

5 



subsecuentes infecciones, fenómeno conocido como Resistencia Adquirida 
Localizada (LAR, por sus siglas en inglés) (Hammond-Kosack y Jones, 1996; Baker 
et al., 1997; Friting et al., 1998). Esta respuesta local posteriormente produce una 
resistencia no específica en toda la planta conocida como Respuesta Sistémica 
Adquirida (SAR), que provee resistencia ante variados tipos de patógenos, incluso 
durante días (Ryals et al., 1996; Baker et al., 1997; Sticher et al., 1997; Fritig et al., 
1998). Las modificaciones metabólicas en la LAR incluyen el reforzamiento de la 
pared celular a causa de la deposición y entrecruzamiento de polisacáridos, de 
proteínas, de glicoproteínas y de fenoles insolubles; la estimulación de vías de 
síntesis de metabolitos secundarios, algunas de las cuales producen metabolitos 
secundarios con actividad antibiótica (las fitoalexinas) y reguladores de la respuesta 
de defensa, como el ácido salicílico (SA), el etileno y metabolitos de origen lipídico; y 
por último, la acumulación de un amplio rango de proteínas y péptidos relacionados 
con la defensa ante patógenos (Hahn, 1996; Fritig et al., 1998). 

La Respuesta de Hipersensibilidad 
La HR, que es generada ante la invasión de cualquier clase de patógeno, es 

la primera respuesta local, y es la característica más común asociada con la 
resistencia activa del hospedero (Jackson y Taylor, 1996; Baker et al., 1997). En la 
mayoría de los casos, la activación de la HR provoca la muerte de las células en el 
sitio de infección, lo cual resulta en la restricción del patógeno a pequeñas áreas 
que rodean a las células inicialmente infectadas. A nivel de toda la planta, la HR se 
manifiesta como lesiones necróticas pequeñas. El número de células afectadas por 
la HR es sólo una pequeña fracción del total en la planta, por lo que esta respuesta 
contribuye a la sobrevivencia de las plantas que sufren el ataque de un patógeno 
(Jackson y Taylor, 1996). Diversas líneas de evidencia sugieren que la muerte 
celular en la HR es una forma de muerte celular programada, ya que requiere de los 
procesos de transcripción y traducción, y está definida genéticamente (Pennell y 
Lamb 1997; Richberg et al. , 1998; Lam et al. , 2001). Aunque los detalles para la 
regulación y la ejecución de la HR no están aún bien comprendidos, la producción 
de especies reactivas de oxígeno (ROS), los flujos de iones, la 
fosforilación/desfosforilación de proteínas y la activación génica han sido implicadas 
en el proceso (Chandra et al. , 1996; Jabs et al., 1996; Scheel, 1998; Martín, 1999). 

La Respuesta Sistémica Adquirida 
La SAR se aplica a una vía distinta de transducción de señales que 

desempeña un papel fundamental en la habilidad de las plantas para defenderse 
contra los patógenos (Ryals et al., 1996). Justo antes o al mismo tiempo que ocurre 
la HR, hay un incremento en la síntesis de varias familias de proteínas relacionadas 
con la · patogénesis (proteínas PR) en las partes de las plantas infectadas por el 
patógeno. Se ha demostrado que muchas de estas proteínas poseen actividad 
antimicrobiana tanto in vivo como in vitro. Se ha observado, además que las 
proteínas PR son expresadas posteriormente en las partes de la planta que no 
tuvieron contacto directo con el microorganismo, lo que coincide con el desarrollo de 
una resistencia de larga duración y amplio espectro (SAR). Debido a esta 
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correlación, el incremento en la expresión de los genes PR es frecuentemente 
usado como un marcador para la SAR (Ryals et al. , 1996; Klessig et al., 2000). 

Reconocimiento del patógeno 
El reconocimiento juega un papel central en las interacciones entre las 

plantas y sus patógenos. Los segundos, por ejemplo, deben ser capaces de 
reconocer la presencia de la planta hospedera en el ambiente, y frecuentemente 
deben reconocer características específicas en la superficie de la misma para lograr 
una penetración e infección exitosas. Los microorganismos que logran infectar 
deben también ser capaces de reconocer y allanar las respuestas de defensa de las 
plantas (Hahn, 1996). Por otro lado, las plantas han desarrollado mecanismos 
sofisticados para detectar la multitud de patógenos potenciales en su ambiente y en 
consecuencia para activar sus mecanismos de defensa (Boller, 1995). 

Los mecanismos de defensa inducibles (como la HR, la LAR y la SAR) se 
inician una vez que ocurre el reconocimiento específico del patógeno invasor por 
parte de la planta. En la resistencia "hospedero-específica", la percepción ocurre a 
través de receptores con alto grado de especificidad hacia el patógeno, codificados 
por genes que se expresan constitutivamente, llamados genes de resistencia a 
enfermedad [genes (R)]. Estos receptores están localizados tanto en la membrana 
plasmática como en el citosol (Martín, 1999; MacDowell y Dangl, 2000). Un gran 
repertorio de genes R no muy relacionados, todos con diferentes especificidades en 
cuanto reconocimiento, han sido hallados en una sola especie (EIIis et al., 2000). 
Cada gen R tiene capacidades de reconocimiento muy específicas y pone en 
funcionamiento mecanismos de resistencia cuando el patógeno invasor expresa el 
correspondiente gen de avirulencia (Avr) . Los productos de los genes de avirulencia 
de diferentes patógenos son estructuralmente muy diversos, con diferentes 
funciones primarias en la biología de los organismos que los producen (Odjakova y 
Hadjiivanova, 2001). Un reconocimiento específico del agresor implica que por cada 
gen Avr exista su contraparte, un gen R en la planta, y se piensa que el 
reconocimiento es mediado por la unión receptor-ligando (Giazebrook, 1999). Cerca 
de 20 genes R, con especificidades diversas en cuanto al reconocimiento por ciertos 
genes Avr, han sido aislados de siete especies de plantas, entre las que se 
encuentran monocotiledóneas y dicotiledóneas. Estos genes son efectivos contra 
patógenos bacterianos, virales y fúngicos, e inclusive contra nematodos y áfidos 
(Martín, 1999). 

Es de sorprender que los genes R codifiquen proteínas con ciertos dominios 
comunes, sin importar la gran diversidad en cuanto a la biología, la estructura y a los 
mecanismos patogénicos de los organismos causantes de enfermedad en las 
plantas (Odjakova y Hadjiivanova, 2001 ). En virtud de la conservación de estos 
dominios comunes, los genes R se han dividido en cinco clases: 

l. Proteínas cinasas intracelulares 
11. Proteínas cinasas tipo receptor con un dominio extracelular de residuos 

repetidos ricos en leucina (LRR) 
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111. Proteínas intracelulares LRR con un sitio de unión a nucleótido (NBS) y 
un motivo de "zipper" de leucina (LZ) 

IV. Proteínas intracelulares NBS-LRR con una región con similitud a las 
proteínas Toll y al receptor de interleucina-1 (TIR) de Drosophi/a y de los 
mamíferos 

V. Proteínas LRR extracelulares unidas a membrana (Martín, 1999; 
Odjakova y Hadjiivanova, 2001 ). 

Los genes R codifican proteínas que a la vez que determinan el 
reconocimiento de proteínas Avr específicas derivadas de patógenos e inician vías 
de transducción de señales que conducen a complejas respuestas de defensa (Zhou 
et al., 1998; Del Pozo y Estelle, 1999; Martín, 1999). Los genes R que confieren 
resistencia a patógenos bacterianos, fúngicos y virales parecen utilizar rutas 
múltiples de señalización, algunas de las cuales convergen finalmente en efectores 
comunes, como las proteínas cinasas activadas por mitógenos [MAP cinasas] 
(Zhang y Klessig , 1998; Romeis, 1999; Zhang et al. , 2000). 

Resistencia no específica 
Este tipo de resistencia se presenta en todas las plantas que responden a 

patógenos potenciales sin una interacción aparente gen Rigen Avr, y se da por 
reconocimiento de moléculas "señal-específicas", derivadas del patógeno o de la 
pared celular de la planta, llamadas inductores exógenos o endógenos, 
respectivamente. Estos inductores son, por lo general, productos de bajo peso 
molecular sintetizados como tales o liberados a partir de precursores poliméricos 
durante la infección (Somssich y Hahlbrock, 1998). La estructura química de estos 
inductores es muy diversa y pueden ser glucoproteínas, péptidos u oligosacáridos. 
Algunos inductores de naturaleza proteica son producidos directamente por los 
patógenos bacterianos o fúngicos, mientras que algunos oligosacáridos 
biológicamente activos son liberados del patógeno y de las paredes celulares de las 
plantas por hidrolasas secretadas en ambos organismos. En este mecanismo se 
presentan complejos y aún no resueltos sistemas de percepción de estos inductores 
en la superficie de la célula vegetal , que activan múltiples vías de señalización de 
defensa intracelulares (Odjakova y Hadjiivanova, 2001 ). 

En conclusión , es posible que los mecanismos de respuesta de las plantas 
ante patógenos en la resistencia específica de hospedero o de raza, y en la no 
específica sean activados por interacciones ligando/receptor, en las cuales el gen 
Avry los inductores derivados del patógeno o de la pared de la célula vegetal actúan 
como ligandos para receptores localizados en la membrana plasmática o en el 
citosol. 

Transducción de la señal 
El reconocimiento mediado por un receptor en el sitio de infección inicia los 

procesos de señalización celulares y sistémicos que activan múltiples respuestas de 
defensa a nivel local y sistémico, lo que resulta en el rápido establecimiento primero 
de una respuesta local y el desarrollo posterior de la SAR (Scheel, 1998). 
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Una vez que ocurre el reconocimiento del patógeno, las primeras reacciones 
detectables en las células en la planta son la apertura de canales iónicos específicos 
(Somssich y Hahlbrock, 1998) en otras palabras, cambios en la permeabilidad de la 
membrana plasmática que ocasionan una entrada de calcio y de protones al interior 
de la célula y una salida de potasio y cloruro (McDowell y Dangl, 2000). Los flujos de 
iones inducen una producción de especies reactivas de oxígeno en la superficie de 
la membrana plasmática, tales como el ión superóxido (-0-2) , el peróxido de 
hidrógeno (H20 2) y el radical hidroxilo (OH-), probablemente vía la acción de una 
NADPH oxidasa asociada a la membrana plasmática y/o de peroxidasas localizadas 
en el apoplasto (Somssich y Hahlbrock, 1998). Estas reacciones iniciales de tipo 
transitorio son, al menos en parte, prerrequisitos para la ocurrencia de más eventos 
de transducción de señales, con el consecuente establecimiento de una compleja 
red de señalización que genera la respuesta de defensa global (Hammond-Kosack y 
Jones, 1996). Esta red incluye numerosos cambios, tanto en la actividad metabólica 
como en la polaridad de la membrana, en las concentraciones de Ca++ y H+ 
citosólicos y en la actividad de varias enzimas reguladas alostéricamente, como las 
NADPH oxidasas, las fosfolipasas, las fosfatasas y las proteínas cinasas (Yang et 
al., 1997). 

El papel del calcio en la transducción de señales asociada a la percepción 
de patógenos fue demostrado en experimentos con inhibidores de canales de calcio, 
que previenen el incremento de las concentraciones de calcio citosólicas, 
observándose un retraso en el desarrollo de la HR. Las proteínas G-heterotriméricas 
y la fosforilación/desfosforilación de proteínas están probablemente involucradas en 
la transferencia de señales desde el receptor hacia los canales de calcio, los cuales 
a su vez activan reacciones posteriores en las cascadas de transducción de señales 
(Legendre et al., 1992). 

Los cambios arriba mencionados, que ocurren de manera rápida, 
probablemente tienen efectos inmediatos en varias vías metabólicas. Por ejemplo, 
los cambios en el flujo de iones ocasionan una producción localizada de ROS y 
óxido nítrico, los cuales fungen como segundos mensajeros para la inducción de la 
respuesta de hipersensibilidad y la expresión de genes de defensa (Piffanelli et al., 
1999). Por otro lado, se cree que las fosfolipasas específicamente inducidas actúan 
dentro de membranas sobre ácidos grasos no saturados unidos a lípidos, lo que 
resulta en la liberación de ácido linolénico, el cual sirve como sustrato para la 
producción de ácido jasmónico, de jasmonato de metilo y de moléculas relacionadas 
a través de una serie de pasos metabólicos (Mueller, 1997; Somssich y Hahlbrock, 
1998). Se ha visto que estos metabolitos y sus precursores actúan como moléculas
señal bajo varias condiciones, incluyendo el ataque por patógenos (Yang et al., 
1997). 

Aunque una rápida y elevada generación de ROS dependiente de NADPH 
oxidasas probablemente genere un estrés oxidativo severo en las células de la 
planta afectada e implique el establecimiento de medidas para limitar el daño tisular 
(Somssich y Hahlbrock, 1998), la explosión oxidativa es un componente central de la 
maquinaria de defensa en plantas (Lamb y Dixon, 1997; Alvarez et al., 1998). Se ha 
reportado que la explosión oxidativa que ocurre durante las interacciones planta-
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patógeno es inducida a través de una cascada de proteín·as cinasas (Suzuki et al., 
1999) y hay evidencias de que la muerte celular mediada por MAP cinasas está 
asociada con la producción de H20 2 en Arabidopsis (Ren et al. , 2002). En general, 
las ROS de la explosión oxidativa vía la cascada de proteínas cinasas han sido 
implicadas como una señal que promueve la transducción que guía a múltiples 
fenómenos, entre ellos las respuestas de defensa y la muerte celular hipersensible 
(Doke et al., 1996; Low y Merida, 1996). Por otra parte, el incremento de H20 2 en la 
superficie de la célula de la planta promueve el entrecruzamiento oxidativo, mediado 
por peroxidasas, de proteínas estructurales en la pared celular, y con ello, el 
reforzamiento de esta barrera física contra el ingreso del patógeno (Scheel, 1998). 

Aunque las altas concentraciones locales de ROS podrían participar en la 
muerte tanto del patógeno como de la célula vegetal afectada (muerte celular 
hipersensible) (Bestwick et al., 1997; Lamb y Dixon, 1997), pequeñas dosis de las 
mismas podrían actuar como señales para la inducción de mecanismos de 
destoxificación que involucran a las superóxido dismutasas, a las glutation-S
transferasas y a la activación de otros mecanismos de defensa en células vecinas 
(Wojtaszek, 1997; Somssich y Hahlbrock, 1998). 

En resumen, los indicios sugieren que un sistema general de defensa en las 
plantas puede estar definido por la activación específica de un receptor celular tras 
su unión con un patógeno (Wang et al., 1996), la subsiguiente inducción de un 
sistema de transducción de señales (Zhang y Klessig, 1997), y finalmente, la 
promoción de una serie de respuestas locales y sistémicas (Ligterink et al. , 1997). 

3. LOS INDUCTORES Y LAS RESPUESTAS DE DEFENSA 
El vocablo "inductor" proviene de la palabra inglesa "elicitor", que en un 

principio se usó para denominar a las moléculas y otros estímulos que inducen la 
síntesis y la acumulación de productos antimicrobianos (fitoalexinas) en células 
vegetales; en la actualidad, el vocablo se utiliza comúnmente para describir a 
moléculas que estimulan cualquier mecanismo de defensa en plantas (Hahn, 1996). 
Ejemplos de los diversos mecanismos de defensa causados por éstos incluyen la 
síntesis y acumulación de fitoalexinas antimicrobianas, la inducción de la muerte 
celular (necrosis hipersensible), la producción de glucosil-hidrolasas capaces de 
atacar los polímeros de superficie de los patógenos, la síntesis de proteínas 
inhibitorias de enzimas degradativas producidas por los patógenos, la producción de 
ROS (explosión oxidativa) y la modificación de la pared celular por la deposición de 
callosa, glucoproteínas ricas en hidroxiprolina y/o lignina (Hahn, 1996). Para que 
puedan generarse toda esta gama de respuestas de defensa es necesario, como 
primer paso, el reconocimiento del inductor por parte de receptores en la célula 
vegetal. Ahora bien, en los últimos años la atención se ha centrado en identificar la 
manera en la que las células vegetales perciben y transducen estas señales 
biológicas para activar respuestas de defensa. 
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Presentación y liberación de los inductores 
Como primer paso, las moléculas inductoras activas deben ser liberadas por 

los patógenos invasores (bacterianos o fúngicos) , antes de o durante la invasión. 
Estos productos pueden ser componentes integrales de la superficie celular 
microbiana (13-glucanos, quitina o quitosano) que requieren de la actividad 
enzimática del hospedero (por ejemplo, 13-glucanasa y/o quitinasa) para su 
liberación, o pueden ser sintetizados y liberados por el patógeno in planta como 
respuesta a señales de parte del hospedero (Dixon et al. , 1994 ). 

Reconocimiento del inductor 
Las plantas tienen sistemas de quimiopercepción extremadamente sensibles 

para sustancias señal derivadas de microorganismos. Entre las sustancias 
microbianas que las plantas pueden percibir a concentraciones de 10-12-10-10 M 
están los oligosacáridos, los lipo-oligosacáridos, los péptidos, los glucopéptidos y 
sustancias lipofílicas, como el ergosterol. En muchos casos, los sistemas de 
percepción de las plantas reconocen con alto grado de especificidad a las 
moléculas, que son características de hongos y bacterias. Se han reportado sitios 
específicos de unión para moléculas señal de origen microbiano en células 
vegetales intactas y en membranas plasmáticas aisladas; estos sitios 
probablemente funcionan como receptores. Es necesario hacer notar que la 
quimiopercepción de sustancias microbianas no sólo podría tener un papel en la 
defensa activa y en la respuesta ante patógenos, sino también en la simbiosis y en 
la adquisición de información básica por parte de la planta de los microbios del 
medio ambiente (Boller, 1995). 

Los inductores fúngicos estructuralmente caracterizados incluyen: los 13-
glucanos 131 ~6. 1 ~3 de las paredes celulares de P. megasperma f. sp. glycinea, la 
quitina y el quitosano, los glucopéptidos que contienen cadenas laterales de 
manosa:N-acetilglucosamina liberados de la invertasa de levadura por hidrólisis con 
a-quimiotripsina, las proteínas elicitinas no glucosiladas de 1 O kDa y el producto 
peptídico de gen Avr9 de C. fulvum, el único inductor específico de raza. El inductor 
de P. megasperma f. sp. glycinea que provoca la producción de fitoalexinas en 
células en cultivo de perejil , no es un glucano, sino una proteína rica en cisteina de 
M,42 kDa (Parker et al. , 1991 ). Los inductores bacterianos estructuralmente 
caracterizados incluyen las proteínas harpin de 35-45 kDa de Pseudomonas 
syringae y Erwinia amylovora, y el inductor lipooligosacárido liberado de una 
bacteria gram negativa que expresa el gen AvrD de P. syringae pv. tomato (Dixon et 
al., 1994). Con base en el objetivo del presente trabajo, sólo se mencionarán 
oligosacáridos. 

Oligosacáridos 
Los oligosacáridos son los prototipos de señales microbianas reconocidos 

por las células vegetales y están entre las primeras moléculas que han sidos 
caracterizadas en detalle (Boller, 1995; Hahn, 1996). Estas moléculas inducen la 
acumulación de fitoalexinas [productos antimicrobianos de bajo peso molecular) 
(Boller, 1995). Como se mencionó, los inductores de este tipo caracterizados a la 
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fecha incluyen fragmentos de oligosacáridos de hongos (hepta-~-glucósidos , la 
oligoquitina o quitina y el oligoquitosano o quitosano) y los polisacáridos de la pared 
celular vegetal (oligogalacturónidos) (Hahn, 1996). 

Hepta-¡3-glucósidos 
Los glucanos con la habilidad para inducir la acumulación de fitoalexinas en 

tejidos de soya fueron detectados por primera vez en los filtrados de cultivos de 
Phytophthora sojae, un oomiceto fitopatogénico, y después, fueron purificados de 
extractos de levadura. Estos inductores están compuestos de residuos J3-glucosilo 
en posiciones 3-, 6-, y 3, 6-, una composición muy similar a la de los glucanos, que 
son los constituyentes mayoritarios de diversas paredes de micelio. Glucanos 
similares pueden ser liberados de las paredes de los micelios de P. sojae por 
hidrólisis parcial, tanto química como enzimática. Los glucanos activos como 
inductores también pueden ser liberados al medio de cultivo al germinar las 
zoosporas de P. sojae, lo que sugiere que no se necesitan mecanismos 
degradativos por parte del hospedero para explicar la liberación de los inductores en 
la interacción entre el patógeno y la planta (Hahn, 1996). 

Se han reportado 13-glucanos cíclicos unidos a través de enlaces 1,6-1 ,3-, 
secretados por el simbionte bacteriano de la soya Bradyhizobium japonicum, como 
inductores activos de la acumulación de fitoalexinas en cotiledones de soya, aunque 
a concentraciones significativamente más altas que la de los glucanos fúngicos 
(Hahn, 1996). 

El oligoglucósido más pequeño que es activo como inductor fue purificado 
de una mezcla de oligoglucósidos generados por hidrólisis ácida de paredes de 
micelios. Es un hepta-13-glucósido ramificado con un esqueleto de cinco residuos 13-
glucosilo (1 ~6) enlazados y con dos residuos 13-glucosilo terminales unidos en el C-
3 de los anillos de glucosa segundo y cuarto (Hahn, 1996). 

Oligómeros de quitina 
La quitina es un homopolímero lineal de N-acetilglucosaminas unidas por 

enlaces 13-1 ,4. Es el mayor componente polisacárido de las paredes de los micelios 
incluyendo las de los hongos fitopatógenos, así como del exoesqueleto de los 
artrópodos. No es producido por las plantas y por ende puede usarse para la 
detección de hongos e inclusive de invertebrados (Boller, 1995; Hahn, 1996). La 
quitina, una macromolécula insoluble, induce lignificación cuando es inyectada en 
hojas de trigo (Pierce y Ride, 1982; Saber et al., 1989) y cuando se aplica a células 
en suspensión de pino (Lesney, 1989). Además, genera la producción de 
fitoalexinas cuando es añadida a cultivos de células de arroz (Ren y West, 1992). En 
estos sistemas, las quitinasas vegetales probablemente liberan oligómeros de 
quitina solubles que pueden ser percibidos por la planta (Boller, 1995). Estudios de 
estructura-actividad usando oligómeros purificados de quitina indican que aquellos 
con un grado de polimerización (DP) menor a cuatro no son activos, mientras que 
los oligómeros con un DP ~ 6 son activos. Existen algunas variaciones entre las 
plantas en cuanto al mínimo DP de oligoquitinas que inducen una respuesta; así, el 
arroz responde a oligoquitinas DP ~ 6, mientras que células de tomate responden a 
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un DP ~ 4. Algunos estudios sugieren que la percepción de los fragmentos de 
quitina ocurre .en la superficie celular de las células responsivas al inductor (Hahn, 
1996). De esta manera, la inducción de la producción de fitoalexinas en cultivos de 
células en suspensión de arroz por oligómeros de quitina con un DP ~ 6 se 
acompaña de una rápida y transitoria despolarización de la membrana (Kuchitsu et 
al., 1993). Además, se ha reportado la inducción de especies reactivas de oxígeno 
en cultivos de células en suspensión de arroz por oligómeros de quitina con un DP 
entre 7 y 8 (Kuchitsu et al., 1995). 

El quitosano (2-amino-2-desoxi-D-glucopiranosa) es la forma N-desacetilada 
de la quitina. Los oligómeros del quitosano son activos como inductores en diversas 
plantas (Walker-Simmons et al. , 1983; Kendra y Hadwiger, 1984; Walker-Simmons y 
Ryan, 1984; Conrath et al., 1989; Kauss et al., 1989; Hadwiger et al., 1994). Una 
característica particular es que el quitosano y sus fragmentos no son activos en 
aquellas plantas en donde los ol igómeros de la quitina son activos (Hahn, 1996). 

Transducción de la señal 
Hace unos años, debido a la rápida respuesta de las células vegetales a las 

oligoquitinas, y en general, a los inductores, se sugirió que entre la percepción y la 
activación de las respuestas de defensa mediaba una vía de transducción de 
señales (Dixon y Lamb 1990). Un paso significativo hacia la comprobación de tal 
premisa fue el aislamiento y caracterización de proteínas que se unen 
específicamente a las quitinas. Los estudios que demostraron la presencia de tales 
proteínas en la membrana plasmática de células vegetales fueron reportados por 
Shibuya et al. (1993) y Baureithel et al. (1994), quienes trabajaron con células en 
suspensión de tomate y arroz, respectivamente. Posteriormente, se determinó que 
cinasas tipo receptor que tienen en su región extracelular motivos de unión a 
carbohidratos (por ejemplo: LysM, L-lectinas, Lectinas tipo C y PAN), podrían tener 
un papel en la unión de componentes de paredes celulares y glucoproteínas, quizá 
en la regulación de la estructura de paredes celulares vegetales o en la respuesta 
de la planta ante patógenos (Shiu y Bleecker, 2001 ). Entre estos dominios, el LysM 
fue identificado primero en enzimas involucradas en la degradación de paredes 
celulares bacterianas, y se sabe que une polímeros que contienen N
acetilglucosamina (Birkeland, 1994; Bateman y Bycroft, 2000). Se piensa que las L
lectinas actúan como proteínas de defensa involucradas en el reconocimiento de 
glucanos provenientes de patógenos, y por lo tanto, los receptores tipo cinasas L
lectinas podrían participar en la detección de los mismos (Bateman y Bycroft, 2000). 
Además, un dominio relacionado con actividad de quitinasa identificado en un 
receptor tipo cinasa de Nicotiana tabacum (CHRK1) está también implicado en la 
unión de los componentes de paredes celulares de origen fúngico (Kim et al., 2000). 

Fosforilación y desfosforilación de proteínas 
Diversas líneas de evidencia han demostrado que la participación de las 

proteínas cinasas en las respuestas de defensa generadas por los inductores es un 
proceso esencial. Lo anterior se hizo manifiesto con el uso de inhibidores de 
proteínas cinasas, como son el K-252a y la estaurosporina. Al emplear estos 
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inhibidores, se observó que el bloqueo de la fosforilación de proteínas inhibía la 
alcalinización del medio, así como la aparición de la actividad de PAL, la explosión 
oxidativa, la expresión de genes de defensa y la producción de etileno (Grosskopf et 
al., 1990; Felix et al. , 1991 ; Viard et al. , 1994; Suzuki et al., 1995), respuestas que 
se observaban después de la percepción de un patógeno. En vista de la efectividad 
en el uso de los inhibidores de cinasas, incluso durante el curso de la inducción, se 
sugirió que la continua fosforilación y desfosforilación de proteínas era necesaria 
para el mantenimiento del estado de inducción (Felix et al., 1991 ). 

Varios estudios demuestran cambios rápidos en los patrones de fosforilación 
de proteínas nucleares, citoplásmicas y de membrana, los cuales son producidos 
por inductores (Grab et al., 1989; Dietrich et al. , 1990; Farmer et al., 1991 ; Felix et 
al., 1991 ; Bolwell, 1992; Viard et al., 1994). En muchos casos estos cambios son 
dependientes de la presencia de Ca++ y revertidos tras la eliminación del inductor 
(Grab et al. , 1989, Dietrich et al., 1990; Suzuki y Shinshi, 1995). 

4. UN ENLACE ENTRE LA PERCEPCIÓN Y LA RESPUESTA CELULAR 
VEGETAL: LA CASCADA DE LAS PROTEÍNAS CINASAS ACTIVADAS POR 
MITÓGENOS (MAP CINASAS) 

A fin de que las células respondan y se adapten a las circunstancias 
externas, los cambios en el ambiente extracelular deben ser comunicados de una 
forma específica del exterior hacia el interior de la célula: citosol y núcleo, a fin de 
que en éste último puedan darse los cambios en la expresión génica requeridos 
como respuesta al estímulo que se percibió. Durante el curso de la evolución, las 
células han desarrollado diversos mecanismos para regular la expresión génica, así 
como la actividad de los productos de dichos genes. Estrechamente asociado a 
muchos de estos mecanismos están los procesos de fosforilación por proteínas 
cinasas específicas, y de desfosforilación por proteínas fosfatasas (Hunter, 1995; 
Hardie, 1999). La activación y la desactivación de enzimas a través de la 
fosforilación/desfosforilación por cinasas y fosfatasas permite una transducción de la 
señal rápida y específica, con la consecuente amplificación del estímulo externo 
(Brown et al., 1997). Un mecanismo particular de transducción de señales es la 
cascada de las Proteínas Cinasas Activadas por Mitógenos (MAP cinasas), la cual 
desempeña un papel importante en todos los organismos eucariotes en donde se ha 
estudiado, incluyendo levaduras, gusanos, moscas, ranas, mamíferos y plantas 
(Morris, 2001 ). 

Definición y organización 
La cascada de las MAP cinasas es una vía de transducción de señales que 

conecta diversos receptores/sensores con respuestas celulares y nucleares (Tena et 
al. , 2001). Es un bloque básico en la señalización celular, conservado en todos los 
eucariotes, y se ha confirmado su participación en procesos como la regulación del 
crecimiento y la muerte celular, la diferenciación celular, la regulación del ciclo 
celular y la respuesta ante estrés (Wrzaczek y Hirt, 2001 ; Jonak et al., 2002). La 
cascada de las MAP cinasas está organizada en módulos. El módulo mínimo está 
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compuesto de tres cinasas correspondientes a una vía de activación secuencial 
(Hirt, 2000; Jonak et al., 2002) (Figura 1.1). 

Las primeras cinasas del módulo son las MAP cinasas cinasas cinasas 
(MAPKKK) (Widmann et al., 1999), las cuales son las enzimas estructuralmente más 
heterogéneas de la cascada (Wrzaczek y Hirt, 2001 ). Estas proteínas contienen 
diferentes motivos estructurales como .los dominios homólogos a pleckstrina (PH), 
dedos de zinc, cierres de leucina, sitios de unión a proteínas G y numerosos sitios 
de fosforilación en residuos de tirosina y serina/treonina (Garrington y Johnson, 
1999). Del mismo modo, los mecanismos de activación de las MAPKKK son 
diversos, y van desde la fosforilación por la proteína cinasa C (PKC) o por MAPKKK
cinasas, como la Ste20 de levaduras, hasta la activación vía interacción con las 
proteínas G o con sistemas de dos componentes (Wurgler-Murphy y Saito, 1997; 
Millner, 2001 ). Otros modos potenciales de activación incluyen la oligomerización y 
la relocalización subcelular. Las MAPKKK son cinasas de serina/treonina que 
cuando son activadas, fosforilan y por tanto, activan a la siguiente cinasa del 
módulo, la MAPK cinasa (MAPKK) (Widmann et al., 1999). Se sabe que ciertas 
MAPKKKs están involucradas en múltiples cascadas MAPK (Gustin et al., 1998) y 
en otras vías de proteínas cinasas (Lee et al., 1997). 
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Figura 1.1. Organización secuencial de la Cascada de las MAP cinasas. (Tomado de Hirt, 
2000) . 
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Las MAPKKs, el segundo miembro de la cascada MAPK, son cinasas duales 
que son activadas por las MAPKKKs mediante la fosforilación en dos residuos 
serina/treonina en el motivo conservado SXXXSfT (Aiesi et a/. , 1994; Zheng y Guan, 
1994); sin embargo, en plantas, se cree que el motivo es SfT-X3-5-SfT (Yang et a/., 
2001 ; Jonak et a/. , 2002). Estas enzimas reconocen y fosforilan el motivo Thr-X-Tyr 
en la asa de activación del tercer miembro de la cascada, las MAP cinasas (Gartner 
et a/., 1992). Esto apunta a que las MAPKKs actúan como proteínas cinasas duales; 
sin embargo, en plantas no está del todo comprobado si existen enzimas duales o si 
la fosfori lación la realizan por separado cinasas de serina/treonina y cinasas de 
tirosina. Por otro lado, no se conoce otro sustrato de las MAPKKs más que las MAP 
cinasas (Serger et al. , 1992); y además, las MAPKKs pueden fosforilar a más de una 
MAP cinasa una vez activadas (Cardinale et a/., 2002). 

Las MAP cinasas son las cinasas finales en el módulo y todas tienen en 
común, en el dominio catalítico, 11 subdominios característicos de las proteínas 
cinasas de serina/treonina (Hanks et al. , 1988). Además, dentro del sitio activo se 
encuentra el asa de activación (T-Ioop) entre los subdominios VIl y VIII (Zhang et a/., 
1995; lchimura et a/., 2002), caracterizada por el motivo dual de fosforilación 
altamente conservado TxY (Payne et a/., 1991 ; Gartner et a/. , 1992). La fosforilación , 
tanto en los residuos de tirosina y treonina por la MAPKK es un requisito para la 
activación completa de la MAP cinasa y la accesibilidad al sitio de unión del sustrato 
(Canagarajah et a/., 1997). Las MAP cinasas activas pueden fosforilar sustratos en 
el citosol, o ser transportadas al núcleo, ya sea mediante transporte activo o pasivo 
(Lenormand et a/., 1993; Ligterink et a/., 1997; Khokhlatchev et al., 1998; Adachi et 
a/., 1999; Volmat et a/. , 2001). Los sustratos de las MAP cinasas incluyen enzimas 
como son otras proteínas cinasas, fosfatasas, fosfo lipasas, proteínas asociadas con 
el citoesqueleto y factores de transcripción {Treisman, 1996; Widmann et a/., 1999). 
Los sustratos de las MAP cinasas son fosforilados en residuos de serina o treonina, 
los cuales están rodeados por residuos de prolina. Se ha determinado en ensayos in 
vitro que, para que un péptido pueda ser sustrato de las MAP cinasas, la prolina e
terminal debe de estar localizada adyacente al residuo de treonina, mientras que la 
prolina N-terminal debe de estar separada de la treonina por al menos un 
aminoácido (González et a/., 1991 ). 

La especificidad y la eficiencia de la transducción de la señal se logran a 
través de proteínas estructurales o accesorias, las cuales unen o atan ciertas 
combinaciones de MAPKKKs, MAPKKs y MAP cinasas (Printen y Sprague, 1994; 
Posas y Saito, 1997; Xu y Cobb, 1997; Schaeffer et a/., 1998; Whitmarsh y Davis, 
1998). Además, se logra una mayor especificidad por la presencia de dominios de 
anclaje en activadores (MAPKKs), inactivadores (fosfatasas) y los sustratos de las 
MAP cinasas (Jacobs et a/., 1999; Tanoue et a/., 2000). Estos dominios de anclaje 
consisten en un agrupamiento de aminoácidos cargados positivamente situados 
aparte del dominio catalítico (Wrzaczek y Hirt, 2001 ). 

La revisión que se presenta a continuación versa acerca del último miembro 
de la cascada de las MAP cinasas abordando, principalmente, su participación en la 
señalización ante diversos tipos de estrés en modelos vegetales. 
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Clasificación en plantas 
En 2002, un grupo de expertos en MAP cinasas (lchimura et al., 2002) 

analizó el genoma completo de Arabidopsis thaliana (Arabidopsis Genome lnitiative, 
2000) e identificó 20 genes que codifican posibles MAP cinasas, 1 O genes que 
codifican MAPK cinasas y 60 que codifican MAPKK cinasas. El grupo de MAPK 
analizó las secuencias por métodos filogenéticos y propuso una sola nomenclatura 
para las MAP cinasas y las MAPK cinasas de Arabidopsis (MPK y MKK, 
respectivamente). Además, del análisis comparativo de las secuencias de MAP 
cinasas de A. thaliana, se identificaron características estructurales y motivos-firma 
determinados que permitieron dividir a estas MAP cinasas (MPKs) en al menos 4 
subgrupos (A-D) (Figura 1.2). La comparación del motivo conservado TxY, el cual 
es fosforilado por las MAPK cinasas, clasifica a las MPKs de Arabidopsis en dos 
subtipos: el TEY y el TDY, que contienen el motivo TEY o TDY en el sitio de 
fosforilación, respectivamente. El subtipo TEY puede ser clasificado a su vez en tres 
grupos: el grupo A, el grupo B y el grupo C, mientras el subtipo TDY forma un grupo 
más distante, el grupo D (Figura 1.2) (lchimura et al., 2002). Se ha encontrado que 
las MPKs del grupo A están implicadas frecuentemente en respuestas ante 
estímulos ambientales y hormonales (Seo et al. , 1995; Mizoguchi et al., 1996; 
Munnik et al., 1999; Kovtun et al., 2000; Nühse et al. , 2000; lchimura et al., 2000; 
Desikan et al., 2001 ; Yuasa et al., 2001 ; Zwerger y Hirt, 2001 ; Zhang y Klessig, 
2001 ). Las MPKs del grupo B, aunque han sido menos estudiadas, parecen estar 
involucradas en respuestas ante estrés de tipo ambiental y en división celular 
(Calderini etal., 1998; Bagre etal., 1999; lchimura etal. , 2000; Petersen etal., 2000; 
Desikan et al. , 2001). Hasta la fecha, la información perteneciente a las MPKs del 
grupo C es limitada, aunque el análisis de microarreglos detectó una expresión 
regulada por el ciclo circadiano de MPK7 (Schaffer et al., 2001). Las MPKs del grupo 
D tienen la notable característica de poseer el motivo TDY en su asa de activación 
(T-Ioop) y una región e-terminal extendida, con respecto a las MPKs de los otros 
grupos; asimismo, carecen del dominio CD localizado en la región e-terminal, que 
también se encuentra en las MPKs de los otros tres grupos. Las evidencias sugieren 
que los miembros del grupo D están involucrados en la señalización ante estrés de 
tipo biótico (He et al., 1999; Schoenbeck et al., 1999). Las MPKs que pertenecen a 
los Grupos A y B poseen un dominio CD conservado a través de la evolución en la 
extensión e-terminal (Tanoue et al., 2000). El dominio CD funciona como un sitio de 
anclaje para las MAPK cinasas, las fosfatasas y los sustratos de las MPKs. Este 
dominio contiene la secuencia de aminoácidos [LH][LHY]Dxx[DE]xx[DE]EPxC (en 
donde x representa cualquier aminoácido) que incluye dos residuos ácidos 
adyacentes (D y E), cruciales para la interacción con un grupo de aminoácidos 
básicos (K y R) observado en las MAPK cinasas. De manera similar, los residuos 
hidrofóbicos (L, H y Y) en el dominio CD se unen a los residuos (LxLxL) del sitio de 
anclaje en las MAPK cinasas. 

El dominio CD en las MPKs del grupo C parece estar modificado o ausente 
en la secuencia de las MPKs del grupo D (lchimura et al. , 2002). Cabe destacar que 
el grupo de MAPK (lchimura et al., 2002) no incluye a MHK (Arabidopsis Mak
homologous kinase, por sus siglas en inglés) y sus homólogos (dos miembros) como 
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MPKs, aunque incluso ellos tienen el motivo TEY en su T-loop y muestran en su 
secuencia un porcentaje alto de similitud con las MPKs. Las razones por las que el 
grupo de MAPK no las incluyó son: i) MHK muestra un alto porcentaje de similitud, 
tanto con las MPKs como con las cinasas tipo CDC2, ii) no se conocen hasta ahora 
las características bioquímicas de MHK y iii) las secuencias de MHK carecen del 
dominio CD observado en la mayoría de las MPKs. Sin embargo Jonak et al. (2002) 
reportaron a MHK y sus homólogos como un quinto grupo entre las MPKs. 
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Figura 1.2. Árbol filogenético y estructura de las proteínas cinasas activadas por 
mitógenos de plantas. Se muestra la organización de dominios funcionales y motivos 
incluyendo el motivo de fosforilación (TxY) de cada una. Para identificar la especie de origen 
de cada MPK, un acrónimo que refiere a cada especie se incluye antes del nombre de cada 
proteína: As, Avena sativa; At, Arabidopsis thaliana; Ca, Capsicum annuum; Car, Cicer 
arietinum; Ee, Euphorbia esula; lb, lpomoea batatas; Ms, Medicago sativa; Nt, Nicotiana 
tabacum; Os, Oryza sativa ; Pa, Pnmas armeniaca; Pe, Petroselinum crispum; Ph, Petunia x 
hybrida; Ps, Pisum sativum; Ta, Triticum aestivum; Zm, Zea mays. (Tomado de lchimura et 
al., 2002). 
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Función de las MAP cinasas 
Con base en los datos hasta ahora citados, puede deducirse que las MAP 

cinasas fungen como mediadores intracelulares de información, ya que se 
transportan del citoplasma al núcleo y viceversa. Entre sus sustratos se encuentran 
diversos tipos de factores de transcripción. En consecuencia, las MAP cinasas 
representan el enlace mecanístico entre la transferencia de información al interior de 
la célula y la respuesta transcripcional en el núcleo (Hirt, 2002). Además de fosforilar 
sustratos localizados en el citoplasma, la activación de las MAP cinasas promueve 
su transporte y transferencia hacia el núcleo, y por lo tanto, la modulación de los 
factores de transcripción que conduce a alteraciones en la expresión génica de 
forma estímulo-dependiente (Treisman, 1996; Wilkinson y Millar 1998). 

Las MAP cinasas y la señalización ante estímulos extracelulares 
Aunque las MAP cinasas originalmente fueron asociadas con procesos de 

diferenciación y de re-entrada al ciclo celular (ERKs), ahora se sabe que también 
participan en la transducción de una amplia variedad de señales extracelulares, 
entre las que destacan diferentes tipos de estrés, como el hídrico (p38, HOG1) 
(Brewstwer et al., 1993; Han et al., 1994), el mecánico (JNK1) (Kyriakis et al., 1994) 
y el osmótico (Poping et al., 1996). 

Se ha demostrado que las MAP cinasas de plantas forman parte del 
mecanismo de percepción de fitoreguladores como las auxinas (Mizoguchi et al., 
1994; Kovtun et al., 1998), el etileno (Ecker, 1995) y las giberelinas (Huttly y Phillips, 
1995), y que están relacionadas con la protección contra el daño mecánico (Seo et 
al. , 1995), el frío y la desecación (Monroy et al., 1993; Jonak et al., 1996), y el estrés 
osmótico (Poping et al., 1996). Estudios recientes muestran claramente que las 
cascadas en que participan las MAP cinasas son uno de los puntos de convergencia 
después de la percepción de diversos patógenos y de productos derivados de ellos 
(Yang et al. , 2001). 

Aunque los genes que codifican MAP cinasas en plantas han sido clonados 
por homología funcional (Covic y Lew, 1996), la demostración de su activación in 
vivo e in vitro ha sido caracterizada universalmente mediante el ensayo de cinasa en 
gel. Esta herramienta experimental ha permitido la identificación de la actividad de 
MAP cinasa en células de tabaco (Mizoguchi et al., 1994), en protoplastos de 
cebada (Knetsch et al. , 1996) y en hojas de alfalfa (Bagre et al., 1997). Empleando 
esta metodología se han clonado dos MAP cinasas de Nicotiana tabacum que son 
activadas como consecuencia de herida (Zhang y Klessig, 1998b) y por la adición 
exógena de ácido salicílico, una molécula mediadora de los sistemas generales de 
defensa en las plantas (Zhang y Klessig , 1997). 

En el CICY se ha determinado, mediante esta estrategia, que la actividad de 
MAP cinasa se modifica ante la presencia de aluminio en cultivos celulares de 
Coffea arabica L. (Arroyo-Serralta et al., 2004) y que su actividad se reduce en 
cultivos de raíces transformadas de Catharanthus roseus cuando estos son 
expuestos al frío y a condiciones de inanición (Islas-Flores et al., 2004). 

Lo anterior confirma que, al menos una parte de los integrantes de la familia 
de las MAP cinasas, está involucrada en la señalización frente al estrés biótico así 
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como al abiótico y representa, probablemente, uno de los puntos de convergencia 
en la intrincada red de señalización celular que participa en la respuesta de defensa 
(Zhang y Klessig, 2001 ). (Figura 1.3). 
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Figura 1.3. Convergencia de varios estímulos en la vía de transducción de las MAP 
cinasas. La cascada de las MAP cinasas está implicada en la señalización que conlleva a 
respuestas de defensa de plantas que están bajo diversos tipos de estrés biótico y abiótico, 
incluyendo invasión por patógenos, herida, alta salinidad , alta o baja osmolaridad, 
temperaturas extremas, sequía, especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en 
inglés), ozono y radiación ultravioleta (UV). Moléculas señalizadoras que participan en la 
defensa como el acido salicílico y la sistemina también activan a las MAP cinasas. (Tomado 
de Zhang y Klessig, 2001). 

Señalización de estímulos de tipo biótico (ataque de patógenos) 
Diversas líneas de investigación sugieren que el reconocimiento, por parte 

de las plantas, de patógenos potenciales o productos derivados de ellos 
(inductores), es seguido por una cascada de señalización intracelular que da lugar a 
reacciones de defensa, tales como la acumulación de ROS o explosión oxidativa 
(Apostol et al., 1989; Jabs et al., 1997), el reforzamiento de la pared celular y la 
respuesta hipersensible, lo que conduce a la muerte celular localizada en los sitios 
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de infección (Hammond-Kosack y Jones, 1996; van Loan, 1997; Baker et al., 1997; 
Fritig et al., 1998). Las respuestas de defensa también incluyen la expresión de 
genes que codifican proteínas relacionadas con el ataque de patógenos (proteínas 
PR) y la síntesis de fitoalexinas (Nurnberger et al., 1994; Hahn, 1996; Ryals et al. , 
1996; Sticher et al., 1997; van Loan, 1997; Fritig et al. , 1998). Por otra parte, se ha 
observado en diversos modelos, que la inducción de estas respuestas de defensa 
es, en muchos de los casos, el resultado de la interacción entre productos derivados 
de los patógenos (inductores) y receptores vegetales (Meskiene y Hirt, 2000). A 
partir de esta observación , gran parte de la investigación se ha encaminado a 
elucidar los componentes de las vías de señalización que participan en la inducción 
de las respuestas de defensa. Ahora se sabe que los cambios en los patrones de 
fosfoproteínas, las proteínas G, los flujos de iones, la homeostasis del calcio y la 
formación de especies reactivas de oxígeno desempeñan papeles importantes en la 
señalización (Yang et al., 1997). Diversas evidencias han demostrado que los 
cambios rápidos en los patrones de fosforilación de proteínas nucleares, 
citoplásmicas y de membrana son producidos por inductores (Grab et al., 1989; 
Dietrich et al., 1990; Farmer et al. , 1991 ; Felix et al., 1991 ; Bolwell, 1992; Viard et al. , 
1994) y que en muchos casos, estos cambios son dependientes de la presencia de 
Ca++ y revertidos tras la eliminación del inductor (Grab et al., 1989, Dietrich et al. , 
1990; Suzuki y Shinshi , 1995). 

Inicialmente, con la evidencia sobre los cambios en el estado de fosforilación 
de proteínas en células tratadas con inductores, y que la eliminación de estos 
cambios podía lograrse con inhibidores de proteínas cinasas, fue posible postular 
que las señales producidas por los inductores eran transducidas vía cascadas de 
proteínas cinasas en células vegetales, aún cuando no se conociera la identidad ni 
la función de tales proteínas (Suzuki y Shinshi , 1995); lo anterior se apoyó con el 
reporte de que la fosforilación de proteínas era necesaria para la activación de los 
genes de defensa en células de tabaco tratadas con un inductor fúngico (Suzuki et 
al., 1995). Así, el primer trabajo que describió la participación de las MAP cinasas en 
la transducción de señales ante la percepción de inductores fue el reportado por 
Suzuki y Shinshi (1995). En dicho trabajo se observó que el tratamiento de células 
de tabaco con un inductor derivado de las paredes celulares del oomiceto 
Phytophtora infestans ocasiona una activación rápida y transitoria de una cinasa de 
47 kDa. Esta activación se observó por el aumento en la capacidad del polipéptido 
de 47 kDa para fosforilar los residuos de serina y/o treonina de la proteína básica de 
mielina (MBP); además, el inhibidor de proteínas cinasas, estaurosporina y el 
bloqueador de los canales de calcio, el ion Gd3

+, inhibieron la activación de la 
proteína cinasa de 47 kDa. Con base en estos resultados se concluyó que esta 
proteína cinasa, con todas las características de una MAP cinasa, podría formar 
parte de la vía de la transducción de la señal generada por el inductor. 

Actualmente, líneas de investigación sugieren que la vía de las MAP cinasas 
es activada por inductores de diferente naturaleza, y que la cascada de las MAP 
cinasas está asociada con la inducción de las respuestas de defensa (Jonak et al. , 
2002). En células en suspensión de alfalfa, cuatro MAP cinasas (SIMK, MMK2, 
MMK3 y SAMK) son activadas por el inductor de origen fúngico "YE" (yeast elicitor) y 
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por inductores específicos presentes en "YE" [quitina, ergosterol, glucano 13-(1,3)], 
pero no por un glicopéptido derivado de la invertasa de levadura (Cardinale et al., 
2000). Hasta ahora, no se ha identificado otro estímulo externo que active a MMK2 y 
MMK3, en tanto que SIMK y SAMK son activadas por varios tipos de estrés abiótico 
(Jonak et al., 2002). Recientemente, el mecanismo de activación de estas cuatro 
cinasas fue elucidado, encontrándose que dos MAPK cinasas de alfafa, SIMKK y 
PRKK, activan a diferentes MAP cinasas en respuesta al inductor "YE": SIMKK 
activa SIMK y MMK3, mientras PRKK activa SIMK, MMK3 y SAMK (Cardinale et al. , 
2002). En este trabajo los autores sugirieron que una MAPK cinasa aún no definida 
es responsable de la activación de MMK2 por el inductor fúngico. 

En células en suspensión de tabaco, el ácido salicílico (SA), un metabolito 
secundario que juega un papel importante en la señalización ante el ataque de 
patógenos y es capaz de activar diversas respuestas de defensa en plantas (Yang 
et al., 1997), activa, de manera temporal, a una MAP cinasa de 48 k Da, designada 
como SIPK (§.A-induced Qrotefn )Sinase) (Zhang y Klessig, 1997). SIPK y otra MAP 
cinasa de 42.8 kDa, designada como WIPK (wounding-induced protein kinase), se 
activan al tratar células en suspensión de tabaco con diferentes inductores como la 
parasiticefna, criptogefna y un inductor derivado de las paredes celulares del 
oomiceto patogénico Phytophthora parasitica (Seo et al., 1995; Zhang y Klessig, 
1998; Zhang et al., 1998; Lebrun-Garcia et al., 1998). Por otro lado, células de 
tabaco que expresan el gen de resistencia de tomate Cf-9, responden a la proteína 
Avr9, activándose dos MAP cinasas, una de 46 kDa y la otra de 48 kDa, 
identificadas como WIPK y SIPK, respectivamente, mediante el uso de anticuerpos 
específicos (Romeis et al., 1999). Estos resultados sugieren que las MAP cinasas 
desempeñan un papel como intermediarios en las respuestas de defensa que 
involucran la interacción específica de raza o especie "gen a gen". En este modelo, 
tanto SIPK como WIPK fueron activadas, en células tratadas con Avr9, de una forma 
dependiente de Cf-9. Asimismo, el gen wipk aumentó su expresión por el 
tratamiento, aunque no se observó acumulación de la proteína (Romeis et al., 1999). 
Además de que SIPK es activada por un inductor de origen oomicético y SA, esta 
cinasa, al igual que WIPK, se activan al infectar plantas de tabaco con el virus del 
mosaico del tabaco (TMV) de forma dependiente del gen N (Zhang y Klessig, 
1998a). Asimismo, se ha observado que la infección con TMV ocasiona una 
elevación de los niveles del transcrito de WIPK, y que esta acumulación precede a 
un incremento de la proteína, lo cual precede a la activación de WIPK (Zhang y 
Klessig, 1998a). Estos resultados sugieren que la activación de WIPK por TMV 
requiere, además de la fosforilación (modificación post-traduccional), de la 
transcripción de novo y de la traducción (Meskiene y Hirt, 2000). Contrario a lo 
encontrado con SIPK, la activación de WIPK es independiente de SA, ya que la 
activación de WIPK inducida por TMV no se alteró en lfneas de tabaco transgénicas 
que expresaban el gen NahG y en las cuales las respuestas de defensa mediadas 
por SA, estaban bloqueadas (Gaffney et al. , 1993; Zhang y Klessig, 1998a). Por otro 
lado, Yang et al. (2001) presentaron evidencia de que una MAPK cinasa, nombrada 
NtMEK2, que está involucrada en las respuestas de defensa, puede activar SIPK y 
WIPK. En este trabajo la sobreexpresión de un mutante constitutivamente activo de 
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NtMEK2 indujo la muerte celular, de manera similar a la que ocurre en la respuesta 
hipersensible (HR); este fenómeno fue precedido por la activación endógena de 
SIPK y WIPK. Además, se observó la expresión, dependiente de la cascada 
NtMEK2-SPKIWIPK, de los genes hmgr (que codifica a la hidroximetil glutarii-CoA 
reductasa) y pal (que codifica a la fenilalanina amonio liasa) (Yang et al., 2001), 
enzimas clave en la vía de biosíntesis de una gran cantidad de metabolitos 
secundarios, entre ellos las fitoalexinas y el SA. Por otra parte, mediante el 
silenciamiento génico inducido por el virus PVX (VIGS), (Jin et al. , 2003) se 
demostró que la supresión de los tres componentes conocidos de la vía NtMEK2-
SPKIWIPK disminuye la resistencia, dependiente del gen N, de plantas de tabaco 
ante el TMV. Esta evidencia, junto con el hecho de que tanto SIPK como WIPK son 
activadas por el TMV en una manera dependiente de la interacción específica gen a 
gen, permite concluir que la vía NtMEK2-SPKIWIPK puede jugar un papel positivo 
en la resistencia mediada por el gen N, posiblemente a través de la regulación de la 
muerte celular en la respuesta hipersensible. 

Además de los inductores de origen fúngico o viral , los inductores 
bacterianos "harpins" también activan una cinasa tipo MAPK en tabaco (Adam et al., 
1997), que es idéntica a SIPK (Hoyos et al., 1998). 

Usando cultivos de células en suspensión de Arabidopsis como modelo, se 
observó que el inductor bacteriano de origen proteináceo "harpin" (derivado de 
Pseudomonas syringae pv. syringae) activa a las MAP cinasas AtMPK4 y AtMPK6 
(Desikan et al. , 1999; Desikan et al. , 2001) y que tanto el inductor de origen 
eubacteriano flg22 (un péptido derivado del dominio más conservado de la proteína 
flagelina), como los inductores de origen fúngico xilanasa (del hongo Trichoderma 
viride) y fragmentos de quitina, junto con inductores de origen vegetal 
(oligogalacturónidos), inducen la activación de AtMPK6 (Nühse et al., 2000). Por otro 
lado la inactivación mediante transposones de otra MAP cinasa de A. thaliana, 
MPK4, produjo la mutante mpk4 que, de manera inesperada, mostraba una mayor 
resistencia a patógenos, además de resistencia sistémica adquirida (SAR) 
encendida de manera constitutiva, elevados niveles de SA y la expresión constitutiva 
de genes relacionados a patogénesis (genes PR) (Petersen et al., 2000). Estudios 
con doble mutantes indicaron que la expresión de SAR en la mutante mpk4 es 
dependiente de elevados niveles de SA, lo sugiere que MPK4 es un regulador 
negativo de las respuestas de defensa mediadas por SA (Figura 1.4). Por el 
contrario, las respuestas ante estrés de tipo abiótico, como elevada salinidad o 
choque térmico, no se alteraron en la mutante mpk4, y respondieron de manera 
normal ante diferentes fitoreguladores. Sin embargo, los genes regulados por ácido 
jasmónico (JA) PDF1 .2 y THI2.1 no se indujeron en la mutante mpk4 después del 
tratamiento con jasmonato de metilo (MeJa}, lo que indicaba que MPK4 participa en 
la expresión génica mediada por JA. 

Otro ejemplo, en el que la casada de las MAP cinasas al parecer regula de 
manera negativa a las respuestas de defensa, se observa en la mutante edr1 que 
contiene una mutación en un posible gen de MAPKK cinasa que perteneciente a la 
subfamilia CTR1 (Frye et al., 2001). EDR1 pertenece al grupo de las MAPKK 
cinasas tipo Raf, y también funciona en la resistencia ante patógenos, por ejemplo 
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contra el hongo Erysiphe cichoracearum. La mutante edr1 fue aislada durante la 
búsqueda de mutantes con elevada resistencia a patógenos y codifica una proteína 
truncada sin el dominio de cinasa de EDR 1. Aunque en ausencia del patógeno, las 
respuestas de defensa no se inducen en la mutante edr1 , su inducción ocurre más 
rápidamente en la mutante que en las plantas silvestres, lo que sugiere que EDR1 
es también un regulador negativo de las respuestas de defensa (Figura 1.4) (Frye et 
al. , 2001 ). En este contexto, es probable que ante el ataque de un patógeno ocurran 
dos eventos señalización para inducir las respuestas de defensa en plantas: uno 
está encaminado a inhibir reguladores negativos, tales como EDR1 , y el otro, está 
encaminado a activar reguladores positivos (Bent, 2001 ; Frye et al. , 2001 , Tena et 
al., 2001). La cascada de MAP cinasas en A thaliana, activada por el péptido flg22, 
componente de la flagelina, es un ejemplo en el se activan reguladores positivos. 
Asai et al. (2002) , combinaron un enfoque genético que identificó al gen FLS2 
(FLAGELLIN SENSITIVE2) como un posible receptor de la proteína flagelina, con un 
ensayo de expresión temporal con diversas MAPKK cinasas, MAPK cinasas y MAP 
cinasas para examinar los papeles de los componentes de la vía de MAP cinasas en 
la respuesta de defensa. Los resultados del trabajo colocan a AtMPK3 y AtMPK6 por 
abajo de las MAPK cinasas AtMKK4 y AtMKKS, y a la MAPKK cinasa AtMEKK1 por 
abajo del receptor FLS2 (Figura 1.4) 
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Figura 1.4. Representación esquemática de las vías de MAP cinasas involucradas en 
las repuestas de defensa en A. thaliana. La mutante MAPK mpk4 y la mutante MAPKKK 
edr1 muestran elevada resistencia ante el ataque de patógenos, indicando que regulan de 
manera negativa la respuesta ante los patógenos. La percepción del inductor peptídico de 
origen bacteriano flg22 por el receptor FLS2, que tiene con un dominio intracelular de cinasa y 
un extracelular de regiones ricas en leucina, origina la activación de la cascada de MAP 
cinasa, que consiste de MEKK1 , MKK4/5 y MPK3/6, seguido por la inducción transcripcional 
de WRKY22/29. (Tomado de Jonak et al., 2002). ' 

Asai et al. (2002) sugieren que los objetivos blanco de la vía de MAP cinasa 
son dos factores de transcripción de la familia WRKY (WRKY22 y WRKY23). La 
sobreexpresión temporal con AtMEKK1 truncada, así como de AtMPKK4 y 
AtMPKK5 o con WRKY29 confieren resistencia a hojas de A. tha/iana a la infección 
por el patógeno bacteriano Pseudomonas syringae o el patógeno fúngico Botrytis 
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cinerea (Asai et al., 2002). Hasta la fecha no se sabe si el receptor FLS2 activa 
AtMEKK1 , si AtMEKK1 interactúa con y activa específicamente a AtMKK4 y a 
AtMKK5, y cómo AtMPK3 y AtMPK6 están conectados con los factores de 
transcripción WRKY22 y WRKY23. 

Sustratos de las MAP cinasas 
Con respecto a los sustratos de las MAP cinasas de plantas, hasta hace 

poco no se conocían sus identidades. Se creía que entre ellos figuraban factores de 
transcripción, dado que la evidencia experimental de su transporte hacia el núcleo, 
una vez activadas, sugerían este hecho (Jonak et al. , 2002). Un de los primeros 
estudios fue hecho en perejil , en donde un inductor derivado del oomiceto 
Phytophthora sojae activó a una MAP cinasa (ERMK) en células en suspensión, y la 
proteína subsecuentemente se transportó al núcleo (Ligterink et al., 1997). 
Adicionalmente, la percepción del inductor peptídico de origen bacteriano flg22 por 
el receptor FLS2 en A. thaliana, origina la activación de la cascada de MAP cinasa, 
que consiste de MEKK1 , MKK4/5 y MPK3/6, seguida por la inducción transcripcional 
de WRKY22/29 (Asai et al., 2002). Recientemente se reportó que una MAP cinasa 
de arroz (BWMK1) fosforila a un factor de transcripción, OsEREBP1. La MAP cinasa 
tiene en su dominio catalítico el motivo de fosforilación TDY, en lugar del motivo más 
común, TEY, y además, tiene un dominio e-terminal extendido, el cual es esencial 
para su actividad de cinasa y su transporte al núcleo (Cheong et al., 2003). En este 
caso, se encontró que la MAP cinasa fosforila a OsEREBP1 (el cual se une a la caja 
GCC (AGCCGCC) de varios promotores de genes PR}, lo que provoca un aumento 
en la afinidad in vitro del factor a este elemento en cis del ADN. Mediante ensayos 
de ca-expresión temporal de BWMK1 y OsEREBP1 en protoplastos de Arabidopsis, 
se observa una elevación de la expresión del gen reportero 13-glucuronidasa guiado 
por la caja GCC. Además, en plantas de Nicotiana tabacum que sobreexpresan a 
BWMK1, se observó la expresión de varios genes PR a niveles más altos que en las 
plantas silvestres, lo cual redundó en una elevada resistencia a patógenos (Chebng 
et al., 2003). Por otra parte, en células de tabaco se encontró que el silenciamiento 
de genes, que codifican a las MAP cinasas NTF6/NRK1 o a las MAPK cinasas 
MEK1/NQK1 , mediante VIGS, atenuaban la resistencia al TMV mediada por el gen 
N. También se determinó que esta resistencia estaba comprometida en plantas en 
las cuales la expresión de los factores de transcripción WRK1-WRK3 y MYB1 
estaba disminuida (Liu et a/. , 2004). Lo anterior confirma que estos factores de 
transcripción podrían estar regulados por la cascada de las MAP cinasas. Por otro 
lado, como se mencionó anteriormente, la sobreexpresión constitutiva de NtMEK2 
indujo la muerte celular y que este fenómeno fue precedido por la activación 
endógena de SIPK y WIPK. Además, se observó la expresión, dependiente de la 
cascada NtMEK2-SPKIWIPK, de los genes hmgr y pal (Yang et a/., 2001). Para 
identificar el o los factores de transcripción involucrados en la activación de estos 
genes, Kim y Zhang (2004) utilizaron el ensayo del cambio en la movilidad en gel 
usando extractos nucleares en plantas que sobreexpresaban a NtMEK2 
constitutivamente activa. Ellos observaron un fuerte incremento en la actividad de 
unión a la caja W, no dependiente de la fosforilación, y un incremento en la 
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expresión de genes WRKY. Estos resultados sugirieron que el incremento en la 
actividad de unión a la caja W después de la activación de SIPKIWIPK es el 
resultado de la activación genes WRKY y que la cascada NtMEK2-SPKIWIPK está 
involucrada en la expresión de genes que van desde factores de transcripción hasta 
genes de defensa más abajo en la ruta de señalización durante las respuestas de 
defensa. (Kim y Zhang, 2004) Por último, mediante ensayos de doble híbrido .se 
identificó al substrato de MPK4 en A. thaliana, MKS1 . Además, mediante la misma 
técnica se determinó que MKS1 interactúa con los factores de transcripción 
WRKY25 y WRKY33. Mediante ensayos in vitro se demostró que estos factores de 
transcripción eran los sustratos de MPK4; Andreasson et al. (2005) concluyeron que 
MKS1 puede funcionar como una proteína adaptadora de MPK4 a sus sustratos 
WRKY25 y WRKY33. 
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5. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

HIPÓTESIS 

Si en las plantas, la cascada de las proteínas cinasas activadas por 
mitógenos es una de las vías de transducción de señales que se activa después de 
la percepción de patógenos o productos derivados de ellos, entonces, la exposición 
de callos de cocotero al inductor quitosano ocasionará la transcripción de los genes 
y/o modificará actividades de MAP cinasa. 

OBJETIVO GENERAL 

Determinar si la adición de quitosano en concentraciones que promueven 
respuestas de defensa en callos de cocotero, induce la expresión de los genes y/o 
modifica actividades de MAP cinasa. 

Objetivos Particulares 

1. Clonar secuencias de ADNc de MAP cinasas de cocotero. 

2. Analizar la expresión diferencial de ARN mensajeros de MAP cinasas en 
callos de cocotero, en ausencia de inductor y en presencia de quitosano en 
concentraciones que promueven respuestas de defensa. 

3. Detectar y analizar actividades putativas de MAP cinasa en callos de 
cocotero, en ausencia y en presencia del inductor. 

3. 1 Determinar la actividad de cinasa in vitre. 
3.2 Determinar si la(s) actividad(es) detectadas corresponden a actividades 

de MAP cinasa mediante ensayos de lnmunodetección e 
lnmunoprecipitación empleando anticuerpos específicos dirigidos contra 
MAP cinasas activadas. 
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 
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ABBREVIA TIONS 
MAPK, mitogen-activated protein kinase; MBP, myelin basic protein ; AOX, 
mitochondrial alternative oxidase; SA, salicylic acid; MeJA, methyl jasmonate; NO, 
nitric oxide; ROS, reactive oxygen species; AC, activated charcoal; TIC, 2,3,5-
triphenyl tetrazolium chloride; dp, degree of polymerization; SN, supernatant; RT, 
room temperature. 

ABSTRACT 
As the study of coconut defense responses against pathogenic 

microorganisms is hampered by the absence of suitable model systems, we 
investigated if imbibition of coconut calli with chitosan could be used in vitro to 
simulate the molecular interactions that occur with pathogens. Our results showed 
that calli imbibition with 10 mg·mL-1 chitosan caused the accumulation of hydrogen 
peroxide, and stimulated a 13-1 ,3-glucanase activity with an Rf near 0.1. In addition, 
in-gel kinase assay and specific immunoblotting showed that a -46 kDa MAPK-Iike 
protein was activated shortly after elicitation and remained in this state for at least 80 
min. Chitosan addition also differentially modified the expression of some genes, 
whose DNA sequence showed high similarities to receptor-like kinases (RLKs), 
Verticillium-like protein , and mitochondrial alternate oxidase 1 b. Addition of salicylic 
acid to the calli also modified transcript abundance for these genes, while methyl 
jasmonate did not seem to influence their expression, implying that they could be 
involved in defense responses. These results strongly suggest that elicitation of 
coconut tissues cultivated in vitro constitutes a suitable alternative to characterize 
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both biochemical and molecular interactions that occur between the coconut palm 
and its associated pathogens. 

1. INTRODUCTION 
Coconut palm (Cocos nucifera L.) is an ecologically and economically 

important species in the tropics. Unfortunately, th is palm is subject to attack by 
severa! disease-producing agents, including viruses [1], viroids [2], mollicutes [3], 
protozoa [4], fungi [5], and nematodes [6]. Sorne diseases become epidemic, e.g., in 
the recent years, the "Atlantic Tall" variety has been almost totally eliminated from 
the coasts of the Yucatan Península and its abundance diminished along the Gulf of 
Mexico because of the Lethal Yellowing (LY) disease [7]. Even though there are 
many epidemiological studies for this and other coconut diseases, the basic 
physiology of coconut-pathogen interaction is poorly understood. In addition, there 
are no data regarding the coconut's biochemical resistance/susceptibility to 
pathogens, nor have the genes involved in the establishment of disease resistance 
been identified. Sorne factors that traditionally restrict these analyses include the 
coconut's long life cycle, the large size of the whole palm, and the lack of an efficient 
in vitro propagation system. 

In vitro plant tissue cultures have shown its feasibility as alternative models 
to the study of intact plants, as they maintain the basic physiology to respond to the 
addition of both elicitors [8] and signaling intermediates [9] that induce the 
expression of genes involved in the defense against plant pathogens. In this way, in 
vitro elicitation of defense responses using general elicitors have been successfully 
applied to severa! plant species including Oryza sativa [10], Hordeum vulgare [11], 
Lycopersicon peruvianum [12], Pinus sylvestris [13], etc., and could be attempted in 
coconut. Unfortunately, working with in vitro tissue cultures of coconut and other 
palms has preven to be extremely difficult, to our knowledge only cell suspension 
cultures from other palms like Elaeis guineensis Jacq. [14] and Phoenix dactylifera L. 
have been established [15]. 

In spite of this, protocols for coconut regeneration from in vitro embryogenic 
calli have been optimized recently with the use of activated charcoal [16, 17]. Thus, in 
vitro coconut calli culture has emerged as a potential model to gain insights into the 
coconut-pathogen interactions. As the use of in vitro tissue cultures is a reasonable 
way to work aseptically with susceptible or endangered plant species, the main goal 
of this study was to evaluate whether elicitation of coconut calli could be a suitable 
alternative to study plant defense mechanisms, including the activation of signaling 
cascades and the induction of defense-related genes. 

2. MATERIALS AND METHODS 

2.1 Plant materials and treatments 
Calli from Cocos nucifera L. , var. "Atlantic Tall" were cultured in vitro 

according to Chan et al. [16]. Three-month-old calli were used in all experiment 
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treatments, which were repeated at least three times with three replications each. To 
determine the optimal chitosan (Sigma-Aidrich, St. Louis, MO) concentration for 
elicitation, calli were vacuum infiltrated (650 mm Hg, negative pressure) for 20 min 
with different concentrations of chitosan (0, 0.5, 1.0, 5.0 and 10.0 mg·mL-1) , then total 
proteins were extracted at different periods (0, 4, 12, 16 and 24 h after treatment) 
and activity of 13-1 ,3-glucanases was evaluated as described below. The activation of 
MAP kinases was evaluated after calli were vacuum infiltrated for 20 min with control 
buffer or 10.0 mg·mL-1 chitosan, then total proteins were extracted at different 
periods (0, 5, 10, 20, 40, 60, 70, and 80 min), and MBP-kinase activity was 
determined as described below. 

To evaluate the effects of elicitation on gene expression, calli were exposed 
for 20 min to different concentrations of either chitosan (10.0 mg·mL-1) , salicylic acid 
(SA) (0, 5, 50, and 500 mM) or methyl jasmonate (MeJA)(O, 50, and 500 ¡.1M). After 
these periods, calli were rinsed with control buffers and incubated further for 2 and 4 
h at room temperature (RT), and then total RNA was extracted, pooled and analyzed 
by reverse northern blotting as described below. For corroboration of the gene 
expression patterns, two negative controls were applied: first, "untreated" calli were 
neither vacuum infiltrated nor exposed to any solution (labeled "U" in Figs. 2.7 and 
2.8); second, "control" calli were vacuum-infiltrated for 20 min with the correspondent 
control buffers (labeled "C" in Figs. 2.7 and 2.8). 

Chitosan stock solution was prepared according to Benhamou and Thériault 
(1992) [18], and the chitosan working solutions were prepared from this stock after 
adjusting the pH at 5.5 using 2.5 N NaOH. Dilutions of SA (Sigma) were prepared 
from a 500 mM stock solution prepared in water. MeJA stock solution (50 mM) was 
prepared in ethanol and working solutions were obtained by final dilution in 1% (v/v) 
ethanol. 

2.2 Protein extraction 
Coconut calli that were subjected to the different chitosan treatments were 

frozen in liquid nitrogen and homogenized in 1 mL of extraction buffer per g of tissue 
(50 mM HEPES-Tris pH 7.5, 5 mM EDTA, 5 mM EGTA, 50 mM 13-glycerophosphate, 
10 mM sodium orthovanadate, 10 mM sodium fluoride, 10% glycerol, 1 mM 
phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF), 1 ¡.1M aprotinin , 1 ¡.1M leupeptin, 5 mM DTT, 
20% transcinnamic acid, 20% polyvinylpolypyrrolidone (PVPP)). Cell extracts were 
centrifuged at 19 500 x g for 30 min at 4 oc. The supernatant (SN) was recovered, 
quickly frozen in liquid nitrogen and stored at -80 oc until used. The protein 
concentration in the samples was measured by the method of Bradford [19], using 
bovine serum albumin (Sigma) as standard. 

2.3 fJ-glucanase assays 
13-glucanase assays were conducted according to Pan et al. [20]. Briefly, 

protein extracts (35 ¡.Jg) from calli exposed to different chitosan treatments were 
fractionated by native polyacrylamide gel electrophoresis. After a 5 min wash with 
0.05 M sodium acetate, gels were incubated for 1 h at 40 °C in the same solution 
supplemented with 13.3 mg mL-1 laminarin (SIGMA); then enzymatic activity was 

47 



revealed by addition of 0.075% 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC, Sigma) in 
1M NaO H. Gels were heated in a microwave oven for 1 O s and photographed. 
Software from a Kodak EDAS 290 system was used to determine the relative bánd 
intensities. 

2.4 Quantification of hydrogen peroxide production 
Coconut calli were vacuum-infiltrated for 20 min with 10 mg·ml-1 chitosan, 

then calli samples were collected at different periods (0, 2 and 4 h} and ground in 
liquid nitrogen. After homogenization with 1 ml of 1 O mM 2-
morpholinoethanesulfonic acid (MES), pH 6.5, per g of tissue, samples were 
centrifuged at 14 000 x g for 5 min at RT, and total H20 2 was determined in the 
supernatant with a modification of the procedure described by Messner and 8oll [21]. 
8riefly, 200 ¡.¡.L of supernatant were quickly mixed at RT with freshly prepared 
reaction buffer (10 mM MES, pH 6.5; 20 IJM phenol red; 10 ng·ml·1 horseradish 
peroxidase (SIGMA)) in a final volume of 1 ml. The reaction was stopped after 3 min 
by addition of 20. iJL NaOH (0.5N). H20 2 molar concentration in samples was 
determined by measuring the absorbance decrement at 558 nm resulting from the 
H20 2-dependent peroxidase-catalyzed oxidation of phenol red (SIGMA). As control, 
production of H20 2 was evaluated in a mixture of supernatants pooled from 
"untreated" and "control" call i, generated as described above. Every experimel')tal 
point was repeated independently three times, with three calli each. 

2.5 In-gel kinase assays 
In-gel kinase assays were conducted as described by Arroyo-Serralta et al. 

[22] with some modifications. Shortly, 12.5 ¡Jg of sample proteins were loaded onto 
15% SDS-PAGE [23] containing 0.5 mg·ml-1 M8P (lnvitrogen Life Technologies), 
which were added to the gel just befare polymerization. After electrophoresis, SOS 
was removed by washing the gel four times with buffer A (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 
and 20% 2-propanol) for 30 min each at RT; the gel was then equilibrated by 
washing it three times in buffer 8 (50 mM Tris-HCI pH 8.0, and 5 mM 13-
mercaptoethanol) for 30 min each at RT. Proteins were denatured with 8 M urea in 
buffer 8 for 1 h at RT, followed by an overnight re-naturation step at 4 oc in buffer 8 
containing 0.04% tween 20 (five changes). Subsequently the gel was incubated for 
60 min at RT in 20 ml of reaction buffer (40 mM HEPES-KOH pH 7.5, 1.5 mM 
EGTA, 1.5 mM EDTA, 5 mM DTT, 12 mM MgS04) . The gel was incubated 60 min in 
reaction buffer supplemented with 5 IJM ATP and 2.96 M8q of [y-32P]ATP (110 T8q 
mmol-\ Amersham 8iosciences). Reaction was terminated by washing the gel with a 
solution containing 5% trichloroacetic acid and 1% sodium pyrophosphate. The 
unincorporated [y-32P]ATP was removed by washing the gel with the same solution 
until the washing solution was determined to contain no more radioactivity. Finally, 
the gel was stained with Coomassie 8rilliant 81ue, dried, and exposed toa film. 
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2.6/mmunob/otting 
Levels ot bis-phosphorylated, activated MAP kinase in protein tractions trom 

chitosan-treated and untreated calli were determined as described by Arroyo
Serralta et al. [22], except tor the use ot anti pERK 1/2 (Thr 202/Tyr 204) (Santa Cruz 
Biotechnology), according to the tollowing procedure. A 12.5 ¡.Jg sample ot total 
protein was tractionated in a 15% SDS-PAGE (23]. Electrophoresed proteins were 
electroblotted onto PVDF (Amersham). The membrane was blocked tor 1 h at room 
temperature in PBST buffer, pH 7.5 (10 mM monobasic sodium phosphate, 10 mM 
dibasic sodium phosphate, 140 mM NaCI, and 0.1% tween 20) containing 5% non-tat 
milk, and then washed twice (15 min each) in PBST. The membrane was incubated 
tor 2 h at RT with primary antibodies diluted 1:3 000 with PBST, and then washed 
twice with PBST (15 min each). After 1 h incubation with a horseradish peroxidase
conjugated secondary antibody (Santa Cruz Biotechnology) diluted 1:5 000 with 
PBST, the membrane was washed three times with PBST solution (15 min each). 
Positive bands were detected using a chemiluminescence method (ECL Western 
Blotting System, Amersham) and revealed by exposing to a film (Kodak). 

2. 7 RNA isolation, differential display (DD) and RT-PCR amplification 
Total RNA was isolated from each sample using Trizol Reagent (lnvitrogen, 

Carlsbad, CA) according to the manutacturer's instructions. For differential display, 2 
¡.Jg ot total RNA trom each sample (see below) were incubated with oligo-dT primer 
tor 60 min at 42 °C; then reverse transcriptase was denatured by heating 5 min at 70 
°C. PCR was carried out with 1 IJL single-strand cDNA aliquots using tour different 
combinations ot downstream (T) and upstream (P) primers (T1 :P10, T6:P10, T4:P10, 
and T1 :P1 trom the Clontech Delta® Differential Display kit) under the tollowing 
conditions: 94 oc 5 min, 40 oc 5 min, 68 oc 5 min, 1 cycle; 94 oc 2 min, 40 oc 5 min, 
68 oc 5 min, 2 cycles; 94 oc 1 min, 60 oc 1 min, 68 oc 2 min, 25 cycles. For 
comparison ot product patterns, 5 iJL ot PCR products were tractionated in 
denaturing 5% polyacrylamide/8 M urea sequencing gels in 0.5X TBE buffer, at 70W 
tor 2.75 h. Gels were stained with silver nitrate according to the protocol ot Bassam 
et al. [24]. Differentially abundant cDNA bands were excised trom the gel and .the 
successtully PCR-reamplified bands were ligated into pGEM-T Easy Vector 
(Promega) and sequenced. Each sequence was subjected to BLAST comparison 
(25], using the NCBI WEB tacility. To clearly differentiate modifications in cDNA 
populations produced by the chitosan treatment trom those produced by the 
procedure itselt (which includes addition ot buffers and vacuum application), an 
aliquot ot total RNA pooled trom "untreated" and "control" calli (as described above) 
was reverse transcribed and PCR amplified as a single "control" reaction . Every RT
PCR amplification was performed twice trom two independent experiments. 

2.8 Effects of chitosan, SA and MeJA on gene expression 
Corroboration ot the DD patterns ot isolated clones, and gene expression 

analysis in SA- and MeJA-treated coconut calli were performed by a modification ot 
the method described by Patel et al. [26]. In briet, 2 IJ9 ot total RNA trom tour 
independent calli that were not vaccuum-infiltrated (U), or vacuum-infiltrated with 

49 



either control buffers (C.), chitosan (Ch), salicylic acid (SA), methyl jasmonate 
(MeJA), or from different tissues of non-elicited plantlets were reverse transcribed 
using oligo-dT, then each single-strand cONA was PCR amplified with the 
corresponding T-P primer combination (T1:P1 for clones G1 and G2; T4:P10 for 
clone G1-C). The resulting double-strand cDNA populations were size fractionated 
by agarose gel electrophoresis, blotted to nylon membranes and hybridized 
separately with each digoxigenin-labeled probe with the method of Church and 
Gilbert J27]. Positive hybridizations were detected by enhanced chemiluminescence 
(CSPD , Roche Diagnostics). 

3. RESUL TS AND D/SCUSS/ON 

3.1 Chitosan application to coconut calli promotes the increment of a fj-1,3-
g/ucanase activity. 

lt has been observed that chitosan oligomers are able to actívate defense in 
different plant species [28,29,30,31]. Therefore, our first goal was to determine 
whether addition of chitosan could also trigger defense responses when added to in 
vitro coconut calli. The "effective" concentration of chitosan has been demonstrated 
to be specific for the different plant models employed, ranging from IJ9 ml-1 [32,33] to 
mg ml-1 [34,35]. In addition, specific studies directed to analyze the effects of the 
molecular weight of chitosan on its elicitation capacity found that lower molecular 
weights of 1 335 Da (6-9 dp) [34] and 5 000 Da (22-33 dp) [32] exerted the highest 
elicitation; so we used acid deacetylated crab shell chitosan, the dp of which was not 
noted, but was likely to be between 6 and 11 [36]. We cultivated coconut calli in the 
presence of activated charcoal (AC), and is known that when AC is added to plant 
tissue culture media, it can adsorb chemicals added or released to the medium 
reducing their effective concentration [37]. For instance, Ebert and Taylor [38] 
demonstrated that more than 99% of exogenous auxin was adsorbed by AC, while 
Nomanbhay and Palanisamy [39] found that AC interacted with chitosan, reducing its 
free concentration considerably. Therefore, some chemicals must be added in 
excess to compensate their adsorption in AC [40,41], and we speculated that 
relatively higher concentrations of chitosan should be applied to elicitate the coconut 
tissues, to circumvent the presence of activated charcoal in the culture medium. In 
order to determine the most effective chitosan concentration to induce a defense 
response, we vacuum infiltrated in vitro coconut calli with control buffer or with 
increasing concentrations of chitosan (0, 0.5, 1.0, 5.0 and 10.0 mg ml-1) for 20 m in. 
Protein samples isolated from each treatment were then collected at different 
intervals (0, 4, 8, 12, 16, and 24 h). These range of concentrations were chosen 
because although the minar concentration we used (500 IJ9 ml 1) is 10 fold higher 
than the optimal concentration observed in some reports [32], it is indeed 4 or 6 fold 
lower than others used in the absence of AC [18,42]. We evaluated the activation of 
¡3-1 ,3-glucanases, which are PR-2 group proteins that have been broadly accepted 
as an effective parameter of defense induction in plants [43,44]. Fig. 2.1 shows the 
results obtained with protein extracts obtained after 8 h treatment. We detected a 
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unique band of activity with an Rf value of -0.1, which was present in the control 
treatment (Fig. 2.1A, lane 1 ). The activity of this band was not appreciably modified 
when elicitor was added in concentrations below 5.0 mg ml-1 (Fig. 2.1A, lanes 2 and 
data not shown); however, the activity clearly increased more than 50% when a 
concentration of 10.0 mg ml-1 was used (Fig. 2.1A, lane 3). Remarkably, only when 
we applied the highest chitosan concentration the ~-1 , 3-glucanase activity did rise 
above basal levels. This effect was not due to an increment in the osmolarity as the 
osmotic pressure of the chitosan solution was not so different when compared with 
the osmolarity of buffer alone (-0.68 and -0.70 MPa, respectively) . Under this 
chitosan concentration, the increment in ~- 1 , 3-glucanase activity from calli was 
detected from at least 4 h, reached a peak between 12 and 16 h, and then began to 
decrease by 24 h after treatment application (Fig. 2.2A, lanes 2 to 5). Since the 
increment in the ~-1 , 3-glucanase activity after chitosan application strongly 
suggested that these elicitation conditions were adequate to set up the defense 
response, we decided to analyze whether the elicitation process could activate the 
MAP kinase pathway and also if it was able to modify gene expression. 

A mg·mL·1 chitosan 

0.0 5.0 10.0 

8 
~ 200 
e 150 :::> 

-~ 100 
¡¡¡ 

50 -¡¡ 
a::: 0.0 

e 

2 3 

Fig. 2.1. Effect of the chitosan concentration in the induction of ~-1,3-glucanase 
activities in Cocos nucifera calli. Protein extracts (35 IJg) isolated 8 h after calli were 
exposed for 20 min to different chitosan concentrations, were fractionated by native 
electrophoresis in a 12% polyacrylamide gel and ~-1 ,3-glucanase activity was evaluated in the 
gel as described in the experimental procedures. A, a representative photograph of the activity 
gels; B, bars represent mean values of densitometric units ± SD of three independent 
experiments; C, Coomassie staining of a parallel gel. 
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Fig. 2.2. Effect of the chitosan incubation period in the induction of 13-1 ,3-glucanase 
activities in Cocos nucifera calli. Protein extracts (35 IJ9) isolated at different periods after 
calli were exposed for 20 min to 10 mg ml-1 chitosan , were fractionated by native 
polyacrylamide electrophoresis. Detection of 13-1 ,3-glucanase activity was assessed as 
described in experimental procedures. A, a representative photograph of the activity gels; 8 , 
bars represent mean values of densitometric units ±SO of three independent experiments; C, 
Coomassie staining of a parallel gel. 

3.2 Addition of chitosan to coconut ca/li activates a 46 kDa MAPK-Iike protein. 
Activity of 13-1 ,3-glucanase as well as the activity of most of the PR proteins 

are generally regulated at the transcription level through the induction of gene 
expression exerted by signaling intermediates [45]. Protein phosphorylation is one of 
the most widely distributed covalent modifications that regulate signaling cascades, 
including the eukaryotic broadly conserved MAP kinase pathway (46]. With the aim 
of determining if MAP kinases could be involved in chitosan signaling in coconut 
cells, the activation of myelin basic protein (MBP) phosphorylating enzymes was 
explored in calli cell extracts. As illustrated in Fig. 2.3, in-gel kinase activity assays 
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revealed the presence of two MBP-kinases of -42 and -46 kDa, respectively. The 
activity of the -46 kDa kinase showed a slight increase after 5 min of elicitation, 
increased significantly by 1 O m in and reached a maximum by 20 m in (Fig. 2.3A, 
lanes 6 through 8) , and remained activated for at least 80 min (Fig. 2.3A, lanes 13 to 
16). This activity had a much lower increase when calli were treated with chitosan 
control buffer (Fig. 2.3A, lanes 1 to 4 and 9 to 12). The -42 kDa kinase activity 
seemed to be unresponsive to the chitosan treatment. 

A 

46 kDa -
42 kDa-

8 
MW 

37.513 -
28.855-

o 5 1 o 20 o 5 1 o 20 ......................... 
----++++ 

40 60 70 80 40 60 70 80 Exposition time (min) . ....................... . 
- - - + + + + 10 mg·mL"1 chitosan 

• pg 

19.374 -._ ________ _, ._ ________ .....,¡ 
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Fig. 2.3. Treatment with chitosan increments the activity of a -46 kDa MAP kinase-like 
protein in Cocos nucifera calli. Protein extracts (12.5 ¡.Jg) isolated at different periods after 
calli were exposed (+) or not (-) to 10 mg ml"1 chitosan, were fractionated in a 15% SDS
PAGE, then in-gel kinase assay was performed in the presence of [y-32P]-ATP and MBP as 
substrates. A, 7 h-exposed autoradiography film; 8 , Coomassie staining of the same gel 
before autoradiographic exposition; MW, prestained protein ladder broad range (810-RAD). 

Since the MBP is not an exclusive MAPK substrate, we analyzed the same 
protein extracts with specific antibodies raised against the bisphosphorylated MAPK 
signature TEY peptide (anti pTEpY antibodies). MAPK becomes active only after 
both threonine and tyrosine residues in this tripeptide motif are phosphorylated [47], 
thus a positive immunodetection in protein extracts should reflect the existence of 
MAPK(s) that were activated in vivo [48]. Fig. 2.4 shows that anti pTEpY antibody 
detected a -46 k Da band in protein extracts between 1 O and 20 m in after calli 
elicitation, and remained immunodetectable by 80 min (Fig. 2.4A, lanes 7 to 8, and 
14 to 17). This -46 kDa band was not appreciably observed in control treatments 
(Fig. 2.4A, lanes 1 to 4, and 10 to 13). This kinetic of activation clearly parallels the 
behavior of the -46-kDa kinase activity observed in the in-gel kinase assay. lt is 
evident the detection of three additional bands in the immunoblot. lmmunodetection 
of these bands was persistent even after the concentration of tween 20 was 
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increased up to 0.6% and 1M NaCI was included in the washes. However, these 
bands did not display MBP-kinase activity in vitre (compare results in Fig. 2.3A with 
Fig . 2.4A), which suggested they were the result of nonspecific binding of either the 
primary or the secondary antibody. To discard this latter possibility, we cut two 
disparate extra lanes from the membrane and incubated them separately with the 
secondary antibody only. As can be seen in lanes 9 and 18 in Fig. 2.4A 
(corresponding to 20 min incubation with buffer or chitosan solution, respectively) , 
the secondary antibody positively cross-reacted with the 3 protein bands that lack 
kinase activity, but did not bind to the -46 kDa protein. This demonstrates that 
detection of the three "extra" bands in lanes 1 to 8, and 1 O to 17 in Fig. 2.4A was the 
result of nonspecific recognition associated with the secondary antibody. In contrast, 
the -46 kDa band is the only one recognized specifically by the anti pTEpY primary 
antibody. 
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123 45 67 89 10 11 12 13 14 15 16 17 18 

Fig_ 2.4. MAP kinase-specific antibodies cross-react with a -46 kDa chitosan-inducible 
protein in Cocos nucifera calli. Protein extracts (12.5 IJ9) isolated at different periods after 
coconut calli were exposed (+) or not (-) to 10 mg ml-1 chitosan were fractionated in 15% 
SDS-PAGE, transferred to a PVDF membrane and reacted with antibodies directed against 
the MAPK pTEpY motif (Santa Cruz Biotechnology). A , a representative immunoblotting result; 
B, Ponceau red-staining of electroblotted proteins; MW, position of prestained protein ladder 
broad range (810-RAD). 

Another element that validates the specificity of the MAP kinase 
immunodetection is the fact that the deduced amino acid sequences from several 
cDNAs that we have isolated from non-elicited and chitosan-elicited coconut calli 
posses the TEY signature motif that distinguishes MAP kinases (EMBL acc. nos. 
AJ555489, AJ555490, and AJ555491) , then it is reasonably possible that sorne of 
the encoded MAPK proteins are present in the cell extracts from both elicited and 
non-elicited coconut calli ; furthermore, short tracks at the amino and carboxy sides of 
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the TEY sequence in all coconut MAP kinases are highly conserved with mammalian 
ERK1/2 (Fig. 2.5), which in a bis-phosphorylated state were used to generate the 
antibody. While we cannot yet discern which of the proteins coded by the cONA 
clones are detected by the antibody, it should be remembered that MAPKs become 
active only after they are bis-phosphorylated in the TXY motif; thus, the anti pTEpY 
antibody does not detect kinase activity but "activated" enzymes. Since we found that 
primary antibody cross-reacted only with protein extracts obtained from chitosan
treated calli, but not with the control cell extracts, our result implied that the pTEpY 
epitope was present only after calli were elicitated with chitosan (Fig. 2.4A, lanes 7 to 
8, and 14 to 17). This result suggested MAPK became active after the chitosan 
treatment, a finding that matched perfectly with the behavior displayed by the MAPK 
enzymatic activity (Fig. 2.3A, lanes 6 to 8, and 13 to 16). 

The following observations strongly suggest that the -46 kDa bands 
detected by both in-gel kinase assay and immunoblotting are the same and could 
correspond to a coconut MAP kinase: its recognition by a specific anti-MAP kinase 
antibody raised against a bis-phosphorylated motif; the capacity to phosphorylate 
MBP; and its rapid activation after elicitation (which is typical of classical MAP 
kinases). These findings are in agreement with previous results that demonstrated 
the activation of MAPK after chitosan elicitation in other plant species [49,50], and 
constitutes solid evidence that chitosan addition also promotes the activation of this 
signa! transduction pathway in coconut calli. 
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Fig. 2.5. Deduced amino acid sequences of MAP kinase cDNAs from C. nucifera share a 
high degree of identity with mammalian ERK1 and ERK2. Deduced amino acid sequences 
from three coconut cONA clones were aligned to fragments of human ERK sequences using 
the MultAiin program [71]. ERK1 , a fragment of the human ERK1 amino acid sequence; 
ERK2, a fragment of the human ERK2 amino acid sequence; AJ555489, AJ555490, and 
AJ555491 , fragments of C. nucifera MAP kinase deduced amino acid sequences. Perfect 
matches and conserved amino acid substitutions are in red. The MAP kinase TEY specific 
signature is boxed. 

3.3 Chitosan addition differential/y modifies the abundance of transcripts in 
Cocos nucifera ca/li 

As has been established, one of the majar MAPK actions after being 
activated is to relocate to the nucleus [51] where they induce differential gene 
expression through activation of specific transcription factors [52]; this enables the 

55 



establishment of biochemical responses that contend with a defined extracellular 
environment. In order to explore if chitosan treatment also alters defense-related 
gene expression in the coconut calli system, we applied the RNA differential display 
technology (DD)[53] to compare RNA populations obtained from coconut calli 
exposed or not to chitosan . Since increments in the activity of ¡3-1 ,3-glucanase were 
detected from at least 4 h after incubation and these should be the result of gene 
induction, we decided to evaluate changes in gene expression in the O to 4 h period. 
DD was executed with four P-T primer combinations, and results obtained with the 
P1 and T10 primer combination (5'-ATTAACCCTCACTAAAGCACC-GTCC-3' and 5'
CATTATGCTGAGTGATATCIIIIIIIIIAA-3', respectively) are shown in Fig. 2.6. 
Results revealed the amplification of many sharp bands that ranged between 200 
and 1000 bp in control as well as in treated samples. While the amount of most 
bands did not change, there were several cDNA segments whose abundance was 
notably modified under the chitosan treatment: some were enhanced (labeled "e"), 
and others were repressed (labeled "b") or their concentration diminished (labeled 
"a"). From a total of 21 bands with observed differences in intensity, 12 were 
successfully PCR-reamplified and cloned , but only 8 displayed consistency with the 
original fragment size. Corroboration of the observed expression patterns for six 
probes and an analysis of their expression in plant adult tissues were made. 
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Fig. 2.6. Chitosan induces differentially abundance of mRNAs in C. nucifera calli. Two 
J.Jg of ONase 1-treated RNA isolated from calli at 30, 120 and 240 min after each treatment 
were pooled, and then sscONA was synthesized and amplified by PCR with P1-T1 primers 
(see text) . RT-PCR products were size fractionated and stained as described in materials and 
methods. Lanes 1 and 10, PCR amplification in the absence of reverse transcriptase as 
control for ONA contamination; lanes 1, 2, 3, 6, and 7, cONA population amplified from 
control RNA (pooled from "untreated" and "control" calli , see text); lanes 4, 5, 8, 9 and 10, 
cONA population amplified from the induced RNA pool (isolated from calli that were vacuum
infiltrated with chitosan); a, b, and e, examples of cONA bands with reduced, repressed, or 
enhanced gene expression, respectively; single and double asterisks, indication of the 
original positions of clones G2 and G1 , respectively; Pb: position of the 100 pb ONA ladder 
(lnvitrogen). 
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The hybridization signals confirmed the mRNA level differences predicted by 
the differential display (Fig. 2.7) for three clones (G1 , G1-C and G2), while the 
remaining gave non-reproducible results (data not shown). According to these 
results, selected clones could be organized in two groups, one whose transcripts 
were initially present (G1-C, Fig. 2.7b) and two that were absent (G1 and G2; Figs. 
2.7a and 2.7c, respectively) in calli grown under normal conditions. Fig. 2.7 shows 
that transcript levels for Clone G1 were absent in untreated calli (lane 1 a), but 
concentrations increased in the control treatment and slightly more again when 
chitosan was added (lanes 3a and 2a, respectively) . On the other hand, clone G2 
displayed a similar behavior, it was absent in untreated calli (lane 1c) and presented 
a small amount of transcript when buffer was vacuum infiltrated (lane 3c), but level in 
calli exposed to chitosan was considerably higher (lane 2c). Since both control and 
chitosan treatments include vacuum infiltration, the RNA level observed in control 
treatments could be the result of an additional stress exerted by vacuum application. 
However, vacuum was applied also when samples were infiltrated with salicylic acid 
(SA), and there are some SA concentrations at which no modification in G1-C or G2 
expression was observed with respect to the "untreated" calli (compare lane 3b with 
1 b, and lane 5c with 1c in Fig. 2.8). Then, it is possible that vacuum did not affect 
appreciably the expression of selected genes. lnterestingly, the hybridization 
analysis revealed that G1 and G2 clones were not expressed under non-elicited 
conditions in differentiated plantlet organs, including roots, shoots and leaves (Fig . 
2.7, lanes 4, 5, and 6), which indicates they were strictly inducible by the stress 
treatment. With respect to the clone expressed normally in plantlet tissues (G1-C, 
see Fig. 2.7} , its expression was almost absent in shoots (lane 5b) and displayed a 
noticeable repression in the presence of chitosan (lane 2b). 

As can be seen in Fig. 2.7, the control treatment also produced a minor 
modification in the transcript levels for some clones. This might be explained by the 
fact that the treatment includes vacuum application of a neutralized acid solution; in 
consequence, there is a possibility that these clones could be moderately induced by 
abiotic in addition to biotic stresses. 

Equal amounts of RNA used for amplification were confirmed by visual 
inspection of the ribosomal RNA bands in agarose gels (Fig. 2.7e) and by RT-PCR 
amplification of a coconut actin transcript (EMBL acc. no. AA123456) (Fig . 2.7d). 
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Fig. 2.7. Expression levels of chitosan-modified transcripts in tissues of adult plant. 
Two IJ9 of RNA samples isolated from different tissues were reverse transcribed and amplified 
by PCR with T1 :P1 primer combination as described. RT-PCR products were size fractionated 
in 1.1% agarose gels and blotted to nylon membranes, and then hybridized individually with 
the isolated clones labeled with digoxigenin. a to e, autoradiographies of the hybridized 
membranes; d, RT-PCR amplification of a coconut transcript for actin; e, ethidium bromide 
staining as control of RNA concentration; U, "untreated" calli (see materials and methods); Ch, 
chitosan-treated calli . C, "control" calli (see materials and methods); R, root; S, stem; L, leaf. 

According to a BLAST comparison [25], the "E" value suggested that DNA 
sequences from the three chitosan-modified clones were almost identical to Oryza 
sativa putative receptor-like kinase (G1 , EMBL acc. no. AM076489), Arabidopsis 
thaliana alternative oxidase 1 b (G1-e, EMBL acc. no. AM16752'[) , and Lycopersicon 
esculentum disease resistance gene (G2, EMBL acc. no. AM076490) (Table 1). 
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3.4 Abundance of chitosan-modified transcripts are modified differentially by 
salicylic and jasmonic acids 

lt has been shown that pathogen attack can trigger at least two defense 
pathways, one involving SA and one involving JA and ethylene [54]. SA has been 
shown to play a crucial role in the induction of HR [55] and the establishment of 
systemic acquired resistance (SAR)[56]. The molecular mechanism by which SA 
could induce a defense response has been investigated principally in A. thaliana ; in 
that model, SA induces SAR through the activation of NPR1 transcription factor, 
which in turn promotes expression of PR genes [57]. On the other hand, JA has been 
proposed as a signal transducer in tissue cultures incubated with pathogen elicitors 
[58], and was demonstrated to actívate several genes including those coding 
defense proteins like thionin [59], and PDF [60] in a SA-independent pathway. Since 
PR gene expression mediated by NPR 1 is a cross-talk point between the SA and JA
ethylene signaling pathways that confer resistance to pathogens [61], we wanted to 
know if the transcripts induced differentially by chitosan were also modified by SA 
and MeJA, which may help in understanding either they are related to defense. 

C. nucifera calli were exposed to different concentrations of SA (Fig. 2.8A) 
and MeJA (Fig. 2.88), then transcript levels were evaluated by reverse northern blot. 
Transcript abundance for clone G1 was increased with 50 mM SA (Fig. 2.8A, lane 
5a); G1-C abundance decreased with all SA concentrations (Fig. 2.8A, lanes 4b to 
6b); and G2 was enhanced with 500 mM SA (Fig. 2.8A, lane 6c). Transcript levels for 
the three clones seemed not to be affected by the addition of MeJA (Fig. 2.88, lanes 
1 O, 11 , and 12). Notoriously, the two genes with no expression in non-induced calli or 
adult tissues, but actually induced by chitosan treatment (G1 and G2) were also 
induced by SA but not appreciably by MeJA treatments (compare Figs. 2.8A and 
2.88), whereas clone G1-C that was normally expressed in non-induced calli and 
adult tissues, was repressed by addition of chitosan or SA, and was not affected by 
MeJA as well. This behavior implies the possibility that if their gene products are 
involved in the coconut-pathogen interaction, they could be regulated in a SA
dependent, MeJA-independent pathway. In particular, clone G1 , seems to be a 
receptor-like kinase (RLK), a membrane integral protein that switches-on signal 
transduction pathways after the binding of numerous extracellular signals that 
include pathogen-derived molecules (i.e. , Xa21 D, Wang et al. [62]) . The second 
clone, G2, has close similarity to the tomato Verticil/ium wilt resistance gene that 
codifies a membrane receptor with no apparent enzymatic activity (Ve from tomato 
has been proposed as the R gene responsible for gene-for-gene specific interaction 
with Verlicillum dahliae [63]). The third clone, G1-C, whose transcript levels were 
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reduced by the chitosan treatment, is quite similar to A. thaliana and N. tabacum 
mitochondrial alternative oxidases (AOX); when expression of the corresponding 
soybean and pea genes is inhibited, a stimulation of the mitochondrial H20 2 

production occurs, then it was proposed that this enzyme operates as a non-coupled 
anti-oxygen defense mechanism [64]. Also, Amirsadeghi et al. (2006)[65] 
demonstrated that the lack of AOX in transgenic N. tabacum was accompanied by an 
increase in some antioxidant defenses. In that study, the authors suggested that 
susceptibility to cell death from signaling molecules like SA and nitric oxide (NO) is 
dependent upon the steady-state cellular level of reactive oxygen species (ROS) and 
that AOX levels clearly contribute to this steady state. According to these reports, if 
the observed chitosan-mediated repression of clone G1-C in coconut calli was 
related to defense, it should be accompanied by an increment in ROS, which is a 
physiological event that allows the establishment of the defense response [66]. To 
verify this hypothesis, we measured the total concentration of hydrogen peroxide 
produced by calli in the same elicitation period (0-4 h) when reduction of G1-C 
expression was found . The results obtained showed that vacuum-infiltration with 
control buffer produced a stepwise increment in the production of total H20 2 (See 
Fig. 2.9, white columns) . However, when compared to control , vacuum-infiltration 
with chitosan produced a much higher H20 2 increment (up to 3 fold) after 2h of 
treatment (Fig. 2.9, grey columns) . The total H20 2 content in both control and 
chitosan treatments seemed to be equal after 4 h of infiltration. Consequently, 
though there is again a certain level of response when control treatments were 
applied, an early oxidative burst was present only after calli were infiltrated with 
chitosan . This result corresponded well with the chitosan- and SA-induced 
repression of clone G1-C, which occurred between O and 4h after application of 
treatments (compare Fig. 2.9 with Figs. 2.7 and 2.8). 
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Fig. 2.8. Effect of SA and MeJA in the expression of the cDNAs isolated from Cocos 
nucifera calli. Two ~g of total RNA isolated at 2 and 4 h after coconut calli were vacuum
infiltrated for 20 min with different concentrations of salicylic acid (A) or methyl jasmonate (8), 
were pooled for each treatment, reverse transcribed and amplified by PeR with the 
corresponding P-T primers. RT -PeR products were size fractionated in 1.1% agarose gels and 
blotted to nylon membranes, and then they were hybridized individually with each isolated 
clone labeled with digoxigenin. Lanes 1, 2, 7, 8 and 9, chitosan treatments as a reference; 
lanes 3 to 6, salicylic acid (SA) treatments; lanes 1 O to 12, methyl jasmonate (MeJA) 
treatments; U, "untreated" calli (see materials and methods); C, "control" calli (see materials 
and methods); a to f, autoradiographies of the hybridized membranes. Lower panel is ethidium 
bromide staining as control of RNA concentration. 
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Fig. 2.9. Chitosan induces the production of hydrogen peroxide in Cocos nucifera calli. 
Concentration of total H20 2 in cell extracts was measured by the phenol red oxidation method 
[21] atO, 2 and 4 h after application of the different treatments. Grey columns, H20 2 in cell 
extracts from calli vacuum-infiltrated for 20 min with 1 O mg·ml-1 chitosan; White columns, 
H202 in a pool of cell extracts from "untreated" and "control" calli . All experiments were 
repeated three times with three calli each. Results are expressed as mean value ± SO. 

In summary, the differential modification of gene .expression supports the 
hypothesis that chitosan addition to coconut calli might be able to activate defense 
responses against pathogens. Research concerning the physiological and molecular 
relationships between the coconut palm and its associated pathogens has been 
traditionally overlooked due to several causes, and has focused mostly in disease 
diagnosis [67] or in the detection of the pathogens by means of PCR-based 
techniques [68,69]. In this sense, using in vitro tissue cultures could be a suitable 
alternative to study the plant-pathogen relationships at molecular and biochemical 
levels. The evidence obtained in th is work demonstrated the activation of signal 
transduction intermediates (i.e. MAP.K pathway), the differential expression of 
defense-related genes (notoriously, the suppression of AOX and the induction of 
Verticillium wilt resistance gene, an R gene), the induction of PR proteins (i.e. 13-1,3-
glucanases), and the generation of an oxidative burst as a result of chitosan 
addition. 

To our knowledge, the results presented here identify, for the first time, a 
coconut signaling intermediate, or molecular product induced expressly once a 
pathogen-derived signal is perceived. lt is well known that perception of general 
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elicitors can lead to the activation of broad-spectrum specific responses [70]; 
therefore, the model employed in this study constitutes an excellent alternative to 
identify and analyze signa! transduction intermediates and molecular products that 
help the coconut palm to resist different pathogens. 
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Capítulo 111 

Caracterización de las actividades de MAP cinasa en callos 
de Cocos nucifera L. inducidos con quitosano 

1. INTRODUCCIÓN 
Los ensayos de cinasa en gel e inmunodetección (Lizama-Uc et al. , 2007) 

permitieron establecer que, en células de callo de cocotero, una probable MAP 
cinasa de -46 kDa se activa debido a la presencia de quitosano y otra cinasa de -42 
kDa, posiblemente se activa en presencia de una solución ácida (solución control) . 
Con el fin de caracterizar la actividad de estas dos cinasas y obtener las evidencias 
necesarias para identificarlas, se realizaron ensayos de autofosforilación e 
inmunoprecipitación. 

2. MATERIALES Y MÉTODOS 

Material vegetal 
Para la caracterización de la modificación de las actividades de MAP cinasa 

como respuesta al tratamiento con quitosano se utilizaron callos secundarios de 
Cocos nucifera L. variedad Alto del Atlántico (AA), de dos meses de edad, cultivados 
en oscuridad a 27 °C ± 2 °C (Chan et al. , 1998). Estos callos se obtuvieron de la 
fragmentación y resiembra de un callo primario en 1 O mL de medio Y3 (Eeuwens, 
1976) adicionado con sacarosa (5%), gelrite (3 g L-1) (Sigma) y carbón activado (2.5 
g r1

) (Sigma) (Chan et al., 1998). La concentración de la auxina ácido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) se ajustó a 0.65 mM (Sáenz-Carbonell

6 
Tesis de 

Doctorado) y el pH a 5.75 antes de esterilizar el medio por 20 min, a 120 C. 
La utilización de callos secundarios provenientes de la fragmentación de un 

callo primario único, permitió minimizar las diferencias en respuesta que pudieran 
presentarse si cada callo proviniera de plúmulas independientes y por tanto, 
ocasionadas por la variación genética. 

Preparación de la solución concentrada y la solución de trabajo de quitosano 
La solución concentrada de quitosano se preparó de acuerdo al 

procedimiento de Benhamou y Thériault (1992}, que asegura que las impurezas que 
pudiese contener el inductor se eliminen. Brevemente, las hojuelas de quitosano 
(Practica! Grade from Crab Shells, Sigma) fueron pesadas (1 g) y molidas en un 
mortero en presencia de nitrógeno lfquido. El polvo se lavó seis veces con agua 
destilada; para esto, el inductor se repartió en tubos eppendorf, a cada tubo se le 
adicionó agua (1 :1) y la mezcla se homogeneizó en un vortex. El homogenado se 
centrifugó (12,000 x g) durante 8 min a 25 oc, desechándose el sobrenadante. La 
pastilla se secó a temperatura ambiente toda la noche y se disolvió en 50 mL de HCI 
0.25 N mediante agitación vigorosa por espacio de 2-3 h. La solución de quitosano
HCI se centrifugó en tubos eppendorf durante 15 min, a 12,000 x g a 25 °C, para 

71 



sedimentar las partículas no disueltas. El sobrenadante se distribuyó en tubos 
eppendorf limpios y el inductor se precipitó con NaOH 2.5 N. El precipitado se 
sedimentó, centrifugando 20 mina 12,000 x g a 25 oc. Se desechó el sobrenadante 
y el precipitado se lavó seis veces con agua destilada estéril , para eliminar las sales, 
dejándose secar toda la noche a temperatura ambiente. El quitosano seco se 
disolvió por agitación vigorosa en HCI 0.25 N, se etiquetó como "solución madre" y 
se guardó a 4 oc hasta su uso. 

La solución de trabajo se preparó a partir de la solución concentrada. Para 
ello, se tomó la cantidad necesaria (de acuerdo con la concentración y con los 
volúmenes finales de la solución deseada) y se diluyó con HCI 0.25 N. El pH de la 
solución se ajustó a 5.5 con NaOH y se aforó con HCI, pH 5.5, hasta el volumen 
indicado. 

Tratamiento de los callos con el inductor quitosano 
Callos secundarios de cocotero variedad AA fueron sumergidos en una 

solución de quitosano (1 O mg mL-1, pH 5.5) durante O, 5, 1 O, 20, 40, 50, 60, 70 y 80 
min. Transcurrido el tiempo de incubación, el callo se sacó de la solución, se secó e 
inmediatamente se extrajo la proteína. Como tratamiento control, se sumergieron 
callos en una solución de HCI, pH 5.5, el tiempo equivalente a cada uno de los 
tratamientos. ' 

La concentración de quitosano que se usó (10 mg mL-1, pH 5.5) es la 
reportada para observar la máxima actividad de glucanasas (Lizama-Uc et al. , 
2007). La actividad de estas enzimas se tomó como un marcador de la activación de 
las respuestas de defensa en callo de cocotero. 

Extracción de proteína total 
Para la extracción de proteína total, los callos tratados con el inductor y 

aquellos bajo el tratamiento control se pulverizaron en presencia de N2 líquido. El 
polvo fino se resuspendió y homogeneizó en amortiguador de extracción [HEPES
Tris 50 mM (pH 7.5) , EDTA 5 mM, EGTA 5 mM, p-glicerofosfato 50 mM, NaN04 10 
mM, NaF 1 O mM, glicerol 10%, PMSF 1 mM, aprotinina 1 J..LM, DTT 5 mM, leupeptina 
11JM, ácido trans-cinámico 20% y PVPP 20%] a razón de 1 mL por gramo de tejido. 
El homogeneizado se centrifugó durante 15 min 22,000 x g a 4 °C, y se separó el 
sobrenadante (proteína soluble total). Con los extractos de proteína soluble total , se 
realizaron los ensayos de autofosforilación en gel y la inmunoprecipitación. 

Cuantificación de proteína soluble total 
La cuantificación de proteína soluble total se realizó de acuerdo al método 

descrito por Bradford (1976). Este método espectrofotométrico se basa en la unión 
no covalente de la forma aniónica del colorante azul de Coomassie G-250 con las 
proteínas. Brevemente, en tubos de ensayo independientes se mezclaron 2 ¡Jg de 
proteína soluble total de los callos tratados con el inductor y aquellos bajo el 
tratamiento control con 1 mL de reactivo de Bradford y 198 IJL de agua destilada. 
Los tubos de reacción se incubaron 5 min a temperatura ambiente y se leyó la 
absorbancia a 595 nm contra el blanco (1 mL de reactivo de Bradford y 200 1-JL de 
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agua destilada). Para la determinación de las concentraciones de proteína de cada 
una de las muestras, las lecturas obtenidas se sustituyeron en la ecuación de la 
recta obtenida de una curva de calibración de 1 ¡Jg a 25 ¡Jg de proteína, en la que se 
empleó albúmina sérica bovina [Fracción V] (Sigma) como estándar. 

Ensayo de autofosforilación en gel 
Habiéndose detectado cambios en los patrones de fosforilación de proteína 

mediante el ensayo de cinasa en gel, el ensayo de autofosforilación en gel 
representó un ensayo control para determinar si las modificaciones en los patrones 
de fosforilación observados son debidas a la fosforilación de la proteína básica de 
mielina (MBP) o una autofosforilación. 

Para el ensayo de autofosforilación se utilizó la misma técnica empleada 
para el ensayo de cinasa en gel (Mikolajczyk, 2000; Lizama-Uc et al., 2007), con la 
diferencia de que no se le adicionó la MBP como sustrato a la poliacrilamida. 
Brevemente, 25 ¡Jg de proteína total de callos no expuestos y expuestos a 
quitosano, se fraccionaron por electroforesis en geles desnaturalizantes de 
poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) al 15 %, de acuerdo a Laemmli 
(1970). En carriles adyacentes se fraccionaron marcadores de masa molecular. 
Después de la electroforesis, se eliminó el SOS de los geles por medio de cuatro 
lavados (de 30 min cada uno) con el amortiguador A [Tris-HCI 50 mM (pH 8.0) y 2-
propanol al 20%], a temperatura ambiente. Los geles fueron equilibrados en 
amortiguador B [Tris-HCI 50 mM (pH 8.0) y [3-mercaptoetanol 5 mM] durante 90 min, 
a temperatura ambiente. Inmediatamente, las proteínas fueron desnaturalizadas 
durante 1 h en el amortiguador C [urea 8 M, Tris-HCI 50 mM y [3-mercaptoetanol 5 
mM] a temperatura ambiente. Los geles se colocaron en amortiguador de 
renaturalización (amortiguador D) [Tris-HCI 50 mM (pH 8.0), [3-mercaptoetanol 5 mM 
y tween 20 al 0.04%] y fueron incubados a 4 °C toda la noche (realizándose cinco 
cambios de amortiguador). Los geles se incubaron durante 1 h a temperatura 
ambiente en la mezcla de reacción [HEPES-KOH 40 mM (pH 7.5), EGTA 1.5 mM, 
EDTA 1.5 mM, DTT 5 mM, MgCI2 12 mM] sin ATP, y después incubados durante 1 h 
a temperatura ambiente en la mezcla de reacción , adicionada con ATP 5 IJM 
suplementado con 2.96 MBq de [y-32P] ATP (110 TBq/mmol, Amersham 
Biosciences). La reacción fue detenida transfiriendo los geles a una solución de 
ácido tricloroacético (TCA) al 5% y pirofosfato de sodio al1%. El [y-32P] ATP que no 
se incorporó a las proteínas fue removido de los geles por medio de seis lavados (de 
30 min cada vez) con la solución anterior. Los geles se tiñeron con azul de 
Coomassie, y se digitalizaron. A continuación, se secaron durante 36 h entre pliegos 
de celofán dulce, sostenidos en un bastidor de acrílico; el procedimiento es la 
modificación de un protocolo descrito por Bio-Rad. Brevemente, se cortaron cuadros 
de celofán dulce de 20 x 20 cm, los cuadros de celofán se sumergieron en agua 
destilada durante 5 minutos. Uno de los cuadros de celofán se extendió sobre un 
cuadro de acrílico de 5 mm de grosor y de 15 x 15 cm de ancho. El gel que se 
deseaba secar se colocó sobre el celofán extendido previamente en el cuadro de 
acrílico. Sobre el gel se colocó un segundo cuadro de celofán; por último se colocó 
un marco de acrílico de 15 x 15 cm de ancho al cual se le removió un área interna 
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de 13 x 13 cm. La posición de los moldes de acrllico se aseguró utilizando sujeta
documentos de papelería. Los geles se dejaron deshidratar a temperatura ambiente 
durante 36 horas. Los geles secos se expusieron al Fosforimager y/o a una película 
autorradiográfica a temperatura ambiente. 

Ensayo de inmunoprecipitación 
El anticuerpo anti pERK 1/2 (Thr 202/Tyr 204) (Santa Cruz, Biotechnologl), 

que detectó una proteína de -46 kDa de callos de cocotero tratados con quitosano 
(Lizama-Uc et al., 2007) fue utilizado para inmunoprecipitar MAP cinasas activadas 
de los extractos de proteína total correspondientes a los callos de cocotero AA sin 
tratar (HCI, pH 5.5) y tratados con quitosano (10 mg mL-1

, pH 5.5) durante 50 min, 
de acuerdo con el siguiente procedimiento: 

Paso 1. Eliminación de la protefna unida inespecfficamente a la protefna G-sefarosa 
50 ¡Jg de proteína total correspondiente a callos no tratados y tratados con 

quitosano durante 50 min, se mezclaron, en reacciones independientes, con 20 !JL 
de proteina G-sefarosa 4 Fast Flow (Amersham) lavada previamente 3 veces con 1 
mL de amortiguador de inmunoprecipitación [Tris-HCI 20 mM (ph 7.5), NaCI 150 
mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, NaN04 1 mM, NaF 1 mM, ~-glicerofosfato 10 mM, 
tritón X-100 1%, aprotinina 2 ¡Jg mL-1, leupeptina 2 ¡Jg mL-1, PMSF 0.5 mM], de 
acuerdo a las instrucciones del fabricante. La mezcla se completó a 200 !JL con 
amortiguador de inmunoprecipitación, se incubó 1 ha 4 °C con agitación suave y se 
centrifugó a 12,000 x g durante 30 s. para recuperar el sobrenadante (1 ), utilizado 
para realizar el ensayo de inmunodetección. Por otro lado, a la proteína G-sefarosa 
recuperada se le añadieron 15 !JL de amortiguador laemmli 3x y 25 !JL de H20 . La 
mezcla se calentó a 95 °C durante 5 min y se centrifugó a 12,000 x g durante 1 min, 
para separar la proteína unida de manera inespecffica a la resina. El sobrenadante 
(2) se recuperó y se tomó como control de pegado inespecífico en un ensayo de 
inmunodetección. 

Paso 2. Reacción antígeno-anticuerpo 
Al sobrenadante (1j recuperado, se le añadió 1 ¡Jg (5 !JL) de anticuerpo anti 

p-ERK 1/2 y se incubó a 4 C durante 4 h en agitación continua. 

Paso 3. Precipitación del complejo antfgeno-anticuerpo 
A la mezcla del paso 2, se le añadieron 20 !JL de protefna G-sefarosa y se 

incubó a 4 °C durante 2 h en agitación continua. Se centrifugó a 12,000 x g durante 
30 s. para recuperar tanto la proteína G-sefarosa como el sobrenadante (3). Al 
sobrenadante p). se le añadió acetona a una concentración final de 80% y se 
incubó a -20 C toda la noche para preci~itar la protefna. Al día siguiente, se 
centrifugó a 22,000 x g durante 30 min a 4 C. La pastilla se disolvió en 15 !JL de 
amortiguador laemmli 3x y 25 !JL de H20 . La proteína se conservó a 4 °C hasta su 
uso. El complejo proteína G-sefarosa-anticuerpo anti p-ERK 1/2-antígeno se lavó 3 
veces con 1 mL de amortiguador de inmunoprecipitación. 

74 



Paso 4. Disociación del complejo 
Al complejo recuperado (proteína G-sefarosa-anticuerpo anti p-ERK 1/2-

antígeno}, se le agregaron 10 IJL de amortiguador laemmli 3x y 20 IJL de H20 ; la 
mezcla se calentó a 95 °C durante 5 min y se centrifugó a 12,000 x g durante 1 min 
Con el sobrenadante (4) se realizaron los ensayos de inmunodetección. 

Ensayo de inmunodetección en la proteína inmunoprecipitada 
La proteína total, el inmunoprecipitado, el sobrenadante de la reacción de 

inmunoprecipitación y la proteína unida de manera inespecífica a la proteína G
sefarosa se fraccionaron mediante SDS-PAGE en geles al 15%, de acuerdo con el 
método descrito por Laemmli (1970). En un carril adyacente, se colocó un marcador 
de masa molecular. 

Las proteínas separadas por electroforesis se electrotransfirieron a una 
membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF-Amersham) en amortiguador de 
transferencia (Tris 25 mM, glicina 192 mM y metanol al20%) durante 2 ha 400 mA y 
4 °C. La membrana se tiñó con una solución de Rojo de Ponceau (ácido acético 5 % 
y colorante 0.1 %). Después de digitalizar la imagen, la membrana se destiñó. Se 
bloqueó 1.5 h a temperatura ambiente (TA) con amortiguador de bloqueo [BSA al 
3% en amortiguador de fosfato de sodio pH 7.5 (PBS), adicionado con tween 20 al 
0.2 % (TPBS)]. La membrana se lavó tres veces a TA (15 min por vez) con 
amortiguador TPBS y se incubó a 4 °C toda la noche (12 h) con una dilución 1:3000 
de anticuerpo primario p-ERK 1/2. La membrana se lavó tres veces aTA (15 min por 
vez) con TPBS y se incubó aTA durante 1 h en una dilución 1:5000 de anticuerpo 
secundario acoplado a peroxidasa [goat anti-rabbit lgG HRP (Santa Cruz, 
Biotechnolog/~)]. La membrana fue lavada tres veces a TA (15 min por vez) con 
TPBS. La reacción de inmunodetección se reveló mediante quimioluminicencia 
incubando la membrana con el sustrato luminol (ECL Western Blotting System, 
Amersham) durante 1 min a TA y exponiéndola a una pelfcula autorradiográfica 
durante 6 min, a 37 °C. 

3. RESULTADOS Y DISCUSION 

Ensayo de autofosforilación en gel 
Se ha reportado que las MAP cinasas tienen la capacidad de 

autofosforilarse in vitro. Esto se ha observado en ensayos de autofosforilación, 
empleando MAP cinasas expresadas en E. coli fusionadas a residuos de histidina, a 
proteínas como la glutatión S-transferasa o a la proteína que une maltosa (Jonak et 
al. , 1996; Takezawa, 1999; Huang et al., 2000; Xiong y Yang, 2003). Con base en lo 
anterior, es posible que las señales observadas en el ensayo de cinasa en gel sean 
consecuencia de un fenómeno de autofosforilación y no a la fosforilación propia de 
laMBP. ' 

Para discernir entre estas posibilidades, se realizó el ensayo de 
autofosforilación en gel (Materiales y Métodos). La técnica del ensayo fue la misma 
que se siguió para el ensayo de cinasa en gel (Lizama-Uc et al., 2007; Micolajczyk 
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et al., 2000); es decir, se realizó exactamente bajo las mismas condiciones, con la 
única diferencia de ~ue a la poliacrilamida no se le adicionó la MBP. La 
autoincorporación de 32P a la proteína de -46 kDa se detectó mediante la exposición 
de los geles a películas autorradiográficas por 2, 7 y 14 días (Figura 3.1, sólo se 
muestra la película expuesta 7 días). 

A 1 2 3 4 

- 66 KDa 
--46 KDa 
--42 KDa 

Tiempo (mín.) O' 5' 1 O' 20 ' O' 5' 1 O' 20' 40' 60' 70' 80' 40' 60' 70' 80' 
Quitosano - + + + + 

B 

M12345678 

+ + + + 

M 9 10 11 12 13 14 15 16 

Figura 3.1.- Detección de proteínas cinasas que tienen capacidad de autofosforilarse in 
Vitro. (A) 25 ¡.Jg de proteína total fueron fraccionados por SDS-PAGE en geles al 15% y 
evaluados mediante el ensayo de autofosforilación con 2.96 MBq de [y-32P]ATP (110 
TBq/mmol) . Los geles se expusieron por 7 días a una película autorradiográfica. Carriles 1-4, 
9-12: Controles del experimento. Proteína total de callos de cocotero de la variedad AA 
inducidos con una solución de HCI, pH 5.5, a los tiempos indicados (minutos). Carriles 5-8, 
13-16: Pruebas experimentales. Extractos proteicos de callos de cocotero variedad AA 
inducidos con una solución de quitosano a 10 mg ml-1 pH 5.5 a los mismos tiempos que los 
controles. (B) Patrón de proteína total teñido con azul de Coomassie después de que los 
geles fueron evaluados mediante el ensayo de autofosforilación. M= Marcador de masa 
molecular (Biorad). 

La autorradiografía mostró que, tanto en los tratamientos control como en 
los tratamientos con quitosano, dos cinasas de -46 kDa y -42 kDa autoincorporaron 
el fósforo radiactivo del [y-32P] ATP. Coincidentemente, estas dos cinasas fueron de 
la misma masa molecular que las cinasas detectadas en el ensayo de cinasa en gel 
y sus patrones de actividad fueron similares (Lizama-Uc et al. , 2007). Esto indica 
que las cinasas que fosforilaron a la MBP podrían ser las mismas que se 
autofosforilaron. Además, este resultado sugiere que las señales detectadas en el 
ensayo de cinasa en gel (Figura 2A, Lizama-Uc et al., 2007) podrían ser no 
solamente resultado de la fosforilación de la MBP por parte de estas cinasas, sino 
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también de una probable autofosforilación de estas proteínas. Esta hipótesis se 
basa en el hecho de que la intensidad de las señales en el ensayo de 
autofosforilación en gel son de menor intensidad que las observadas en el ensayo 
de cinasa en gel, fenómeno que se observó al comparar las señales de ambas 
autorradiografías provenientes de películas expuestas el mismo período de tiempo 
(7 días) y bajo la misma temperatura (comparar las Figuras 2A [Lizama-Uc et al., 
2007] y 3.1). 

Además de las señales ya citadas, se observó una señal que parece 
corresponder a una cinasa de -66 kDa. La intensidad de la señal fue muy débil, no 
obstante se apreció tanto en los controles como en los tratamientos. La intensidad 
de la señal se mantuvo constante con respecto al tiempo. Esta banda de actividad 
podría corresponder a una proteína que tiene capacidad de autofosforilarse, pero no 
tiene entre sus sustratos a la MBP, ya que no se evidenció actividad en el ensayo de 
cinasa en gel. Este hecho indica que la actividad asociada a esta proteína no 
corresponde a una MAP cinasa. 

Ensayo de inmunoprecipitación 
A partir de los resultados del ensayo de inmunodetección (Lizama-Uc et al., 

2007) se evidenció que, en callos tratados con quitosano, una proteína de -46 kDa 
fue reconocida por un anticuerpo dirigido contra MAP cinasas activadas; asimismo, 
se hizo patente que el comportamiento mostrado por esta proteína fue muy similar al 
patrón de actividad de cinasa de una proteína de -46 kDa que fosforiló a la MBP en 
el ensayo de cinasa en gel (Lizama-Uc et al. , 2007), lo que sugiere que la proteína 
detectada en ambos experimentos podría ser la misma. 

Para determinar si la actividad de cinasa de la proteína de -46 kDa 
observada en el ensayo de cinasa en gel correspondía a la proteína de -46 kDa 
detectada por el anticuerpo contra MAP cinasas activadas (p-ERK 1/2) (Lizama-Uc 
et al., 2007), una estrategia útil sería inmunoprecipitar a esta proteína con el mismo 
anticuerpo con el que se inmunodetectó y evaluar la actividad de cinasa de la 
proteína precipitada mediante el ensayo de cinasa en gel, con el fin de determinar si 
la proteína inmunoprecipitada posee actividad de cinasa. 

Con el objetivo de determinar si el anticuerpo anti p-ERK 1/2 podría ser 
utilizado para inmunoprecipitar a la proteína de -46 kDa, se efectuó un ensayo de 
inmunodetección con la proteína precipitada con el anticuerpo p-ERK 1/2; de tal 
forma que si este anticuerpo podía inmunoprecipitar a la proteína de -46 kDa, ésta 
debería ser detectada en un ensayo de inmunodetección. Para ello, 50 f.J9 de 
proteína total correspondiente a callos de cocotero variedad AA, sin tratar y tratados 
con quitosano durante 50 min, fueron evaluados mediante ensayos de 
inmunoprecipitación empleando el anticuerpo anti p-ERK 1/2. Después, el 
inmunoprecipitado, el sobrenadante de la reacción de inmunoprecipitación y la 
proteína unida de manera inespecífica a la proteína G-sefarosa, tanto del 
tratamiento control como del tratamiento con quitosano, fueron evaluados mediante 
ensayos de inmunodetección, empleando el anticuerpo anti p-ERK 1/2 (Figura 3.2). 
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Figura 3.2.- lnmunodetección de proteína inmunoprecipitada mediante el anticuerpo 
policlonal anti p-ERK 1/2 (Thr 202 /Tyr 204)/proteína G-sefarosa. 50 ~g de proteína total 
correspondiente a callos de cocotero variedad M sin tratar y tratados con quitosano fueron 
evaluados mediante ensayos de inmunoprecipitación con anticuerpos anti p-ERK 1/2. La 
proteína inmunoprecipitada fue evaluada mediante inmunodetección empleando los mismos 
anticuerpos. Carril 1: Marcador de masa molecular. Carril 2: Proteína total de callo tratado 50 
min con HCI 0.25 N [tratamiento control (TC)]. Carril 3: inmunoprecipitado del TC. Carril 4: 
Sobrenadante del TC. Carril 5: Proteína adherida a la proteína G-sefarosa del TC. Carril 6: 
Proteína total de callo tratado 50 m in con 1 O mg ml-1 de quitosano [tratamiento (T)). Carril 7: 
lnmunoprecipitado del T. Carril 8: Sobrenadante del T. Carril 9: Proteína adherida a la 
proteína G-sefarosa del T. Carril10: 100 ng de anticuerpo anti p-ERK 1/2. 

Mediante el ensayo de inmunodetección se evidenció que el anticuerpo anti 
p-ERK 1/2 se unió a una proteína de -46 kDa, misma que fue inmunoprecipitada por 
medio de la proteína G-sefarosa. Esta proteína fue detectada por el anticuerpo anti 
p-ERK 1/2 (Figura 3.2, carril 7, ver flecha). Además de inmunoprecipitar a la posible 
MAP cinasa activada a partir de la proteína total de callos tratados con quitosano 
(Figura 3.2, carril 7), resultó un hecho inesperado el poder inmunoprecipitar a la 
misma proteína activada a partir de los extractos de proteína total de callos no 
inducidos (Figura 3.2, carril 3, ver flecha). 

Con base en los resultados obtenidos se puede sugerir que el anticuerpo 
anti p-ERK 1/2 puede utilizarse para inmunoprecipitar a la proteína de -46 kDa 
detectada mediante ensayos de inmunodetección (Lizama-Uc et al., 2007), y para 
posteriormente someterla a ensayos de cinasa en gel en presencia de [y-32P] ATP. 
Si la proteína inmunoprecipitada de -46 kDa tuviese actividad de MAP cinasa, la 
ubicaría dentro de esta familia de proteínas; y podría concluirse que la proteína 
activada debido al tratamiento de callos con el inductor quitosano es muy 
probablemente una MAP cinasa. 
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Capítulo IV 

Análisis de la expresión de MAP cinasas 
en callos de Cocos nucifera L. inducidos con quitosano 

1. INTRODUCCIÓN 
En diferentes modelos vegetales se ha observado que la regulación de la 

actividad de MAP cinasa en células puede tener lugar ya sea a nivel transcripcional, 
traduccional o por la activación o inactivación de la actividad enzimática debida a la 
fosforilación o desfosforilación, respectivamente (Morris, 2001 ). La determinación de 
la actividad de MAP cinasa in vitro mediante la fosforilación de un sustrato es el 
indicativo más directo de que un evento fisiológico en particular podría estar 
asociado con esta vía de transducción de señales (Morris, 2001 ; Zhang y Klessig, 
2001 ). Sin embargo, algunas de las primeras evidencias de la participación de las 
MAP cinasas en la señalización ante diversos tipos de estrés fue la activación 
transcripcional del gen WIPK, producto de una herida (Seo et al., 1995). 
Posteriormente, se observó que el transcrito WIPK también era inducido por 
inductores e interacción con patógenos (Zhang y Klessig, 1998; Romeis et al. , 1999; 
Zhang et al., 2000). Otros miembros de la misma subfamilia {Zhang y Klessig, 2001 ; 
lchimura et al., 2002), tales como MMK4 de alfalfa (renombrado después como 
SAMK), MPK3 de Arabidopsis y ERMK de perejil , están regulados también a nivel 
de ARNm (Mizoguchi et al. , 1996; Jonak et al., 1996; Bagre et al., 1997); así como 
sucede en trigo con TaWCK1 en respuesta a un inductor de naturaleza fúngica 
(Takezawa, 1999). Estos resultados sugieren que la transcripción diferencial de 
genes de MAP cinasas como respuesta al estrés evolucionó de manera temprana 
en plantas, antes de la divergencia hacia dicotiledóneas y monocotiledóneas, y 
puede jugar un papel importante en las respuestas de defensa en plantas (Zhang y 
Klessig , 2001). Los transcritos de MsTDY1 y OsBWMK1, pertenecientes a otro 
subgrupo o subfamilia de MAP cinasas (Zhang y Klessig, 2001 ; lchimura et al., 
2002) aumentan como resultado de una herida o infección por patógenos (He et al. ,. 
1999; Schoenbeck et al. , 1999). En células de tabaco tratadas con elicitinas del 
oomiceto Phytophthora sp., tanto la activación transcripcional del gen WIPK como la 
activación posttraduccional de la proteína WIPK, son requeridas para el incremento 
en la actividad enzimática (Zhang et al., 2000). Sin embargo, la importancia o 
relevancia de tal regulación dual no está del todo clara. 

Con base en lo anterior, se decidió analizar la expresión de genes de MAP 
cinasas en callos de cocotero tratados con quitosano mediante la técnica de 
Northern blot. Este ensayo permitirá determinar si, además de la activación de la 
actividad enzimática debida a la fosforilación, ocurre la activación, a nivel 
transcripcional , de genes de MAP cinasas en callos de cocotero inducidos con 
quitosano. 

Para el ensayo de Northern blot se utilizó como sonda una secuencia parcial 
de MAP cinasa de 447 pb amplificada por RT-PCR a partir de ARN de hoja de 
cocotero de la variedad Alto del Atlántico (EMBL no. AJ555489). Esta secuencia 
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corresponde a una parte de la secuencia que codifica el dominio catalítico de la 
proteína. Al realizar un análisis de alineamiento con secuencias de MAP cinasas de 
otras especies vegetales se observó que esta secuencia está muy conservada entre 
ellas, y con las otras secuencias de cocotero amplificadas en este trabajo y 
reportadas al EBML (AJ555490 y AJ555491) (Capítulos V y VI). La razón por la que 
se utilizó una sonda con una secuencia conservada en las MAP cinasas, y no una 
sonda específica para una en particular, fue para detectar en la población de 
ARNm's modificaciones en la expresión de algún gen de MAP cinasas como 
resultado del tratamiento con quitosano. 

2. MATERIALES Y MÉTODOS 

Material vegetal 
Para el anál isis de expresión de MAP cinasas, se utilizaron callos 

secundarios de Cocos nucifera L. de dos meses de edad de la variedad Alto del 
Atlántico (AA) cultivados en oscuridad a 27 °C ± 2 °C (Chan et al., 1998). Estos 
callos se obtuvieron de la fragmentación y resiembra de un callo primario en 1 O mL 
de medio Y3 (Eeuwens, 1976) adicionado con sacarosa (5%), gelrite (3 g L-1

) 

(Sigma) y carbón activado (2.5 g L-1) (Sigma) (Chan et al. , 1998). La concentración 
· de la auxina ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-0) se ajustó a 0.65 mM (Sáenz

Carbonell, 1999) y el pH a 5.75 antes de esterilizar el medio por 20 min, a 120 °C. 

Preparación de la solución concentrada y la solución de trabajo de quitosano 
La solución concentrada de quitosano se preparó según Benhamou y 

Thériault (1992). A partir de la solución concentrada se preparó la solución de 
trabajo a una concentración de 1 O mg mL-1

, pH 5.5. El procedimiento es el mismo 
que se describe con detalle en el Capítulo IV de este trabajo. 

Tratamiento de los callos con el inductor quitosano 
Callos secundarios de cocotero variedad AA fueron sumergidos en la 

solución de trabajo de quitosano a tiempo O, 1 h, 3 h y 8 h. Transcurrido el tiempo de 
incubación, el callo se sacó de la solución, se secó en papel absorbente, e 
inmediatamente, se extrajo el ARN total. Como tratamiento control , se sumergiera~ 
callos en una solución de HCI, pH 5.5, durante el tiempo equivalente a cada uno de 
los tratamientos. 

La duración de los tratamientos fue similar a los tiempos reportados en 
diversos estudios, donde se han uti lizado células en suspensión como modelo e 
inductores de naturaleza diversa, en los que se ha observado la modificación 
transcripcional de las MAP cinasas (Wang et al., 2004; Zhang y Klessig, 1998; 
Zhang et al. , 2000; Suzuki et al., 1999;Cheong et al., 2003; Romeis et al. , 1999; 
Takezawa, 1999). 
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Extracción de ARN total 
El ARN total de los callos tratados con el inductor y los sujetos al tratamiento 

control se extrajo por el método de Herrera (2000). Brevemente, los callos sujetos a 
los tratamientos se pulverizaron en presencia de N2 líquido; el polvo fino se 
resuspendió y homogeneizó en amortiguador de extracción (Tris-HCI 0.1 M pH 8.0, 
EDTA 0.2 mM, dodecil sulfato de sodio 2%) a razón de 2 mL de amortiguador por 
gramo de tejido. El ARN total se extrajo mediante una partición con disolventes 
orgánicos, adicionando a la mezcla fenol :cloroformo (1: 1 ), empleando el mismo 
volumen que el utilizado de amortiguador de extracción. Esta mezcla se incubó a -70 
oc durante 5 min y la fase acuosa se separó por centrifugación a 12 000 x g por 20 
min. Al sobrenadante se le añadió isopropanol (1:1) y se incubó a -20 oc toda la 
noche. El ARN total se separó por centrifugación a 12 000 x g por 30 min. La pastilla 
de ARN se lavó dos veces con etanol al 75 % y se secó a temperatura ambiente 
durante 10 min. La pastilla se resuspendió en 100 ¡JL de agua libre de nucleasas 
(Sigma}, se añadieron 250 ~L de LiCI 4M (para una concentración final de 2.5 M) y 
se incubó a -20 oc toda la noche. Las muestras se centrifugaron a 12 000 x g por 30 
min y se eliminó el sobrenadante. La pastilla de ARN se lavó dos veces con etanol al 
75% y se secó a temperatura ambiente durante 10 min. Una vez seca, la pastilla se 
resuspendió en agua libre de nucleasas (Sigma}, se cuantificó ,por 
espectrofotometría a 260 nm y se conservó a -20 oc hasta su análisis. 

Fraccionamiento del ARN y transferencia a un soporte sólido 
5 ~g de ARN total de callos tratados con quitosano y de callos sujetos al 

tratamiento control fueron fraccionados por electroforesis en agarosa al 1.2% en 
condiciones desnaturalizantes (formaldehído 2.2 M en amortiguador MOPS 1X 
(MOPS 40 mM pH 7.0, acetato de sodio 10 mM, EDTA 1 mM)) a SV/cm (Sambrook, 
2000). Una vez terminada la electroforesis, el gel se lavó con agua tratada con 
dietilpirocarbonato y se equilibró en una solución de NaOH 0.01 N y NaCI 3M durante 
20 min. El ARN fraccionado se transfirió a una membrana de nylon positivamente 
cargada (Zeta-Probe, BIORAD) con una solución de NaOH 0.01 N y NaCI 3M por 8 h 
por transferencia ascendente (Sambrook y Russell, 2001 ). 

Marcaje de una secuencia de MAP cinasa con digoxigenina 
La secuencia parcial de un gen de MAP cinasa de callo de cocotero de 447 

pb (EMBL no. AJ555489) correspondiente a una región que está conservada entre 
las MAP cinasas de diversas especies vegetales fue marcada con digoxigenina 
mediante PCR. 

Análisis de expresión por Northern blot 
Después de la transferencia, la membrana de nylon se lavó durante 5 min en 

amortiguador SSC 6x (NaCI 0.5 M, citrato de sodio 50 mM) y se colocó en la 
solución de hibridación (BSA 1%, EDTA 1 mM, Na2HP04 0.5 M pH 7.2, SDS 5%) 
durante 1 h a 65 oc para la prehibridación. La hibridación se realizó en la misma 
solución durante 12 h a 65 oc, habiendo agregado previamente la sonda marcada 
con digoxigenina. La membrana se lavó tres veces a 65 oc (15 min por lavado) en 
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solución de lavado 1 (BSA 0.5%, EDTA 1 mM, Na2HP04 40 mM pH 7.2, SOS 5%) y 
tres veces a 65 oc (15 min por lavado) en solución de lavado 2 (EDTA 1 níM, 
Na2HP04 40 mM pH 7.2, SOS 1%). Inmediatamente la membrana se equilibró a 
temperatura ambiente (TA) durante 5 min en la solución de lavado 3 (ácido maleico 
100 mM, NaCI 150 mM pH 7.5 y tween 20 0.3%) y se bloqueó con la misma 
solución, adicionada con leche descremada al 5% (Svelty, Nestlé) durante 1 ha TA. 
En seguida, a la misma solución se le adicionó el anticuerpo anti-digoxigenina 
(dilución final 1:10,000) y la membrana se incubó en agitación suave durante 1 ha 
TA. Inmediatamente, la membrana se lavó dos veces, durante 15 min con solución 
de lavado 3 (100 mM ácido maléico, 150 mM NaCI pH 7.5 y tween 20 al 0.3%). 
Luego, la membrana se equilibró con la solución de detección por 5 min (Tris-HCI 
100 mM pH 9.5, NaCI 100 mM). La membrana se sacó del contenedor de plástico, 
se escurrió la solución de detección que estaba en exceso y la membrana se colocó 
en un protector de hojas de plástico. A la membrana se le agregaron 6-8 gotas de 
CSPD, ready-to-use (Rache) y se cubrió con el protector de hojas. La membrana se 
incubó 5 mina temperatura ambiente, después se limpió el exceso de reactivo y se 
colocó en un cassette de exposición para películas autoradiográficas durante 1 O m in 
a 37 °C. Finalmente, la membrana se expuso a un film de rayos X durante 30 min a 
TA y el film se reveló por autoradiografía. 

3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
Como puede observarse en la Figura 4.1, la sonda de MAP cinasas hibridó 

con su secuencia complementaria localizada en el plásmido de donde fue 
amplificada (control positivo), pero no se detectaron señales de MAP cinasa en el 
ARN total de callos tratados y no tratados con quitosano, lo que podría indicar que la 
población de ARNm · s de MAP cinasas es escasa y no puede ser detectada bajo las 
condiciones en las que se realizó el ensayo. En el ensayo de expresión, se 
evaluaron 5 ~g de ARN total para cada uno de los tratamientos debido a que, de • 
acuerdo al método, únicamente se necesitan de 1 a 5 ~g de ARN total para 
determinar cambios en la expresión de un gen cuando se realiza una detección no 
radiactiva (Kruchen y Rueger, 2003). 

Los resultados obtenidos en el análisis de expresión sugieren que, con la 
técnica empleada y bajo las condiciones en las que se realizó el ensayo, no hubo 
aumento en los niveles de expresión de una MAP cinasa, debido al tratamiento de 
callos de cocotero con quitosano. Por otro lado, este hecho podría indicar que el 
principal nivel de regulación de la MAP cinasa de -46 kDa, que aumenta su 
actividad debido al tratamiento con quitosano, sería el postraducional. Esto es, 
posiblemente no se necesite una síntesis de novo de la proteína para que ocurra un 
aumento de la actividad de MAP cinasa. 
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Figura 4.1 . Análisis de expresión de callos tratados con quitosano. 5 IJg de ARN total de 
callos tratados con quitosano y de callos sujetos al tratamiento control fueron fraccionados por 
electroforesis en gel de agarosa al 1.2% en condiciones desnaturalizantes (formaldehido 2.2 
M en amortiguador MOPS 1X) y transferidos a una membrana de nylon positivamente 
cargada (Zeta-Probe, BIORAD). El ARN transferido fue evaluado con una sonda de MAP 
cinasas de hoja de cocotero Alto del Atlántico marcada con digoxigenina. La sonda unida a su 
secuencia complementaria fue revelada adicionado el reactivo CSPD, ready-to-use (Roche) y 
exponiendo la membrana a una película autorradiográfica. En el carril 8 se fraccionó un 
plásmido que contiene la secuencia que fue usada como sonda de MAP cinasas (control 
positivo). En el panel inferior se muestra el ARN ribosomal teñido con bromuro de etidio conio 
control de carga. 
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Capítulo V 

Clonación de secuencias de ADN complementario, 
correspondientes a ortólogos de MAP cinasas de Cocos nucifera L. 

1. INTRODUCCIÓN 
Elucidar los fenómenos que se presentan durante el proceso de interacción 

planta-patógeno y la forma natural en la que Cocos nucifera L. se defiende ante los 
potenciales patógenos, es un requisito fundamental. La clonación de genes 
homólogos, la producción de bibliotecas 'genómicas y de ADNc, la elaboración de 
sondas homólogas, la secuenciación de genomas y la purificación de proteínas de 
interés, son sólo algunas de las herramientas utilizadas por las técnicas de Biología 
Molecular e Ingeniería Genética para contestar preguntas biológicas. 

Dada la utilidad de las herramientas arriba mencionadas, uno de los 
objetivos del presente trabajo de tesis fue la clonación de secuencias de ADN 
complementario de MAP cinasas de cocotero. La obtención de estas secuencias 
permitirá analizar tanto a nivel transcripcional como postraduccional la participación 
de estas proteínas en la percepción de diversos estímulos, tal es el caso de 
diferentes tipos de estrés biótico y abiótico. 

En lo que respecta a los objetivos del presente trabajo de tesis, estas 
secuencias serían usadas como sondas para evaluar la expresión diferencial de 
genes de MAP cinasas en callos de cocotero expuestos a un inductor de origen 
fúngico, el quitosano. 

Mediante RT-PCR, empleando cebadores degenerados, se clonaron 
secuencias de ADNc que codifican un segmento de la región catalítica de MAP 
cinasas de callo de cocotero. Y utilizando una estrategia semejante al RACE (.B.apid 
8mplification of f!DNA .!;nds), se amplificaron secuencias de ADNc correspondientes 
a los extremos 5' y 3' de MAP cinasas de hoja de cocotero. Es probable que en 
estas secuencias estén presentes las regiones 5' y 3' no traducibles, así como el 
sitio de inicio de la de traducción. 

2. MATERIALES Y MÉTODOS 

Material vegetal 
Las secuencias de ADNc correspondientes a las regiones internas de los 

genes de MAP cinasas de cocotero fueron obtenidas a partir de callos secundarios 
de Cocos nucifera L. de las variedades Alto del Atlántico (AA) y Enano Malayo (EM) 
de dos meses de edad y cultivados en oscuridad a 27 °C ± 2 °C (Chan et al. , 1998). 
Estos callos se obtuvieron a partir· de la fragmentación y resiembra de callos 
primarios en 10 mL de medio Y3 (Eeuwens, 1976) adicionado con sacarosa (5%), 
gelrite (3 g L-1) (Sigma), carbón activado (2.5 g r1

) (Sigma) y la auxina ácido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) (0.65 mM) (Chan et al., 1998; Sáenz-Carbonell, 1999). 

A partir de hoja de cocotero variedad Alto del Atlántico (AA) se obtuvieron 
secuencias de ADNc correspondientes a los extremos 5' y 3' de ortólogos de MAP 
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cinasas. La hoja fue colectada de la palma denominada como CA-121 , localizada en 
el Campo Experimental del Centro de Investigación Científica de Yucatán, ubicado 
en la localidad de San Crisanto, Yucatán. La característica más importante de esta 
palma es que, a pesar de que ya se había demostrado 2 años atrás, mediante 
ensayos de PCR, la presencia del fitoplasma causante del Amarillamiento Letal, al 
momento de la recolección del tejido no se observaron síntomas de la enfermedad. 

Extracción de ARN total 
La extracción del ARN total de callo de cocotero se realizó mediante el uso 

del reactivo comercial TRizol (lnvitrogen), basado en el método de Chomczynski 
(1993). Este método es una nueva versión del método desarrollado por 
Chomczynski y Sacchi (1987) para extraer ARN total utilizando los reactivos 
tiocianato de guanidina-fenol-cloroformo. El reactivo TRizol permite la extracción 
simultánea de ARN, ADN y proteínas de células y tejidos. Consiste de una solución 
monofásica de fenal , isotiocianato de guanidina, amortiguador y agentes 
solubilizantes. El isotiocianato de guanidina es un agente caotrópico inhibidor de 
RNasas. Durante la homogenización y lisis de la muestra, el reactivo mantiene la 
integridad del ARN, mientras las células son rotas y los componentes celulares, 
disueltos. La adición de cloroformo, seguido de una centrifugación, separa la 
solución en dos fases, una acuosa y una orgánica (separación fase líquida). Esto 
trae como resultado una partición altamente selectiva del ARN , el ADN y las 
proteínas, los cuales se distribuyen en la fase acuosa, la interfase y la fase orgánica, 
respectivamente. Después de la separación de la fase acuosa, el ARN es 
recuperado a través de precipitación con isopropanol. El ADN y las proteínas 
pueden posteriormente recuperarse por precipitaciones secuenciales en la fase 
orgánica. Una precipitación con etanol separa el ADN de la interfase y una 
precipitación adicional con isopropanol separa a las proteínas de la fase orgánica 
(Chomczynski , 1993). 

Brevemente, el callo de cocotero fue pulverizado en presencia de nitrógeno 
líquido y disuelto en TRizo! a razón de 5 mL de reacti,vo por gramo de tejido. 
Después de eliminar los restos celulares por centrifugación a 22,000 x g durante 5 
min a 4 °C, el ARN se extrajo mediante una partición orgánica, adicionando 1/5 
(vol/vol) de cloroformo-alcohol isoamílico (49: 1 ). El ácido nucleico se obtuvo 
precipitándolo a partir de la fase acuosa con 1 vol. de isopropanol; la pastilla se lavó 
dos veces con etanol al 70% y se dejó secar a temperatura ambiente durante 1 O m in 
La pastilla se resuspendió en agua libre de RNasas La integridad del ARN se 
determinó mediante electroforesis en agarosa al 1.4%, se cuantificó por 
espectrofotometría y se conservó a -20 °C hasta su uso. 

Para extraer ARN de hoja de cocotero se utilizó el reactivo comercial 
CONCERT™ Plant RNA Purification Reagent (lnvitrogen) que contiene, entre otras 
cosas, 13-mercaptoetanol como agente desnaturalizante de proteínas, y 
polivinilpolipirrolidona (PVPP), una forma entrecruzada de la polivinilpirrolidona, 
insoluble y de alto peso molecular que se acopla a los fenoles y alcaloides 
eliminándolos durante el proceso de extracción. La técnica permitió extraer ARN 
libre de muchos contaminantes, pero también se extrajo ADN. 
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Para separar los dos ácidos nucleicos se empleó el reactivo comercial 
TRizol (lnvitrogen). El empleo de ambos reactivos en pasos subsecuentes fue 
necesario, ya que una gran cantidad de polisacáridos y polifenoles fueron liberados 
de los tejidos de la hoja de cocotero durante la extracción Estos contaminantes no 
son eliminados con los métodos de extracción clásicos, y pueden coprecipitar 
durante los pasos posteriores de precipitación con alcohol. 

3 g de hoja de cocotero fueron pulverizados en presencia de nitrógeno 
líquido y disueltos en 15 mL de reactivo CONCERT. Después de eliminar los restos 
celulares por centrifugación a 12,000 x g durante 2 min, al sobrenadante se le 
añadieron 0.2 vol. de NaCI 5 M. El ARN se extrajo mediante una partición orgánica, 
adicionando 0.6 vol. de cloroformo. El ácido nucleico se obtuvo precipitándolo de la 
fase acuosa con 1 vol. de isopropanol; la pastilla se lavó dos veces con etanol al 
75% y se dejó secar a temperatura ambiente durante 1 O m in. La pastilla se disolvió 
en 500 !JL de TRizol calentando la mezcla a 65 °C durante 5 min. A la mezcla se le 
añadió 0.2 vol. de cloroformo:alcohol isoamílico (49:1) y se centrifugó a máxjma 
velocidad durante 10 min a 4 °C. El ARN , que estaba libre de ADN , se obtuvo 
precipitándolo de la fase acuosa con 1 vol. de isopropanol. La pastilla se lavó dos 
veces con etanol al 75% y se dejó secar a temperatura ambiente durante 1 O m in. La 
pastilla se resuspendió en agua libre de RNasas. La integridad del ARN se 
determinó fraccionándolo mediante electroforesis en agarosa al 1.4%, se cuantificó 
por espectrofotometría y se conservó a -20 °C hasta su uso. 

Clonación de secuencias de ADNc correspondientes a MAP Cinasas de callo de 
cocotero 

Selección de ARN poli (A •) de callo de cocotero 
A partir de ARN total de callo de cocotero AA y Enano Malayo (EM), se 

enriqueció la población de ARN poli (A+) mediante cromatografía de afinidad con 
resina de oligo[dT]-celulosa mediante el "kit" comercial MessageMaker® Reagent 
Assembly (Life Technologies). En éste, el ARN total de callo de cocotero AA y EM 
se mezcló en reacciones separadas con una solución de oligobdT] inmovilizada a un 
soporte de celulosa. La mezcla se incubó durante 1 O m in a 37 C en agitación suave 
(condición necesaria para que la cola de adenilatos característica del ARN poli(A+) 
hibride con el oligo[dT]). Después de la incubación, se desechó el sobrenadante 
(ARN que no hibridó) y se eliminaron las secuencias unidas de manera inespecífica 
al soporte sólido lavando la resina dos veces con amortiguador de lavado (NaCI 0.1 
M, Tris-HCI 20 mM, pH 7.5). El ARN poli (A+) se eluyó incubando la resina de 
oligo[dT]-celulosa en agua a 65 °C. El procedimiento descrito se realizó dos veces 
para enriquecer más la población de ARN poli (A•). Una vez realizada la doble 
selección, se determinó la integridad del ARN poli (A+) mediante electroforesis en 
agarosa al 1.4% y se cuantificó mediante espectrofotometría a una longitud de onda 
de 260 nm. 
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Amplificación de secuencias de MAP cinasas por RT-PCR 
El ARN poli( A+) de callo de cocotero variedades AA y EM fue utilizado como 

templado para amplificar por RT -PCR secuencias de MAP cinasas de callo de 
cocotero. Como cebadores se utilizaron los oligonucleótidos degenerados MK-1 y 
MK-IX diseñados a partir de secuencias conservadas de MAP cinasas de diversas 
especies vegetales. La reacción de RT -PCR se realizó en un solo tubo mediante la 
transcriptasa reversa SUPERSCRIPT 11-H® (síntesis de ADNc) y la Taq ADN 
Polimerasa PLATINIUM® (amplificación de ADN) proporcionadas en el "kit" 
comercial SuperScript™ One-Step RT-PCR with Platinum® Taq (lnvitrogen). 

La RT-PCR se realizó bajo las siguientes condiciones: síntesis de ADNc a 
50 °C durante 30 min; amplificación de ADN, desnaturalización a 94 °C durante 30 
s., alineamiento a 55 °C durante 1 min, extensión a 72 °C durante 1 min (40 ciclos) y 
extensión final72 °C durante 15 min (1 ciclo). 

La amplificación de la región de interés se verificó fraccionando los 
productos por electroforesis en agarosa al 1 %. El producto de RT -PCR se purificó 
por cromatografía de exclusión molecular mediante las columnas Quantum Prep® 
PCR Kleen Spin (Bio-Rad). El producto de purificación se reamplificó por PCR 
mediante la enzima Taq ADN Polimerasa proporcionada en el "kit" comercial 
Platinum® PCR Supermix (lnvitrogen), empleando como cebadores los 
oligonucleótidos MK-1 y MK-IX, ba¿o las siguientes condiciones: desnaturalización a 
94 °C por 30 s., alineamiento a 55 C durante 1 min, extensión a 72 °C durante 1 min 
(40 ciclos) y extensión final a 72 °C durante 15 min (1 ciclo). La amplificación se 
corroboró fraccionando los productos en una electroforesis en gel de agarosa al1 %. 

Diseño de las secuencias de los oligonucleótidos cebadores 
Para amplificar secuencias de genes de MAP cinasas de cocotero, se 

utilizaron como cebadores oligonucleótidos degenerados. Los oligonucleótidos 
tienen las siguientes secuencias: MK 1 (Directo): 
AGRACBYTBCGKGARMTMAAGCTT y MK IX (Reverso): 
GAAHA TYCAACCBACHGACCAHACATCAA T. Estas secuencias delimitan un 
segmento de -447 pb en todas las especies comparadas y han sido utilizados para 
clonar regiones internas de MAP cinasas de cafeto (Arroyo-Serralta et al., 2004). En 
la Tabla V.1 se muestra la relación de secuencias de MAP cinasas de plantas 
reportadas en bancos de datos, que fueron utilizadas para detectar regiones 
conservadas a nivel de aminoácidos y así diseñar, a partir de ellas, los 
oligonucleótidos MK-1 y MK-IX. 
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Tabla V.1. MAP cinasas de diversas especies vegetales utilizadas para diseñar' los 
oligonucleótidos degenerados MK-1 y MK-IX. 

Nombre Espec1e Clave de acceso Famil1a 

[ .. PhMEK1 l[ Petunia hyb~:-l[ X83440 11 Solanaceae 1 

~ ---~-~~ _ _][ _ Nicotia~a t~bacum_J l.. ...... - .. !~~~-~-Jl Solanaceae j 
l PaMAPK ....... -.... l ! ......... ~~~-~~~- ~~~=~~~~~-----~ [ AF 1 =~~:? ........ j 1 ...... ~~-~~~~l~i~=~=-~ 
~~c--~-;;~~;~~----·-] r--··---;~;~-7--lco~~---l 

1 PCMAPKINA 1 selinum crispu l Y12785 1 ceae 

ZmMAPK5 '--~~~~:_ _ _j i_ ___ ~~?~~~~J goneae.! 

AtMAPK7 .... 1 .. -~~:~~~~~~~~~~:~~:~: - ~ -----~~~=-=:::. ____ _1 1_ Brassicaceae __ ¡ 
~TMPK2 1 Arabidopsis thaliana ¡ ;14714 11 Brassicaceae 1 

1 PsMAPK2 11 Pisum sativum 11 AF154329 11 Vicieae 1 

?~~-~~--J t. Oryza sativa JL.-~~~~-~~-----J l. ____ ~~~--J 
MK2 ................. Jl ............ ~~~~~=~'!!:~.~-~-~-~---··--~ ~ ------~~~-~~-~~~----·1 ! Solanaceae ........ ! 

-···----·----··············------·-····---~-----------:--l¡------------l 1 
NtSIPK '1 Nicotiana tabacum !l U94192 

1
¡ Solanaceae ¡ 

MsERK1 1 11 L07042 11 Trifolieae 1 
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Ligación de los productos de RT -PCR al plásmido vector y transformación de 
células competentes 

Los fragmentos de ~447 pb, producto de la reamplificación por PCR, se 
ligaron a un vector, el plásmido pCR® 2.1-TOPO, usando el "kit" comercial TOPO TA 
Cloning® (lnvitrogen). El vector linearizado posee una ADN topoisomerasa 1 unida de 
manera covalente al fosfato de la timina en el extremo 3' de cada cadena. Las 
topoisomerasas ligan los productos de PCR que tienen adeninas en los extremos 3' 
y que son compatibles con el vector (por complementariedad de bases). 

El plásmido pCR® 2.1-TOPO de 3.9 kb tiene, además de un sitio de 
clonación múltiple, un gen de resistencia a ampicilina, otro a kanamicina, un 
promotor lac para la expresión de un fragmento del gen lacZa (~-galactosidasa), 
entre otros. El plásmido recombinante se introdujo por choque térmico dentro de las 
células Epicurian Coli® XL 10-Gold® Kan Ultracompetent Cells (Stratagene). Estas 
células son resistentes a tetraciclina y kanamicina. Las bacterias transformadas se 
cultivaron por 1 h a 37 °C en medio de cultivo SOC para permitir la expresión de 
genes de resistencia al antibiótico. Después, se sembraron en medio LB sólido qon 
ampicilina (100 mg L-1

) , X-Gal (40 ¡.ti de un stock de 50 mg mL-1
) e IPTG (8 ¡.ti de un 

stock a 1 OOmM), dejándolas crecer toda la noche a 37 °C. Las colonias que 
contenían los plásmidos recombinantes fueron seleccionados por a
complementación. Las bacterias transformadas se cultivaron en 3 mL de medio LB 
líquido suplementado con 100 mg mL-1 de ampicilina, dejándolas crecer toda la 
noche a 37 °C en agitación continua (200 rpm). 

Purificación del ADN plasmídico 
A partir de los cultivos bacterianos se aislaron y purificaron los plásmidos 

mediante lisis alcalina-SOS y absorción en sílica, utilizando el "kit" comercial 
Wizard® Plus Minipreps DNA Purification System (Promega). Este método explota 
las diferencias en las características de desnaturalización y renaturalización del ADN 
plasmídico circular y el ADN cromosoma! de la bacteria. En condiciones alcalinas 
ambos ADN se desnaturalizan, y una rápida neutralización con un amortiguador alto 
en sales, como acetato de potasio en presencia de una sal de sodio y SDS, 
ocasiona que las cadenas de ADN cromosoma! no se complementen de manera 
eficiente y formen agregados insolubles. En contraste, el ADN plasmídico se 
rehibridiza permitiendo que el plásmido permanezca en solución. Adicionalmente, la 
sal de potasio y el SDS son insolubles, lo que permiten la agregación y· la 
precipitación de proteínas que ayudan a atrapar el ADN cromosoma!, que es 
separado de la fracción soluble por centrifugación. Luego, el ADN plasmídico que se 
encuentra en la fracción soluble, se purifica con una resina de sílica. Este método 
está basado en la adsorción selectiva del ADN plasmídico a la resina en presencia 
de concentraciones altas de sales. La elución del ADN, después de remover los 
contaminantes, se consigue con soluciones de baja fuerza iónica tales como TE o 
agua. 

La presencia del ADN plasmídico se comprobó fraccionando los productos 
por electroforesis en agarosa al 1 %. 
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Análisis de las clonas recombinantes 

a) Liberación de insertos de interés con enzimas de restricción. Los 
plásmidos fueron digeridos con la enzima EcoR1, ya que las secuencias 
reconocidas por esta enzima de restricción flanquean a los insertos ligados al 
plásmido pCR® 2.1-TOPO. La mezcla de reacción (2 J.tl de plásmido/1 J!l ' de 
amortiguador/0.5 J!l de enzima) se incubó a 37 °C toda la noche. La liberación de los 
fragmentos se observó fraccionando los productos por electroforesis en agarosa al 
1%. De esta manera, se descartaron aquellos plásmidos no recombinantes. 

b) Reamplificación de insertos mediante PCR. Los plásmidos que liberaron 
secuencias de ~447 pb se utilizaron como molde para reamplificar los productos de 
PCR ligados a ellos. La síntesis de ADN se realizó con Taq DNA polimerasa 
recombinante, empleando como cebadores los oligonucleótidos MK-1 y MK-IX, bajo 
las siguientes condiciones: desnaturalización a 94 °C durante 30 s., alineamiento a 
55 °C durante 1 min, extensión a 72 °C durante 1 min (40 ciclos) y extensión final 72 
°C durante 15 min (1 ciclo). Los productos de PCR se visualizaron por electroforesis 
en gel de agarosa al 1%. De esta manera se descartaron aquellos segmentos 
inespecíficos que pudieran tener el mismo tamaño de los insertos deseados. 

e) Secuenciación de insertos. Los plásmidos con el inserto de interés se 
mandaron a secuenciar y las secuencias se compararon con los bancos de datos 
GenBank, EMBL, DDBJ, PDB mediante los programas "Gapped BLAST and PSI
BLAST" del sitio http://www.ncbi.nlm.nih.gov. Las secuencias que tuvieron un alto 
porcentaje de homología con genes de MAP cinasas se reportaron al EMBL. 

Clonación de secuencias de ADNc correspondientes a /os extremos s· y 3' de genes 
de MAP cinasas de cocotero. 

Síntesis de ADNc 
A partir del ARN total de hoja de cocotero AA se sintetizó ADNc mediante la 

estrategia SMART™ (.Q.witching Mechanism l:!t 5' end of RNA Iranscript, Clontech) 
(Figura 5.1 ). Esta estrategia permitió sintetizar ADNc con extremos a los cuales se 
les añadió los dos sitios de reconocimiento de la enzima Sfi 1 (Sfi lA y Sfi 18). Esta 
última característica permitió amplificar por PCR de larga distancia (LD-PCR) 
solamente aquellos ADNcs a los cuales se les había añadido · estas secuencias, 
enriqueciéndose la población de ADNcs completos. Estos dos sitios de 
reconocimiento pueden i) ser digeridos con la enzima de restricción Sfi 1, por lo que 
los ADNcs de doble cadena pueden ligarse direccionalmente a algún vector para la 
construcción de bibliotecas de ADNc o ii) ser usados como anclas para la 
amplificación del ADNc correspondiente a un gen en particular mediante ensayos 
tipo RACE, entre otros. 

ARN total de hoja de cocotero variedad AA (1.92 ~g) se usó como templado 
para sintetizar ADNc de una cadena mediante la PowerScript™ Reverse 
Tanscriptase (Ciontech) (mutante RNasa H- de la transcriptasa reversa de la cepa 
Moloney del virus de la leucemia murina), usando como cebador el CDS 111/3' PCR, 
que es un aligo- (dT) modificado que tiene en su extremo 5' una de las secuencias 
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de reconocimiento de la enzima Sfi 1, la secuencia Sfí lB (5'
ATTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGACATG-d(T)30N_1N-3' en donde N= A, G, C, o T; 
N_1 = A, G, o C) (Figura 5.1). Al terminar de sintetizar la primera cadena, la 
estrategia permite añadir al extremo 3' del ADNc la otra secuencia de restricción de 
la enzima Sfí 1, la secuencia Sfí lA, mediante el empleo del oligonucleótido SMART 
IV (5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGCCA TT ACGGCCGGG-3'), que tiene la 
secuencia Sfí lA en su extremo 5' . Este oligonucleótido tiene la característica de 
tener en su extremo 3' una extensión de guanidinas que se aparea a la extensión de 
desoxicitidinas que la transcriptasa reversa añade al extremo 3' del ADNc debido a 
su actividad de nucleotidil transferasa. La secuencia del SMART IV sirve como un 
templado corto en el extremo 5' del ARNm (Figura 5.1). 

Una vez sintetizado el ADNc con las dos secuencias de restricción de la 
enzima Sfí 1 en ambos extremos, este ADNc se amplificó mediante LD-PCR, usando 
la BD TITANIUM™ Taq DNA polimerasa (Ciontech) (deficiente en su actividad de 
nucleasa por tener una deleción en su extremo amino) y los cebadores 5' PCR (5'
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3') (oligonucleótido con la misma secuencia 
que el SMART IV pero sin 16 nucleótidos en su extremo 3') y el CDS 111/3' PCR. El 
programa usado fue el siguiente: desnaturalización 95 °C, 15 s.; alineamiento y 
síntesis 68 °C, 8 min (25 ciclos). 

Obtención de los extremos 5' y 3' de gen(es) de MAP cinasas mediante 
ensayos tipo RACE 

Para obtener los extremos 5' y 3' de los genes de MAP cinasas, se empleó 
una estrategia semejante al RACE (B.apid ~mplification of gDNA ~nds) , en la que, 
mediante PCR se propuso amplificar los extremos 5' y 3' de gen(es) de MAP 
cinasas usando como molde al ADNc de doble cadena de hoja de cocotero, el cual 
fue sintetizado mediante la estrategia SMART™ (Figura 5.2). La estrategia que se 
siguió debía permitir amplificar las regiones 5' y 3 · en reacciones por separado 
combinando los oligonucleótidos 5' PCR (directo) y CDS 11113' PCR (reverso) con los 
oligonucleótidos degenerados MK-1 (directo) y MK-IX (reverso). Para amplificar la 
región 5', se usaron como cebadores los oligonucleótidos 5' PCR (directo) y el MK
IX (reverso), y para amplificar la región 3', los oligonucleótidos MK-1 (directo) y el 
CDS 11113' PCR (reverso) (Figura 5.2). 
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Figura 5.1. Estrategia SMART™. Diagrama de flujo de la estrategia que se siguió para la 
síntesis de ADNc hoja de cocotero, y su amplificación por PCR de larga distancia. 

Ligación de los productos de PCR al plásmido vector y transformación de 
células competentes 

Los productos de PCR se ligaron al vector pCR 11® del sistema TOPO T A 
Cloning kit (lnvitrogen). El plásmido recombinante se introdujo a células 
competentes de E. co/i de la cepa DH5a. Estas células se hicieron competentes por 
el método de cloruro de rubidio. La transformación se realizó por choque térmico a 
42 °C durante 50 s. Las bacterias transformadas se pusieron a crecer durante 1 hr a 
37 °C en medio LB para permitir la expresión de los genes de resistencia al 
antibiótico. Posteriormente, las bacterias fueron sembradas en cajas con medio LB 
suplementado con 50 mg mL·1 de kanamicina o 100 mg ml·1 de ampicilina, X-Gal e 
IPTG. Las colonias que tenían los plásmidos recombinantes fueron seleccionadas 
por a-complementación. 
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Figura 5.2. Representación gráfica de la estrategia utilizada para amplificar secuencias 
de gen(es) de MAP cinasas. Mediante ensayos tipo RACE se puede amplificar por PCR, en 
reacciones por separado, a partir de ADNc de doble cadena, los extremos 5' y 3' de gen(es) 
de MAP cinasas. 

Purificación del ADN plasmídico 
La purificación de los plásmidos se realizó por lisis alcalina-SOS. 

Análisis de las clonas recombinantes 
Los plásmidos aislados se evaluaron mediante análisis de restricción y 

secuenciación, con el objetivo de determinar si los plásmidos recombinantes 
contenían los extremos 5" y 3' de gen( es) de MAP cinasas. 

3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Extracción de ARN total de callo y hoja de cocotero 
En las figuras (Figuras 5.3 y 5.4) se muestra ARN de callo y hoja de 

cocotero, fraccionado en agarosa, respectivamente. §.e observa que la intensidad 
del ARN 28S es el doble del ARN 18S, lo que indica que, probablemente, el ARN 
estaba íntegro. Por otro lado, el análisis de pureza mediante espectrofotometría 
determinó que el ARN extraído de callo y hoja de cocotero no contenía 
contaminación por proteínas, ya que el cociente A2so/A2so fue de 1.8 y 1. 75, 
respectivamente. Los resultados de estos análisis demostraron que los métodos 
empleados son eficientes para obtener, de estos tipos de tejido, un ARN de alta 
calidad. 
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Figura 5.3. Fraccionamiento del ARN extraído de callo de cocotero AA mediante el 
método de un solo paso (Chomczynski, 1993) empleando el reactivo comercial TRizol®. 
Carriles 1 y 2: ARN de callo de cocotero var. AA (20.3 y 25 ¡.¡g respectivamente). Carriles 3 y 
4: ARN de callo de cocoterovar. EM (16 y 13.8 ¡.¡g respectivamente) . Electroforesis en gel de 
agarosa nativo al 1.4% en TAE 1 x. 
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Figura 5.4. Fraccionamiento del ARN extraído de hoja de cocotero AA mediante el uso 
secuencial de los reactivos comerciales Concert™ Plant RNA y el TRizol®. Carriles 1-5, 
7-11 : ARN de hoja de cocotero; Carril 6: vacío. Electroforesis en gel de agarosa al 1.4% en 
TAE 1x. 

Clonación de secuencias de ADNc correspondientes a MAP cinasas de callo de 
cocotero 

Amplificación de secuencias de MAP cinasas por RT-PCR 
Debido a que los cebadores empleados representan regiones conservadas 

de MAP cinasas de otras especies vegetales y además, han sido utilizados para 
clonar regiones internas de MAP cinasas de cafeto (Arroyo-Serralta et al. , 2004}, es 
probable, que las bandas amplificadas representen secuencias de MAP cinasas de 
callo de cocotero (Figura 5.5) 
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Figura 5.5. Obtención de secuencias de ADNc de probables MAP cinasas de callo de 
cocotero mediante RT-PCR. Carril1: ARNc de cocotero EM. Carril 2: Marcador de 100 pb. 
Carril 3: ARNc de cocotero M Electroforesis en gel de agarosa al1% en TAE 1x. 

En la Figura 5.5 (carriles 1 y 3) se observa, además de la banda de ~447pb , 
una banda de 500-1500 pb que podría representar una amplificación no específica. 
Además, se aprecia una mancha intensa al final de cada carril , que podría 
representar dNTPs no incorporados, cebadores, y/o productos de síntesis 
incompletas. 

Con el objetivo de eliminar estos dNTPs y productos de síntesis 
incompletas, se purificaron los productos de PCR a través de columnas de exclusión 
molecular. Después de este proceso, se observó la desaparición del barrido 
observado al final de cada carril (datos no mostrados). 
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En la Figura 5.6 se observa que, después de una reacción de PCR con los 
productos amplificados, únicamente se reamplificó la banda de -447 pb, lo que 
sugirió que la banda de 500-1500 pb no era específica. 

pb pb 

1 , 500 ________.,. 1,500 

500 600 

100 100 

Figura 5.6. Determinación de la especificidad de los productos de RT-PCR. Los 
productos de RT-PCR obtenidos de ARN poli (A+) de callo de cocotero de las variedades M y 
EM se intentaron reamplificar mediante PCR, empleando como cebadores a los 
oligonucleótidos MK-1 y MK-IX. Carriles 1 y 6: Marcador de 100 pb. Carriles 2 y 4: ADNc de 
callo de cocotero variedad M. Carriles 3 y 5: ADNc de callo de cocotero variedad EM. 
Electroforesis en gel de agarosa al 1% en T AE 1 x. 

Los productos de 400-500 pb reamplificados por PCR fueron ligados al 
plásmido pCR® 2.1-TOPO y con ellos, se transformaron células de E. co/i mediante 
choque térmico. Las bacterias transformadas se seleccionaron por a
complementación y se picaron 20 colonias. Los 40 plásmidos aislados a partir de las 
colonias positivas se analizaron con enzimas de restricción , y únicamente cinco 
plásmidos liberaron el fragmento de 400-500 pb; estos fueron los plásmidos de las 
clonas A5, AS, E5, ES y E9 (se les nombró A y E para referirse a su origen: A de Alto 
y E de Enano) (datos no mostrados). 

La Figura 5.7 muestra que, en los cinco plásmidos que liberaron un inserto 
de -447 pb en el análisis de restricción, hubo amplificación de una banda del mismo 
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tamaño (clonas AS, A8, ES, E8 y E9), al emplear los oligonucleótidos degenerados 
MK-1 y MK-IX como cebadores. La ausencia de amplificación empleando como 
molde un fragmento de la secuencia del gen cdc2 de cafeto validó la especificidad 
de los cebadores empleados. 
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400-+ -- [{)O 

3D-+ - 400 - 300 

Figura 5.7. Identificación de plásmidos con insertos correspondientes a secuencias de 
MAP cinasas. Plásmidos de las clonas AS, AS, ES, ES y E9 fueron usados como templado 
para amplificar por PCR probables secuencias de MAP cinasas usando como cebadores los 
oligonucleótidos MK-1 y MK-IX. Carriles 1 y 15: Marcador de 1 kb. Carriles 2, 4-7, 9: 
Plásmidos de las clonas A2, A 1 O, E1 , E7, A2 y E1 que no liberaron insertos en el análisis de 
restricción. Carril 3: Plásmido de la clona AS. Carril 8: Plásmido de la clona AS. Carril 10: 
Plásmido de la clona ES. Carril11: Plásmido de la clona ES. Carril12: Plásmido de la clona 
E9. Carril 13: Control negativo. Plásmido pCR® 2.1-TOPO con un fragmento de ADNc del 
gen cdc2 de cafeto. Carril 14: Control negativo. El plásmido del carril 13 sin enzima. 
Electroforesis en gel de agarosa al1% en TAE 1x. 
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Con base a estos resultados, se concluyó que los fragmentos ligados a los 
plásmidos de las clonas AS, A8, ES, E8 y E9 correspondían probablemente 
secuencias de ADNc de MAP cinasas de callo de cocotero. 

Los insertos ligados a los plásmidos AS, A8, ES, E8 y E9 se mandaron a 
secuenciar. Y el resultado del análisis de las secuencias se reporta en el capítulo 4 
del presente trabajo de tesis. 

Clonación de secuencias de ADNc correspondientes a los extremos s· y 3' de genes 
de MAP cinasas de cocotero 

Síntesis de ADNc 
Mediante la estrategia SMART se sintetizó ADNc a partir de ARN total de 

hoja de cocotero. En la Figura 5.8 se observa que la mayor parte de la población de 
ADNcs fluctuó entre los SOO y S,OOO pb. 

pb 

12,000 

5,000 

2,000 
1,650 

650 
500 

100 

Figura 5.8. Síntesis de ADNc de doble cadena mediante LD-PCR. Carril 1: Marcador de 1 
Kb; Carril 2: ADNc de hoja de cocotero variedad AA. Electroforesis nativa en gel de agarosa 
al1 .1% en TAE 1X. 
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Amplificación de los extremos 5' y 3' de gen(es) de MAP cinasas mediante 
ensayos tipo RACE 

A partir del alineamiento de 16 MAP cinasas de diversas especies vegetales, 
que se realizó para diseñar cebadores degenerados, se dedujo que el tamaño de 
secuencia esperado para el(los) extremo(s) s· probablemente estaría entre las 700 y 
800 pb; mientras que el tamaño esperado para el(los) extremo(s) 3' podría fluctuar 
entre las 890 y 960 pb. 

Un primer ensayo de PCR mostró que no se pudo amplificar una secuencia 
de tamaño esperado correspondiente al extremo s· de MAP cinasas (Figura 5.9, 
carril 4 ). Sin embargo, se logró amplificar una banda tenue de -1 ,200 (Figura 5.9, 
carril 5) que podría corresponder al extremo 3' de una MAP cinasa, suposición 
basada en el hecho que se obtuvo un tamaño de banda aproximado al esperado 
para esa secuencia. 

pb 

12,000--+ 

5,000--+ 

2,000--+ 

500--+ 

300--+ 

100--+ 

Figura 5.9. Amplificación de los extremos 5' y 3' de gen (es) de MAP cinasas mediante 
PCR a partir de ADNc. Programa: desnaturalización 94 °C 30 s. ; alineamiento 63 °C 1 min; 
extensión 68 °C 5 m in (40 ciclos) ; extensión final 68 °C 20 m in Carril 1: Marcador de 1 Kb; 
Carril 2: Control de la funcionalidad de la enzima. Plásmido que contiene la secuencia interna 
de una MAP cinasa de callo de coco obtenida por RT-PCR más los cebadores que se usaron 
para amplificarla (MK-1 y MK-IX); Carril 3: ADNc más los cebadores MK-1 y MK-IX; Carril 4: 
ADNc más los cebadores 5' PCR y MK-IX; Carril 5: ADNc más los cebadores MK-1 y CDS 
11113' PCR. Electroforesis nativa en gel de agarosa al1% en TAE 1X. 
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Con el objetivo de determinar si el ADNc estaba íntegro y si en esta 
población se encontraban secuencias de MAP cinasas, se decidió emplear al ADNc 
como molde y a los oligonucleótidos MK-1 y MK-IX como cebadores. La 
amplificación de una secuencia de -447 pb (Figura 5.9, carril 3) confirmó que en 
efecto, el ADNc empleado probablemente estaba íntegro y que habían secuencias 
de MAP cinasas en la población de ADNcs. 

Entre las probables causas de que no se obtuviera el fragmento 
correspondiente al extremo s· podrían estar: (i) el tiempo de síntesis no fue 
suficiente, (ii) la cantidad de ADNc empleada fue demasiada e inhibió a la enzima o, 
(iii) la temperatura de alineamiento no era la óptima. De acuerdo a Rychlik et al. 
(1990), la optimización de la temperatura de alineamiento del cebador menos 
estable [aquel que tenga la menor temperatura de fusión (T m) de los dos] es 
imprescindible para poder amplificar secuencias determinadas sin productos no 
específicos, cuando se emplea como templado una mezcla heterogénea de ácido 
nucleico. 

En consecuencia se calculó la temperatura óptima de alineamiento para los 
cebadores S'PCR 1 MK-IX utlizando la fórmula propuesta por Rychlik et al. (1990) 
o 

En donde TaoPr es la temperatura óptima de alineamiento del cebador 
menos estable, T m primer es su temperatura de fusión y T m producto es la temperatura de 
fusión del producto esperado. 

Al calcular las temperaturas de fusión de los dos cebadores (tomando en 
cuenta un valor de Cr= 250 pM en la fórmula de Breslauer et al. , (1986) (ADN) y 
Freier et al. (1986) (ARN)) usando el programa Gene Runner, versión 3.05, se 
tuvieron los siguientes datos: 

Cebadores usados para am~lificar el extremo 5': 
5' PCR (directo) Tm = 55.4 C 
MK-IX (reverso) Tm = 63.7 °C 

Con base en los resultados, el cebador menos estable era el 5' PCR con 
una Tm = 55.4 °C. En cuanto a la T mproducto, era difícil conocer el dato debido a que 
sólo se conocían las secuencias de -447 pb correspondientes a MAP cinasas de 
callo de cocotero amplificadas, usando los cebadores degenerados MK-1 y MK-IX. 
Lo que hizo fue calcular la T mproducto de los fragmentos clonados y escoger la Tm más 
baja para sustituirla en la fórmula. 

Según Rychlik et al. (1990) la fórmula es: 

TmPRooucro = 81.5+0.41(%G+%C)+16.6 log[K+f-675/1 (ii) 
1 = longitud del producto 
·En molaridad (M) 
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Calculando la T mproducto para la secuencia CnMPK1 [en donde, de las 447 
bases, hay 132 A, 85 C, 87 G y 143 T (%C= 19.01%; %G= 19.46%)] se obtuvo una 
T mproducto = 74.85 OC 

Con estos datos, se calculó la TaoPT para el cebador menos estable: 
Extremo 5 ': 
TaOPT 5' PCR (directo)= 0.3 (55.4) + 0.7 (74.85)- 14.9 
TaOPT 5' PCR (directo) =16.62 + 52.395- 14.9 
TaOPT 5' PCR (directo)= 54.115 °C 

Se amplificaron dos secuencias, una de -400 pb y la otra de -850 pb 
(Figura 5.10, carriles 2 y 3), y se pensó que ésta última podría corresponder al 
extremo 5· de gen(es) de MAP cinasas, basados en el tamar'lo de la secuencia. 

pb 

12,000 -----+ 

5,000 -----+ 

2,000 -----+ 

1 • 000 -----+ 
850 -----+ 

500 -----+ 

300 -----+ 

100 -----+ 

Figura 5.10. Amplificación del extremos· de gen (es) de MAP cinasas mediante PCR a 
partir de ADNc empleando la TaoPT para la reacción. Programa: desnaturalización 94 De 1 
min; alineamiento 54.11 De 1 min; extensión 72 De 2.5 min (40 ciclos) ; extensión final 20 min 
Carril 1: Marcador de 1 Kb; Carril 2 y 3: ADNc más los cebadores 5· PeR y MK-IX. 
Electroforesis en gel de agarosa al 1% en T AE 1 X. 
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Todos los productos de las reacciones de PCR en las que se amplificaron 
los probables extremos s· y 3· de gen(es) de MAP cinasas, se separaron en geles 
de agarosa y se aislaron las secuencias de -850 pb y -1200 pb, con el fin de 
purificarlas del gel, para luego clonarlas (Figura 5.11, ver flechas) . 

pb 

2,036 

1,636 

1,018 

517 

Figura 5.11. Probables extremos s· y 3' de gen (es) de MAP cinasas. Carril1: Producto 
de PCR empleando como templado ADNc de hoja de cocotero y los oligonucleótidos s· PCR 
y MK-IX como cebadores. Carril 2: Producto de PCR empleando como templado ADNc de 
hoja de cocotero y los oligonucleótidos MK-1 y CDS 111/3" PCR como cebadores. Carril 3: 
vacio. Carril4: Marcador de 1 Kb. Electroforesis en gel de agarosa nativo al1% en TAE 1X. 

Se seleccionaron 34 colonias transformadas con el probable extremo 5 · de 
gen(es) de MAP cinasas y 9 colonias con el probable extremo 3". Se digirieron con 

108 



Eco R118 muestras conteniendo los probables extremos 5· de MAP cinasas y 9 con 
los probables extremos 3" con el fin de liberar el fragmento ligado. 

El análisis de restricción mostró (Figura 5.12) que únicamente los plásmidos 
de las clonas 3 (carriles 6 y 7), 5 (carriles 1 O y 11 ), 8 (carriles 16 y 17), 9 (carriles 18 
y 19), 11 (carriles 22 y 23), 12 (carriles 24 y 25), 13 (carriles 26 y 27) (PANEL A) y 
16 (Carriles 6 y 7) (PANEL 8), liberaron el fragmento de -850, que correspondía a 
los probables extremos 5 · de MAP cinasas. 

pb 

3.054 
3.054 

2.036 
2.036 1.636 1.636 

1.018 
1.01 8 

517/506 
517/506 

3.054 
3.054 2.036 
2.036 
1.636 

1.636 

1.018 
1.018 

517/506 

Figura 5.12. Digestión de plásmidos recombinantes con EcoR1 . PANEL A: Carriles 1 y 
30: Marcadores de 1 Kb. Carriles 2-29: Clonas 1 a 14 con los probables extremos 5· de MAP 
cinasa. No digerido y digerido. PANEL 8: Carriles 1 y 30: Marcadores de 1 Kb; Carriles 2-9: 
Clonas 15-18 con los probables extremos 5· de MAP cinasa. No digerido y digerido. Carriles 
10 y 29: Pozos vacíos. Carriles 11-28: Clonas 1-IX con los probables extremos 3" de MAP 
cinasa. No digerido y digerido. Electroforesis en gel de agarosa nativo al 1% en TAE 1 X. 

Con el objetivo de encontrar alguna clona transformada con un plásmido 
que tuviese el fragmento de -1 ,200 pb, se analizaron todas las células de la 
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reacción de transformación, y se seleccionaron 54 colonias que tenían plásmidos 
recombinantes. 

El análisis de restricción de los plásmidos mostró que solamente las clonas 
XX (Figura 5.13, carriles 22 y 23, panel A), XXXIX (Figura 5.14, carriles 6 y 7 del 
panel A) y Llll (Figura 5.14, carriles 6 y 7, panel B) liberaron fragmentos de -1 ,018 
pb, que se aproxima al tamaño de banda esperado. Por otro lado, las clonas XIII 
(Figura 5.13, Carriles 8 y 9) , XV (Figura 5.13, carriles 12 y 13), XXIII (Figura 5.13, 
carriles 28 y 29) (todas del panel A) y XLIII (Figura 5.14, carriles 16 y 17, panel A), 
liberaron dos fragmentos, uno de -750 pb y el otro de -450 pb. Es probable que 
haya un sitio interno de restricción de la enzima EcoR1 en los insertos. 

pb pb 

3,054 3.054 
2,036 2.036 
1,636 1,636 

1,018 1,018 

517/506 
517/506 

3.054 3,054 
2,036 2.036 1,636 

1,636 
1,018 1,018 

517/506 
517/506 

Figura 5.13. Digestión de plásmidos recombinantes con EcoR1 (segunda selección). 
PANEL A: Carriles 1 y 30: Marcadores de 1 Kb. Carriles 2-29: Clonas X a XXIII con 
probables extremos 3' de MAP cinasas. No digerido y digerido. PANEL 8: Carriles 1 y 30: 
Marcadores de 1 Kb. Carriles 2-27: Clonas XXIV a XXXVI. No digerido y digerido. Carriles 
28 y 29: Pozos vacíos. Electroforesis en gel de agarosa al1% en TAE 1X. 
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pb 
pb 

3,054 
3,054 

2.036 
1,636 2.036 

1,636 
1,018 

1,018 

517/506 
517/506 

3,054 
2,036 3,054 
1,636 2,036 

1,636 
1,018 

1,018 
5 17/506 

517/506 

Figura 5.14. Digestión de plásmidos recombinantes con EcoR1 (segunda selección). 
PANEL A: Carriles 1 y 30: Marcadores de 1 Kb; Carriles 2-11: Clonas XXXVII a XLI con 
probables extremos 3" de MAP cinasas. No digerido y digerido; Carriles 12-15: Clonas XLI lA 
y XLIIB; Carriles 16-29: Clonas XLIII-L; PANEL B: Carriles 1 y 30: Marcadores de 1 Kb; 
Carriles 2-29: Clonas Ll a LXIV. No digerido y digerido. Electroforesis en gel de agarosa al 1% 
en TAE 1X. 

Los insertos ligados a los plásmidos XV, XX, XXIII, XXXIX, XLIII y Llll se 
mandaron a secuenciar .. El análisis de las secuencias se reporta en el capítulo VIl 
del presente trabajo de tesis. 
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Capítulo VI 

Análisis de secuencias de ADN complementario, 
correspondientes a ortólogos de MAP cinasas 

de Cocos nucifera L. 

ANÁLISIS DE LAS SECUENCIAS DE ADNC CORRESPONDIENTES A MAP 
CINASAS DE CALLO DE COCOTERO DE LAS VARIEDADES ALTO DEL 
ATLÁNTICO Y ENANO MALAYO 

Con base en el análisis de restricción del ADN plasmid ico y en la 
determinación de la especificidad de los insertos ligados en los plásmidos, se 
decidió secuenciar los fragmentos ligados en los plásmidos denominados como AS, 
AS, A11 , ES, ES y E9 (ver Apéndice). El análisis "BLAST" mostró que todas las 
secuencias clonadas tenían un alto porcentaje de similitud con secuencias 
correspondientes a MAP cinasas de otras especies vegetales. (Tabla Vl.1 , sólo se 
presenta la comparación de la clona A8) . 

Tabla VI.l. Comparación de la secuencia nucleotídica de la clona A8 con bancos de datos. En el 
cuadro se presentan las 1 O primeras secuencias parecidas a la clona A8 que arrojó el análisis "BLAST'. 

Secuencia Nucleotidica Tamano Similitud Clave de 
(pb) (%) Acceso 

Triticum aestivum mitogen-activated protein kinase (FLRS) 
1212 87 AY173962 

mRNA, complete cds. 

Oryza sativa Qaponica cultivar-group) mRNA for mitogen-
1701 87 AJ535841 

activated protein kinase (sipk gene). 

Zea mays mRNA for MAP kinase 5, complete cds. 1632 86 AB016802 

Zea mays PC0143674 mRNA sequence. 1715 85 AY108471 

Nicotiana benthamiana NbSIPK mRNA for salicylic acid-
1206 83 AB098730 

induced protein kinase, complete cds. 

Lycopersicon esculentum mitogen-activated protein kinase 1411 83 AY261512 
1 (MPK1 ) mRNA, complete cds. 

Capsicum annuum MAP kinase 2 (MK2) gene, complete 1458 83 AF247136 
cds. 

Nicotiana tabacum salicylic acid-activated MAP kinase 
1544 82 NTU94192 

(NtSIPK) mRNA, complete cds. 
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Continuación Tabla Vl.1 

Secuenc1a Nucleot1d1ca Tamano Similitud Clave de 
(pb) (% ) Acceso 

Lycopersicon esculentum mitogen-activated protein kinase 2 
1485 82 AY261513 

(MPK2) mRNA, complete cds. 

Lycopersicon escu/entum mRNA for Mitogen-activated 
1432 82 AJ535702 

protein kinase (mpka1 ; 1 gene). 

Las secuencias obtenidas se alinearon con el objetivo de determinar el 
grado de similitud que tenían entre ellas. El alineamiento se efectuó empleando un 
programa ubicado en el sitio http://antheprot-pbil.ibcp.fr/ (Figura 6.1 ). 

1 20 40 60 110 
1 1 

18 IIG&IICCTTiiC6Iiliii&CTIWI6CTltTTIIIiWICIIT66RTCRTGIRIIITSTT&TTSCTITCIIHACRTIIIITIIIDICCTCC 
R11 IIG&IICtTT6C666flliCTIWI6CT1tT Tfi6IDICIITiiGIITCRTGIRIIIT&n&nstTITC1611&1101TIIIITIIIDICCTCC 

E9 &IIICIITT11C680116CTalllllCTTCTll&l:ftCIIT&BfiTCIIT8IIIIIIIITini TTICTITCIIII.ICIITIIfiTIICCIICCTCC 
E5 IIGIIIC1iCTTC6TGIIIitrDIIIIíC lit IIIGiliCH iliGIITCRTGIRIIII & 11 IDSCTITCIIHACRTIIIITflllliCCCCC 
E8 IIGIHCGCTTCii1GIIIiCTDIIIIíCTltTTIIIiWICIITiiGIITCRTGIRIIITmm stTITC1611&1101TIIIITflllliCCCCC 
~ oG.IICceTtCGtQlliCTd llllCTTCTniGGCIICIITIUITCIITlDDITmeTTGCTITC8GIIIIICIIIIIITnccna:ca: 

81 100 12tl 140 160 
1 +-------- --+- 1 

18 TGTiillli6G8IIIITIIT1CIIIITGIITGTCTIIliTTGCTTRT&ARTTIIITiiliRTRCTGIITCTCCRTCIIMTTRTTC&tTCRIIITC 
R11 T6Tiillli6G8IIIITRTTCIIIITGIIT61tTIIliTT6CTTRTGIIIITTIIITiiGIITRCTGIITUCCRTCIIMTTIIT1C6tTCRIIITC 

E9 TGTGIIIi6GIIIITATTCIIITGIITGTtTACATTGCTTAI"GIIITTliATGGATACTGATCTttAT~TTATT~TC 
E5 T6Tiillli6G8IIII1RTTCIIIITGIIT6TCTIIliTT6CTTRT&ARTTIIITiiliiiTRCTGIITCTCCRTCIIMTTRTTC6tlCRIIIIC 
EB T6T611666111111ATTCIIIIT611T6TtTlDITilii:TTAT6AATTIIITiiliiiTIItT6ATtTttiiT~TTRTTt6tTtAAA1t 

f.- Tli~TATTr.AATt;ATiiTr.Ttr.ATTill:rTATGMTTIIIITfllliiTRt:TiilllT.TI:r:II~TTRTTt:Gr.Tr.RMTt: 

161 180 ZOo) zzo 2'10 
1 1 

18 RRSCTTTGTCTGII6IiiiRCIIC16TiliGTIITTTCCTTTRTCIIGIITCCTTc&TG&IITTIIIWITITRTACRTTCIIIilliRIIT61C 
A11 AIIKTTT61CTfiiiG&IADICI&TatiiTIIIIIU:IIIRTC11611TCCTT~TTIIIWITITATIICIITTCIIIilliRIIT61C 

E9 RRSCTTT&ltlliiiGliiiiiJUGTiliGTIITTTCCTTTliTCIIGIITCCTTc&TG&IITTIIWITITRTACRTCCIIIilliRIITGlC 
E5 IIRSCTTT61C Tliii6IJIIIIliCT61CAGTRTTTCCTTT11TCIIGIITCCTTc&TG&IITTIIWITI TRTACRTTCA6C61111T6TC 
[O lliiii:TTTGTClQIGGIIICIICIGTOlGTRTTTCCrnrrrcncnTU:Tlc&n;g)TTntWITITRTncrrrTQIGtGIIIIGIC 

e- IIRSCTTT61CTiiii6IJIIIIliCT6TCA6TRTTTCCTTTRTCRGIITCCTTc&TG&IITTIIIWITITRTRCIITUIIGI:6RII61C 

241 2GO 281 300 3:!0 
1 1 

18 CTTCIItiiGIIGIItTTIIIIIIIICCRflliTCCTCTTRIIITiiCTIIICTGT&RTTTIWIGITTTGT&RTTTTiiGIICTTGCTCii 
R11 CTTCACRGIIGACTTAAAIICCIIACI:IITCCTCTT-TGCTIIICTGT&RTTT-TT IGTGAIIIIGGIICTTGCTCG 

E9 CT TCIItiiGIIGIIt IIIIIIIIIICCRflli TCCTCTT-TiiCTIIICTGT&RTTTIWIGITTTGT&RTTTTiiGIICTTGCTCii 
t.ll 1: l llllllilliiU IIIIIIIUlHiUIIIU 11:1: ll:llltllllil: llllll:lli 1 &111 11-ll lli 1 illllllliia:l 1 Y: llli 
EB C 1 ICAl-11-CRIIGCRAlCTCCTCTT-TGCTIIICTGTCATTT-TTTGTGAIIII GGIICTTGCTC& 

e- C I ICIItiiGIIGIItTTIIIIIIIICCRflli 1111 ti 1-TiiCTIIICTGTGATTTIWIGITTTGTGATTTl GGIIC 11 GC 1 Cli 

~ :MQ ~ lAO 4111 
1 1 

18 TIICTIItCTCIIIiiiiiiCTIIIITTTCRTIIACIIOIIIITATGTT&T~T&IT~IC(~TIITT&TTiiiiiTTCTT 
R11 TRCTRCCTCIIGIIIIAll GIITTTCRT6RCIIGIIGTRT6TT6TIIIICMGRTGiiTRCIIGii6C&C IIGIISCTRTTGTTiiiiRTTCTT 

E9 TRCTRCCTCIIGIIIIAlTGIITT1CRTGIICA68IiTRT6TT61fiiiCRIIGIITGiiTRCIIGii6C&I CIGIISCTATTmliiiiTTCTT 
[5 TntTIICCTall¡mncTGilTTTaJTGIICIIGIIiliiTGTTGTllOCBIIGIITGGTtlaiGGI;( &11 ( IGIIGCTQTTGTTQfiTTCTT 
EB TACTRCCTCIIGIIIIAlTGIIT11CRIGIICIIGII61RT61161fiiiCRIIGIITGiiTRC91"Wil &CCIGIISCTRH6TT611RIICII 

e- TRCTRCCTCIIGIIIIAlTGIITTTCRT6llliGIIGTRT6TT61fiiiCRIIGIITGiiTIICRGii6CfiCCIGIIT1GTTiiiiiTTcrJ 

401 420 ..... ""' 
1 1 

18 ~TATACTilCIIIlCIIRTTGIITGTTTGGTCIIG-TCG6TTGAATT-TTt 
R11 CR&RIITRTIICUICJIIiullilliiiTGTTT66TCII6-TCG61T611RTT-TTC 
t~ llliiiiiH lll:ltilltilllllllilllil li llili II:Hii- l liili ll liltlll 1 ~ lit 
E5 ~ATACIGCAGCIIITTGIIT&-GTGGTCTGGTC&GTI"GIIITA-m 
EB CR&RRTRTACTIICJI6CIIIITT611T&-6T661tTGGTCGGTI"GIIITA-TTt 

cana....... CIWWITIITACTiitAGCIIIITT61116.1T66Ttt.liiTc66TTfilllt.a , TTt 

Figura 6.1. Alineamiento de secuencias clonadas de ADNc correspondientes a MAP · 
cinasas de callo de cocotero de las variedades AA (AS y A11) y EM (ES, ES y E9). 
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A partir del alineamiento se observó que las secuencias tienen un alto 
porcentaje de similitud. El alineamiento muestra que las secuencias de las clonas A8 
y A 11 son iguales entre ellas, así como lo son las secuencias de las clonas ES y E8. 
Por otro lado, la secuencia de la clona E9, aunque tiene un alto grado de similitud 
con las demás, es diferente a ellas. 

Las secuencias nucleotídicas se tradujeron a su correspondiente secuencia 
deducida de aminoácidos (ver Apéndice) . Estas secuencias se alinearon con un 
programa ubicado en el sitio http://antheprot-pbil.ibcp.fr/ con el objetivo de 
determinar el grado de identidad que tenían a nivel de aminoácidos (Figura 6.2). 

1 10 20 30 40 50 60 
1--------·---------·---------·---------·---------·---------l RB RTLREULLRH"DHENVVRIROIIPPPVREIFNDVY'IRYELHDTDLHQllRSIIQRlSEEH 

R11 RTLRElnt.RHtfDHENV\IRIRDIIPPPVREIFNOVY'IRYELHDTDLIQllRSIIQRLSEEH 
E5 RTL.REUlliUti1DHEIRDIIPPPYREIFNDVTiftYEUIDTDLIQIDtSMQftLSEEH 
EB RTLREUll.RHl1DHEitVIIPPPVREIFNDVY'IRYELHDTDLHQllRSMQRLSEEH 
E9 TLREULLRIDtDHENVVRIRDIIPPPVREIFNDVY'IRYELtmTDLBQllRSIIQALSEEH 

tonsensus . rTLREULLIUinDHENY IRIRDnPPPYREIFNDVYiftYEUUJTDLHQIIRSNQfiLSEEH 

RB 
R11 

E5 
EB 
E9 

tonsensus 

G1 70 80 9il 100 110 120 

1--------·---------·---------·---------·---------·---------l CQYFLYQILRGLKYIHSANVLHRDLKPSNLLLNRNCDLKICDFGLRRTTSETDF"TEYVV 
CQYFL YQILRGLKYIHSANVLHRDL.ICPSNlLLHRti;OlKICDFGLRRTTSETDF"TEYVV 
tQYFLY.ILR6LKYIHSANYLHRDLKPSNLLLNftNtDLKitDf6LRRTTSETDFnTETYV 
CQYFLY.ILRGLKYIHSANVLHR LKPSNLLLNRNCDLKICDFGLRRTTSET~TEYVV 
CQYFL YQILRGLICYIHPANVLHRDl.JCPSNL.LLNRNCDLKICOFGLRRTTSE~EYVV 
tQYFLYIILR&LKYIHsANYLHRBUCPSII..LLNfKOLtatDF&LRITTSETDFnTElYV 

121 130 140 149 
. 1--------·---------·--------1 RB TRUYRRPELLLNSSEYTARIDV~SVGCIF 

R11 TRNYRRPELLLNSSEYTARIDV~SVGCIF 
E5 TRMYRRPELLLNSSEYTARID66LY6CIF 
EB ~LLLNSSEYTRAIDGGLVGCIF 
E9 TRNYRRPELLLNSSEYTARIDV~SVGCNY 

tonsensus TRMYRRPELLLNSSEYTftftiDvusYGCif 

Figura 6.2. Alineamiento de las secuencias deducidas de aminoácidos 
correspondientes a las secuencias clonadas de ADNc de MAP cinasas de callo de 
cocotero de l~s variedades AA y EM. 

Las secuencias deducidas de aminoácidos se compararon con secuencias 
depositadas en las bases públicas para corroborar los resultados obtenidos del 
análisis "BLAST" con las secuencias nucleotídicas (Tabla Vl.2, sólo se presenta la 
comparación de la clona A8). 
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Tabla Vl.2 . Comparación de la secuencia deducida de aminoácidos de la clona AS con 
bancos de datos. En el cuadro se presentan las 1 O primeras secuencias parecidas a la clona 
A8 que arrojó el análisis "BLAST". 

Secuencia Peptidica 
Tamano Identidad Clave de 

(aa) (%) Acceso 

Mitogen-activated protein kinase [Otyza sativa Qaponica 
398 96 CAD59793 

cultivar-group)]. 

Mitogen-activated protein kinase homolog mmk1 (map 
387 95 007176 

kinase MSK7) (Map kinase ERK1) [Medicago sativa] . 

MAP kinase 5 [Zea mays]. 399 95 BAA74734 

Mitogen-activated protein kinase (Euphorbia esula] . 389 95 AF242308 

p45Ntf4 serine/threonine protein kinase [Nicotiana 
393 95 CAA58761 

tabacum]. 

Mitogen-activated protein kinase [Triticum aestivum]. 403 95 AA016560 

MAP kinase homologue [Pisum sativum]. 394 95 CAA50036 

MAP kinase (ATMPK6) [Arabidopsis thaliana]. 395 94 AAB64027 

Mitogen-activated protein kinase [Solanum tuberosum] . 394 94 BAB93530 

Salicylic acid-activated MAP kinase [Nicotiana tabacum]. 393 94 AAB58396 

Con base en los resultados obtenidos, se escogieron 3 secuencias 
representativas de las 5 secuencias clonadas y se reportaron en la base pública 
EMBL (Tabla Vl.3) . 
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Tabla Vl.3. Secuencias clonadas de ADNc correspondientes a MAP cinasas de callo de 
cocotero de las variedades AA y EM reportadas al EMBL. 

Clona Nombre Clave de Acceso EMBL 

A8 CnMPK1 AJ555489 

ES CnMPK2 AJ555490 

E9 CnMPK3 AJ555491 

ANÁLISIS DE LAS SECUENCIAS DE ADNC CORRESPONDIENTES A LOS 
EXTREMOS 5' Y 3' DE MAP CINASAS DE HOJA DE COCOTERO VARIEDAD 
ALTO DEL ATLÁNTICO 

Extremos 5' de MAP Cinasas 
Como se reportó en el capítulo anterior, únicamente los plásmidos 

correspondientes a las clonas 3, 5, 8, 9, 11 , 12, 13 y 16 contenían un fragmento de 
-850 pb, cuyo tamaño era el esperado para el extremo 5 · de MAP cinasas de hoja 
de cocotero. Las clonas se renombraron como Cn3, Cn5, Cn8, Cn9, Cn11 , Cn12, 
Cn13 y Cn16 y los fragmentos ligados a sus plásmidos se mandaron a secuenciar 
(ver Apéndice). 

Los resultados del análisis "BLAST" mostraron que las secuencias ligadas a 
los plásmidos de las clonas Cn8, Cn9, Cn1 1, Cn12, Cn13, Cn16 mostraron un alto 
porcentaje (desde el 78% hasta el 83%) de similitud con secuencias 
correspondientes a MAP cinasas de otras especies vegetales (Tabla Vl.4, sólo se 
presenta la comparación de la clona Cn 11 ). Las secuencias ligadas a los plásmidos 
de las clonas Cn3 y Cn5 no mostraron similitud con genes de MAP cinasas, por lo 
que se excluyeron de los análisis posteriores. 

Las secuencias que correspondían a genes de MAP cinasas se alinearon 
con el objetivo de determinar el grado de similitud que tenían entre ellas (Figura 
6.3). 
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Tabla Vl.4. Comparación de la secuencia nucleotídica de la clona Cn11 con bancos de 
datos. En el cuadro se presentan las 12 primeras secuencias parecidas a la clona Cn11 que 
arrojó el análisis "BLASr. 

Secuenc1a Nucleot1d1ca 
Tamano Similitud Clave de 

(pb) (% ) Acceso 

Oryza sativa MAP kinase 3 mRNA, complete cds 1545 83 AF216317 

Oryza sativa MAP kinase MAPK2 mRNA, complete cds. 1544 83 AF241166 

Zea mays MAPK mRNA, partial cds. 414 82 AY486158 

Oryza sativa Oaponica cultivar-group) mRNA for putative 
1371 81 AJ512642 

mitogen-activated protein kinase msrmk3 (msrmk3 gene). 

Oryza sativa MAP kinase 2 mRNA, complete cds 1697 81 AF216316 

Papaver rhoeas mRNA for putative MAP kinase (mpkc gene) 1744 80 AJ784996 

P.hybrida mRNA for MAP/ERK kinase 1 1611 80 X83440 

Oryza sativa mRNA for MAPK4 protein (mapk4 gene). 1653 80 AJ251330 

Prunus armeniaca putative mitogen-activated protein kinase 
1470 79 AF134730 

MAPK mRNA, complete cds 

Pisum sativum MAP kinase PsMAPK2 (Mapk2) mRNA, 
1630 78 AF154329 

complete cds. 

N.tabacum NTF3 mRNA 1672 78 X69971 

Arabidopsis thaliana mRNA for MAP kinase, complete cds 1657 78 021843 

El análisis del alineamiento indicó que las secuencias eran muy similares. Al 
parecer las secuencias de las clonas Cn8 y Cn16 eran idénticas, así como ocurrió 
con las clonas Cn11, Cn12 y Cn13. Además, se observó que un segmento de 34 
pares de bases localizado entre la base 84 y la 120 en las clonas Cn11 , Cn12 y 
Cn13 no estaba presente en las clonas Cn8 y Cn16. Por otro lado, la Cn9 fue 
diferente a las demás; su secuencia tiene un fragmento de 11 bases localizado entre 
la bases 85 y 97, que está ausente en las clonas Cn 11, Cn 12 y Cn 13. 
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Figura 6.3.- Alineamiento de las secuencias obtenidas mediante PCR a partir de ADNc 
de hoja de cocotero Alto del Atlántico. De las clonas secuenciadas sólo se alinearon las 
que presentaron similitud a genes de MAP cinasas de otras especies vegetales. 
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Las secuencias nucleotídicas se tradujeron a su correspondiente secuencia 
deducida de aminoácidos (ver Apéndice) . Estas secuencias se alinearon con el 
objetivo de determinar el grado de identidad que tenían a nivel de aminoácidos 
(Figura 6.4). · 

Cn8+G 
Cn9 

Cn16 
Cn11 
Cn12 
Cn13 

Consensus 

Cn8+G 
Cn9 

Cn16 
Cn11 
Cn12 
Cn13 

Con sen sus 

Cn8+G 
Cn9 

Cn16 
Cn11 
Cn12 
Cn13 

Consensus 

Cn8+G 
Cn9 

Cn16 
Cn11 
Cn12 
Cn13 

Consensus 

1 10 20 30 40 50 60 70 
l--------·---------·---------·---------·---------·---------·---------1 GPRRDGYYRTLDARRNHSCRAGLT~RG---------------KHRILVOPPNGnGNSGKHYYSMNQTLFE 
GPRRDGYYRTLDRRRNILCRRGLT~RGSGRVSSDRGEXPQYGKHRILYDPPNGHGNSGKHYYSHMQTLFE 
RPRRDGYYRTLDRRRNHLCRRGLT~RG---------------KHRILVDPPNGHGNSGkHYYSHNQTLFE 
ESGLGG~SSGRSTLGGGCYYPPRXRGG--VSSDRGEXPQVGKHRILYDPPNGHGNSGKHYYSHMQTLFE 

GGLGGHESSGRSTLGGGCYYPPRXRGG--VSSDRGEXPQVGKHRILYDPPNGHGNSGKHYYSHMQTLFE 
GLGG~SSGRSTLGGGCYYPPRXRGG--YSSDREEXPQVGKHRILVDPPNGHGNSGKHYYSHNQTLFE 

eprrdGvvrtldarrwR. CaagltwRG ••••••••••••••• KHRILYDPPNGHGNS&KHYYSHNQTLFE 

71 80 90 100 110 120 130 140 
l--------·---------·---------·---------·---------·---------·---------1 IDTKYYPikPIGRGRYGWCSSINRETNEIMIIICICINNRFIINIMIRlRTL.RELJ(LLRIIlRHGFEGH 
IDTKYYPikPIGRGRYGWCSSINRETNEICVRIICICINNfiFDNRWRLRTLRELICllRII..RIIENYI 
IDTKYVPikPIGRGRYGWCSSINRETNEICYRIICICDINfiFIINTL.REUCl.1.RHI.ICDI 
IDTKYVPikPIGRGRYGWCSSINRETNEICYRIICICINNfiFIINRYDAl..TL.REL.JCJ...l.RRLICDI 
IDTKYVPikPIGRGAYGWCSSINRETNEICVAIICICDINRFDNRVDRLRTL.REUCl.l.RHL.RRLkDI 
IDTKYYPIJCPIGRGRYGWCSSINRETNEICYRIJ(J(INNflfl)NRYDRlRTLRELICI..LRHI..RIIEICDI 
IDTKYVPIJCPIGRGRYGWCSSINRETNEICYRIJCICINNRFDNRYDRLRTL.RELJ(LLRIIlRHalkdi 

141 150 160 170 180 190 200 210 
l--------·---------·---------·---------·---------·---------+---------1 HDRSQXEICLQGCIPSLXTHGYXPRSDYQYITSTFXXPLPIFSLQLLRGLKYLHSRNILHRDliCPGNllYN 
""PRNRICSFkDVYL VYELHDTDLHQIIICSSRRLStiiHCQYFLFQLLRGLKYLHSRtiiUIRDlJ(P6N YN 
""PRNRICSFICDVYLVYELHDTDLHQIIICSSQRLSNDHCQYFLFQLLRGLKYLHSRNILHRDLICPGNLLYN 
""PRNRICSFICDYYLYYELHDTDLHQIIICSSQALSNDHCQYFLFQLLRGI..XYlHSAIII1YN 
HHPRNRICSFkDYYLYYELHDTDLHQIIICSSQRLSNDHCQYFLFQLLRGlKYl..HSRNIUIRYN 
""PRNRICSFkDYYLYYELHDTDLHQIIICSSQRLSNDHFQYFLFQLLRGliCYUISANILHRDYN 
RRpalrksfkdvylvyelftdtdlhqiikss.alsndhcqyFlfQLLR~YN 

211 220 230 240 250 260 267 
l--------·---------·---------·---------·---------+------1 RNCIILICICDFGLRRTSNGIOOIFHTEYWTIOO'RRPELLLCCDNHDTSIDV~SVGXH 
IINCDUCICDFGLRRTSNGICNQFHTEYWTRWYRRPELLLCCDNYDTSIDWYSRLNI 
RNCDLICICDFGLRRTSNGICNQFHTEYWTIOO'RRPELLLCCDNYDTS~SVGXIF 
RNCDLICICDFGLRRTSMGICNQFHTEYWT~Y~RPELLLCCDNYDTSIDV~SVGXIF 
ÍINCDUCICDFGUIRTSNGIQIQFHTEYWTIOO'RRPElllCCDNYDTSIDWSYGXHF 
RNCDLICICDFGLRRTSNGICNQFHTEYWT~PELLLCCDNYDTSIDV~SVGXIF 
RNCILI(ICDFGLRRTSNGJ(NQAfTEYWTIOO'RRPELLLCCDNyDTSIDV~svgx •• 

Figura 6.4. Alineamiento de las secuencias deducidas de aminoácidos 
correspondientes a MAP cinasas de hoja de cocotero Alto del Atlántico. 

Las secuencias deducidas de aminoácidos se compararon con secuencias 
depositadas ~n las bases públicas para corroborar los resultados obtenidos del 
análisis "BLAST" con las secuencias nucleotídicas (Tabla Vl.5, sólo se presenta la 
comparación de la clona Cn13). 
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Tabla Vl.5. Comparación de la secuencia deducida de aminoácidos de la clona Cn13 
con bancos de datos. En el cuadro se presentan las 12 primeras secuencias parecidas a la 
clona Cn13 que arrojó el análisis "BLAST". 

Secuencia Peptídica 
Tamano Identidad Clave de 

(aa) (%) Acceso 

MAP kinase 2 [Oryza sativa] . 369 84 AAG40580 

MAP kinase 3 [Otyza sativa] . 370 84 AAG40581 

Putative mitogen-activated protein kinase, msrmk3 [Oryza 
sativa 369 84 CAD54741 
uaponica cultivar-group)]. 

MAP kinase PsMAPK2 [Pisum sativum]. 372 83 AAF73257 

• 
MAPK4 protein [Oryza sativa] . 369 83 CAB61889 

MAP kinase (ATMPK7) [Arabidopsis thaliana] . 368 83 AAD31349 

NTF3 [Nicotiana tabacum]. 372 82 CAA49592 

MAP/ERK kinase 1 [Petunia x hybrida]. 384 82 CAA58466 

Putative MAP kinase [Papaver rhoeas] . 368 81 CAH05024 

Putative mitogen-activated protein kinase [Schedonorus 
369 81 CAG23921 

arundinaceus]. 

ATMPK2 [Arabidopsis thaliana]. 376 80 BAA03536 

ATMPK1 [Arabidopsis thaliana]. 370 80 BAA03535 

En el análisis "BLAST de la clona Cn9, la metionina (aminoácido 44) alineó con 
la metionina que determinaba el inicio de la traducción, al menos en las primeras 1 O 
secuencias similares a ella, indicando que probab emente dentro de la secuencia de la 
clona Cn9 estaba el inicio de la traducción. Por lo tanto, la región hacia s· antes de esta 
metionina, en la secuencia nucleotídica, podría corresponder a la región no traducible del 
gen. En la Figura 6.5 se presenta un alineamiento de la clona Cn9 con las 1 O primeras 
secuencias que mostraron identidad con ella. 
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Figura 6.5. Alineamiento de Cn9 con las primeras 10 secuencias similares a ella que 
arrojó el análisis "BLAST". Se señalan los motivos conservados que se utilizaron para 
diseñar cebadores degenerados en el grupo del Dr. José Juan Zúñiga; cebador PIG ( •.••.•••.. ), 
cebador MK-1 ( - - - ) , cebador JUGLAR ( - • - · }, cebador MK-IX (-}. El recuadro 
señala el motivo característico conservado de las MAP cinasas en plantas (TEY). 
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En el alineamiento el primer aminoácido de todas ellas, metionina, alineó 
con la metionina 44 de la clona Cn9 (Figura 6.5) . La región comprendida del 
aminoácido 1 al 43 (129 nucleótidos) en la clona Cn9, que no alineó con ninguna 
secuencia de las demás, podría corresponder a la región no traducible del ARNm. 
Por otro lado, en las 11 secuencias se observan regiones casi idénticas a regiones 
altamente conservadas que se seleccionaron para diseñar, en el laboratorio, los 
cebadores degenerados PIG, JUGLAR, MK-1 y MK-IX. Por último, en todas las 
secuencias, está presente la firma que identifica a la mayoría de las MAP cinasas de 
plantas, el motivo conservado TEY. Evidencias experimentales sugieren que la 
fosforilación de la treonina y tirosina es un requisito para que se active de manera 
completa la enzima. Todas estas evidencias se observaron en los análisis "BLAST" 
de las otras secuencias de MAP cinasas clonadas, a saber Cn8, Cn11 , Cn12, Cn13 
y Cn16 (datos no mostrados). 

Estos resultados indican que se clonaron 3 secuencias correspondientes al 
extremo 5' de genes de MAP cinasas, probablemente incluyendo el inicio de la 
traducción, además de la región o parte de la región no traducible. 

Extremo 3' de MAP cinasas 
Como se reportó en el capítulo anterior, únicamente los plásmidos 

correspondientes a las clonas denominadas como XIII , XV, XX, XXIII , XXXIX, XLIII y 
Llll contenían el fragmento de -1 ,018 pb, tamaño que se aproximaba al esperado 
para el extremo 3' de MAP cinasas de hoja de cocotero. Las clonas se renombraron 
como CnXIII, CnXV, CnXX, CnXXIII, CnXXXIX, CnXLIII y Cnllll y los fragmentos 
ligados a sus plásmidos se secuenciaron (ver Apéndice). Las secuencias de 
nucleótidos variaron en cuanto a tamaño, el fragmento de menor tamaño fue de 903 
pb, y el mayor de 937. Este hecho se debió a que se secuenció únicamente una 
cadena de ADN; en una reacción de secuenciación sólo se pueden secuenciar de 
900 a 1000 bases. Únicamente los insertos de los plásmidos de las clonas CnXIII , 
CnXV, CnXXIII , y CnXLIII fueron similares a secuencias correspondientes a MAP 
cinasas de otras especies vegetales (Tabla Vl.6, sólo se presenta la comparación 
de la clona CnXIII). 

123 



Tabla VI.S. Comparación de la secuencia nucleotídica de la clona CnXIII con bancos de 
datos. En el cuadro se presentan las 12 primeras secuencias parecidas a la clona CnXIII que 
arrojó el análisis "BLASr. 

Secuenc1a Nucleot1d1ca 
Tamano S1mil1tud Clave de 

(pb) (%) Acceso 

Cocos nucifera partial mRNA for mitogen activated protein 
447 95 AJ555489 

kinase, clone 1. 

Cocos nucifera partial mRNA for mitogen activated protein 
447 94 AJ555491 

kinase, clone 3. 

Cocos nucifera partial mRNA for mitogen activated protein 
447 95 AJ555490 kinase, clone 2. 

Triticum aestivum mitogen-activated protein kinase (FLRS) 
1212 87 AY173962 

mRNA, complete cds. 

Oryza sativa Oaponica cultivar-group) mRNA for mitogen-
1701 85 AJ535841 

activated protein kinase (sipk gene). 

Oryza sativa Oaponica cultivar-group) MAPK6 mRNA for 
1678 85 AB183398 

MAP kinase 6, complete cds. 

Zea mays mRNA for MAP kinase 5, complete cds. 1632 85 AB016802 

Nicotiana benthamiana NbSIPK mRNA for salicylic acid-
1206 84 AB098730 

induced protein kinase, complete cds. 

Capsicum chinense partial mRNA for mitogen-activated 
549 84 AJ608158 

protein kinase 1 (MPK1 gene). 

Lycopersicon esculentum mitogen-activated protein kinase 
1411 84 AY261512 

1 (MPK1) mRNA, complete cds. 

Papaver rhoeas mRNA for putative MAP kinase (mpkb 
1752 82 AJ784995 

gene). 

G/ycine max mitogen-activated protein kinase 2 mRNA, 1186 82 AF329506 
complete cds. 

Las secuencias que correspondían a genes de MAP cinasas se alinearon 
con el objetivo de determinar el grado de similitud que tenían entre ellas (Figura 
6.6). ' 
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Figura 6.6. Alineamiento de probables secuencias correspondientes a extremos a· de 
genes de MAP cinasas obtenidas mediante ensayos tipo RACE a partir de ADNc de hoja 
de cocotero Alto del Atlántico. 
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El análisis del alineamiento indicó que las secuencias son muy similares. Al 
parecer, la clona CnXIII es la que tiene un menor grado de similitud a las otras; en 
su secuencia está ausente un fragmento de 78 bases presente en las otras. Por otra 
parte, se observa que en la secuencia de las clonas XIII , XV y XXIII está incluida 
parte de la cola de adeninas, característica de los ARNm; este hecho sugiere que en 
estos extremos 3' clonados se encuentra la región 3' no traducible del gen. 

Debido a que las secuencias están incompletas no se puede determinar el 
grado de similitud entre ellas, ni se puede saber cuántas secuencias diferentes se 
clonaron. Es necesario volver a secuenciar los insertos solicitando que se la 
secuenciación se realice en ambas direcciones (3'-5' y 5'-3') . 

Las secuencias nucleotídicas se tradujeron a su correspondiente secuencia 
deducida de aminoácidos (ver Apéndice). Estas secuencias alinearon con el 
objetivo de determinar el grado de identidad que tenían a nivel de aminoácidos 
(Figura 6.7). 
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Figura 6.7. Alineamiento de las secuencias deducidas de aminoácidos 
correspondientes al extremo 3' de MAP cinasas de hoja de cocotero Alto del Atlántico. 
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Las secuencias deducidas de aminoácidos se compararon con secuencias 
depositadas en las bases públicas para corroborar los resultados obtenidos del 
al)álisis "BLAST" con las secuencias nucleotídicas (Tabla Vl.7, sólo se presenta la 
comparación de la clona CnXV). 

Tabla Vl.7. Comparación de la secuencia deducida a aminoácidos de la clona CnXV con 
bancos de datos. En el cuadro se presentan las 12 primeras secuencias parecidas a la clona 
CnXV que arrojó el análisis "BLAST". 

Secuencia Peptídica 
Tamaño Identidad Clave de 

(aa) (%) Acceso 

MAP kinase 6 [OI}'za sativa (japonica cultivar-group)]. 398 93 BAD69291 

MAP kinase 5 [Zea mays]. 399 92 BAA74734 

Putative MAP kinase [Papaver rhoeas]. 403 89 CAH05023 

-
Mitogen-activated protein kinase 2 [Giycine max]. 391 88 AAQ14867 

Mitogen-activated protein kinase homolog MMK1 (MAP 
387 88 007176 kinase MSK7) (MAP kinase ERK1). 

MAP kinase homologue [Pisum sativum]. 394 88 CAA50036 

Mitogen-activated protein kinase [Triticum aestivum]. 403 87 AA016560 

Mitogen-actiltated protein kinase [Euphorbia esula] . 389 87 AAF65766 

P45Ntf4 serine/threonine protein kinase [Nicotiana 
393 86 CAA58761 

tabacum] . 

Mitogen-activated protein kinase [Lycopersicon 
396 85 CAD59691 

escu/entum]. 

Mitogen-activatect protein kinase 1 [Lycopersicon 
396 85 AAP20419 

esculentum]. 

Salicylic acid-activated MAP kinase [Nicotiana tabacum]. 393 85 AAB58396 
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Con el objetivo de determinar si se contaba con algún marco de lectura 
abierto de MAP cinasas, las secuencias de APNc correspondientes a los extremos 
s· y 3· de MAP cinasas se alinearon (ver esquema de la Figura 6.8). El alineamiento 
indicó (Figura 6.9) que los extremos clonados pertenecían a genes diferentes. 
Ninguna de l~s secuencias de las clonas Cn8, Cn9, Cn11 , Cn12, Cn13 y Cn16 era 
idéntica a alg!Jna de las secuencias de las clonas CnXIII , CnXV, CnXXIII o CnXLIII 
en la región de -447 bases, común a ambos extremos (ver Figuras 6.8 y 6.9) . El 
alineamiento de sus correspondientes secuencias deducidas de aminoácidos arrojó 
los mismos resultados (Figura 6.10). En conclusión, las secuencias clonadas 
corresponden a genes de 4 probables diferentes MAP cinasas. 

Extremos 5' de genes de MAP 
cinasas obtenidos por ensayos 

tipo RACE 

Extremos 3' de genes de MAP 
clnasas obtenidos por ensayos 

tipo RACE 

Región de --44 7 pb, com~n a ambos extremos, corT4>rendlda entre 
las secuencias complemertarias a los cebadores MK·I y M K-IX 
~ ~ 5·-----------3- 5" ---------3· 

5' 5' ----- ------- 3' 
5· -------"!'-~--3· 5· --------""'!""-- 3· 

l· Alineamiento de las secuencias 

..J 5 ·----,.....--~----3· 

Figura 6.8. Esquema que representa de manera gráfica la forma por la que se pueden 
identificar posibles marcos de lectura completos de genes amplificados por separado 
mediante la e~trategia tipo RACE. 
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Figura 6.9. Alineamiento de secuencias nucleotídicas correspondientes a los extremos 
5' y 3' de gen~s de MAP cinasas. 
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Figura 6.10. Alineamiento de las secuencias deducidas de aminoácidos 
correspondientes a las secuencias nucleotídicas de los extremos s· y 3' de genes de 
MAP cinasas amplificadas mediante ensayos tipo RACE. 
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CONCLUSIONES 
Debido al grado de conservación que presentan las MAP cinasas en los 

organismos eucariotes, fue posible amplificar por RT-PCR y clonar tres secuencias 
de ADNc correspondientes a MAP cinasas de callo de cocotero de las variedades 
Alto del Atlántico y Enano Malayo, usando como cebadores a los oligonucleótidos 
degenerados MK-1 y MK-IX. Las secuencias obtenidas fueron reportadas en la base 
pública EMBL. 

Mediante ensayos tipos RACE se lograron clonar las secuencias 
correspondientes a los extremos s· y 3· de al menos 4 diferentes MAP cinasas de 
hoja cocotero de la variedad Alto del Atlántico. El análisis de las secuencias sugiere 
que en las secuencias están presentes las regiones s· y 3· no traducibles, y el sitio 
del inicio de la traducción. 

Las secuencias clonadas van a utilizarse como sondas para evaluar la 
expresión diferencial de genes de MAP cinasas en callos de cocotero expuestos a 
un inductor de las respuestas de defensa, el quitosano. 
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Capítulo VIl 

Discusión General 

En términos botánicos, las plantas son organismos sésiles, es decir, están 
arraigadas a un sustrato del cual no pueden desprenderse, y por lo tanto, no pueden 
desplazarse. Debido a esto, las plantas deben adaptarse a las condiciones 
ambientales ajustando su metabolismo. Por lo tanto, es de suma importancia 
entender de qué manera las plantas perciben estímulos externos y cómo estos 
estímulos con convertidos en señales endógenas que eventualmente desembocan 
en adaptación fisiológica (Zhang y Klessig , 2001). 

Las plantas poseen redes de señalización integradas que median entre la 
percepción y la respuesta ante fitoreguladores, nutrientes, estímulos y diferentes 
tipos de estrés ambiental (Tena et al. , 2001 ). En diversos modelos vegetales y 
especies de importancia económica, se ha determinado que la vía de señalización 
integrada por las proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAP cinasas) juega un 
papel importante en las respuestas de las plantas ante diversos tipos de estrés, 
tanto biótico como abiótico, entre los que se incluyen la invasión por patógenos, el 
daño por herida, la alta salinidad, la alta o la baja osmolaridad, las temperaturas 
extremas, la sequía, las especies reactivas de oxígeno, el ozono y la radiación 
ultravioleta (Zhang y Klessig , 2001 ). Se sabe que una vez percibido el estímulo y 
activada la vía, el último miembro de la cascada fosforila sustratos en el citosol o 
puede traslocarse al núcleo en donde puede activar, por fosforilación, factores de 
transcripción que intervienen en la transcripción de genes, cuyos productos pueden 
estar encaminados a contender o adaptarse a las condiciones ambientales 
percibidas (Adachi et al., 1999; Volmat et al., 2001 ; Cheong et al., 2003; Kim y 
Zhang, 2004; Lee et al. , 2004; Andreasson et al., 2005; Katou et al. , 2005; Yap et al. , 
2005). 

El ataque de patógenos de diversa naturaleza a especies económicamente 
importantes ha ocasionado considerables pérdidas, impactando económica y 
socialmente a comunidades y países enteros (Parry e t. al., 1995; Windels, 2000; 
Birch y Whisson, 2002; Brlansky et al. , 2002; Sesma y Osbourn, 2004). 

La palma de coco o cocotero (Cocos nucifera L.) es una especie ecológica y 
económicamente importante principalmente en los trópicos. Esta especie es atacada 
por patógenos de diversa naturaleza (Joseph y Radha, 1975; Parthasarathy et al., 
1978; Griffith, 1987; Howard y Barrant, 1989; Rohde et al. , 1990; Hanold y Randles, 
1991). En años recientes se descubrió que la palma está sucumbiendo ante la 
enfermedad del Amarillamiento Letal, una enfermedad epidémica mortal causada 
por un organismo tipo micoplasma (Oropeza y Zizumbo, 1997; Dollet, 1999). A la 
fecha, hay muy pocos estudios encaminados a comprender la fisiología de la 
interacción cocotero-pátogeno. El entendimiento de los fenómenos bioquímicos y 
moleculares que se suscitan en esta interacción, y la comprensión de la manera en 
que la palma contiende ante éstos puede ayudarnos a proponer soluciones 
específicas ante el problema de la devastación que está sufriendo esta palma. 
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Como un paso a la solución, se decidió explorar si las MAP cinasas estaban 
involucradas en la transducción de la señal después de la percepción de un 
compuesto derivado de la pared celular de hongos fitopatógenos. Dada la 
imposibilidad de usar a la palma completa para nuestro estudio, con base en su gran 
tamaño, su largo ciclo de vida, y la falta de condiciones controladas y asépticas, se 
decidió explorar la posibilidad de utilizar algún cultivo in vitro. Desafortunadamente, 
Cocos nucffera ha sido una especie recalcitrante al establecimiento de cultivos in 
vitro. A la fecha no se cuenta con un cultivo de células en suspensión, y la 
regeneración de plántulas por embriogénesis somática es un proceso largo y no 
optimizado. En contraste, el cultivo in vitro de callos recientemente optimizado con el 
uso de carbón activado resultó una alternativa viable para el estudio de la 
interacción cocotero-patógeno (Chan et al., 1998). Es así que, bajo condiciones 
asépticas y controladas de nutrientes, se usó el callo de cocotero para determinar si 
en la presencia del inductor de origen fúngico, quitosano, se inducía la activación de 
las MAP cinasa a nivel transcripcional y postraduccional. 

En un ensayo de tiempo-respuesta se observó, mediante el ensayo de 
cinasa en gel, que una cinasa de -46 kDa se activó en presencia de 10 mg ml-1 de 
quitosano. El incremento de la actividad se evidenció a partir de los 1 O m in de 
inducción, alcanzando su máximo a los 40 min y manteniendo una actividad alta 
hasta los 80 min. Mediante ensayos de inmunodetección, empleando un anticuerpo 
dirigido contra el motivo o firma característica de las MAP cinasas en su estado 
bisfosforilado (pTEpY), se detectó a una proteína de la misma masa molecular que 
modificó su actividad debido al tratamiento con el inductor quitosano. Esto sugirió 
que la cinasa de -46 kDa y la proteína inmunodetectada podrían ser la misma. Esta 
afirmación se basa en el hecho de que una inmunodetección positiva en un extracto 
total , empleando el anticuerpo en cuestión, refleja la existencia de MAP cinasas que 
fueron activadas in vivo y que, bajo las condiciones en las que se efectúa el ensayo, 
reflejan este estado en el ensayo de cinasa en gel (Lee et al. , 2001). Cabe recordar 
que las MAP cinasas se activan únicamente después de que los residuos en tirosina 
y treonina, en este tripéptido, están fosforilados (Canagarajah et al., 1997). 

El comportamiento de esta cinasa difiere, en parte, al observado para 
algunas MAP cinasas de otras especies vegetales. En modelos, tales como tabaco 
(Zhang y Klessig, 1998; Suzuki, 1999), perejil (Ligterink et al., 1997; Kroj et al., 
2003), Arabidopsis (Desikan et al., 1999; Nühse et al., 2000; Desikan et al. , 2001), 
tomate (Link et al., 2002) y alfalfa (Cardinale et al. , 2000), se ha observado una 
rápida activación de MAP cinasa como en cocotero; sin embargo, esta actividad 
disminuyó a niveles basales después de 30 a 60 min de tratamiento, en promedio. 
En un híbrido del álamo (Populus trichocarpa x Populus deltoides), Hamel y 
colaboradores observaron que el tratamiento con quitosano inducía una MAP cinasa 
de -47 kDa. Esta actividad aparecía a los 5 min del tratamiento y retornaba a su 
estado basal a los 25 min (Hamel et al., 2005). Sin embargo, se ha observado que 
en tabaco, empleando inductores fúngicos de naturaleza proteica, criptogeina y 
parasiticeina (Lebrun-Garcia et al., 1998; Zhang et al., 1998), la actividad se 
mantiene después de los 80 min, llegando a su estado basal hasta las 8 h después 
del tratamiento. 
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A continuación, se decidió investigar si las señales observadas en el ensayo 
de cinasa en gel eran consecuencia de un fenómeno de autofosforilación y no a la 
fosforilación propia de la MBP, ya que, evidencias en varios modelos vegetales han 
mostrado que diversas cinasas, entre ellas las MAP cinasas, pueden tener la 
capacidad de autofosforilarse in vitro (Jonak et al. , 1996; Takezawa, 1999; Huang et 
al. , 2000; Xiong y Yang, 2003). El resultado del ensayo de autofosforilación mostró 
que dos cinasas, una de -46 kDa y la otra de -42 kDa, incorporaron el fósforo 
radiactivo en ausencia de sustrato (MBP). Estas evidencias sugirieron que las 
señales detectadas en el ensayo de cinasa en gel (Figura 2A, Lizama-Uc et al. , 
2007) podrían ser no solamente resultado de la fosforilación de la MPB por parte de 
estas cinasas, sino también de una probable autofosforilación de estas proteínas. Si 
se comparan los resultados mostrados del ensayo de cinasa en gel (Figura 2, 
Lizama-Uc et al., 2007) con la Figura 4.1, se observa que, así como las cinasas 
fosforilan a la MBP, también se autofosforilan, pero en menor proporción con la que 
fosforilan a la MBP. Estos resultados difieren de los obtenidos por Romeis y 
colaboradores (Romeis et al., 1999), en donde se caracterizó la activación de dos 
MAP cinasas de 46 kDa y 48 kDa dependiente de Avr9/Cf-9, en cultivos celulares y 
hojas de tabaco. En ese trabajo, no se observó el fenómeno de autofosforilación. El 
hecho de que este fenómeno puede presentarse o no, obliga a realizar el ensayo de 
fosforilación para las MAP cinasas, sin añadir sustrato al gel , como parte de la 
caracterización de toda actividad de MAP cinasa. 

La pregunta que a continuación se debería responder era si la cinasa de -46 
kDa, que aumentó su actividad como resultado del tratamiento de células de callo de 
cocotero con quitosano, era la misma que fue inmunodetectada con los anticuerpos 
dirigidos contra MAP cinasas activadas. Para contestar esta pregunta una de las 
estrategias a seguir podría ser inmunoprecipitar a la proteína inmunodetectada con 
el anticuerpo anti p-ERK 1/2 y realizar un ensayo de actividad de cinasa en gel con 
la proteína que se precipitó. Este ensayo ha sido ampliamente utilizado (Suzuki y 
Shinshi, 1995; Zhang et al. , 1998; Cardinale et al., 2000; lchimura et al. , 2000; 
Daxberger et al., 2006; Hadiarto et al. , 2006) para determinar la correspondencia 
entre una actividad de C:inasa con la proteína que se sospecha corresponde dicha 
actividad. 

En un ensayo preliminar se decidió determinar si los anticuerpos anti p-ERK 
1/2 podían inmunoprecipitar a la proteína que detectó mediante Western blot. Este 
ensayo fue necesario, ya que habían reportes de que el anticuerpo dirigido contra el 
motivo bisfosforilado pTEpY de las MAP cinasas era incapaz de inmunoprecipitarlas 
(Arroyo-Serralta et al. , 2004). De acuerdo a los resultados mostrados en la Figura 
3.2, el anticuerpo se une y precipita a una proteína de -46 kDa. Sin embargo, se 
observa en los controles de pegado inespecífico (carriles 5 y 7, Figura 3.2), 
proteínas de -46 kDa. Esto significa que la proteína G acoplada a sefarosa une y 
precipita proteínas de masas moleculares iguales a aquellas que precipitó el 
anticuerpo anti p-ERK 1/2. Estos resultados indican que las proteínas que 
supuestamente precipitaron con el anticuerpo anti MAP cinasas activadas pudieron 
precipitar como consecuencia de una unión inespecífica a la proteína G-sefarosa. El 
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ensayo de actividad de todas las proteínas precipitadas permitiría determinar la 
identidad de éstas. 

En diferentes modelos vegetales se ha observado que la regulación de la 
actividad de MAP cinasa en células puede ser a nivel transcripcional, traduccional o 
por la activación o inactivación de la actividad enzimática debida a la fosforilación o 
desfosforilación, respectivamente (Morris, 2001 ). Es por ello, que se decidió 
determinar si en callos de cocotero inducidos con quitosano se observaba una 
modificación en los niveles de transcritos de MAP cinasas. Los ensayos de 
expresión mostraron (Figura 4.1) que bajo las condiciones en las que se realizó el 
ensayo no se detectaron cambios en la expresión de MAP cinasas en callos 
inducidos. De igual forma, no se detectaron transcritos, con la sonda empleada, de 
MAP cinasas que se estén expresando de manera constitutiva en callos de 
cocotero. Lo anterior sugiere que el principal nivel de regulación de la MAP cinasa 
de cocotero, que participa en la transducción de la señal ante una molécula que 
mimetiza la presencia de un patógeno, podría ser a nivel postraduccional. Estos 
resultados concuerdan con el trabajo de Desikan y colaboradores (Desikan et al., 
2001) en él que ni el tratamiento a células en suspensión de Arabidopsis con H20 2, 

ni con el inductor bacteriano harpin, tuvieron un efecto sobre la expresión de los 
ARN mensajeros de las MAP cinasas AtMPK4 y AtMPK6. 

En cocotero, hay muchos estudios epidemiológicos para diversas 
enfermedades; sin embargo la fisiología de la interacción planta-patógeno en 
cocotero es poco comprendida. Aunado a esto, no hay datos con respecto a la 
causa o naturaleza bioquímica de la resistencia y/o susceptibilidad del cocotero ante 
los potenciales patógenos, ni mucho menos información acerca de los genes que 
están involucrados en el establecimiento de la resistencia o tolerancia. Con base en 
lo anterior, el estudio de una proteína que juega un papel fundamental tanto en la 
señalización como en la regulación de la expresión génica, es un paso esencial en 
la comprensión de los fenómenos tanto bioquímicos como moleculares que se 
inician tras la percepción de un patógeno o una molécula derivada de él. De tal 
forma, la evaluación de la participación de las MAP cinasas (un miembro de una vía 
de transducción de señales altamente conservada en eucariotes), ante la percepción 
de un potencial patógeno en callo de cocotero, constituye un paso importante en la 
comprensión de la interacción cocotero-patógeno. 
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Capítulo VIII 

Conclusiones Generales y Perspectivas 

CONCLUSIONES GENERALES 
Mediante un modelo de inducción de las respuestas de defensa en cocotero, 

esto es, el tratamiento de callos de dos meses de edad con el inductor de origen 
fúngico quitosano, se determinó, mediante ensayos de cinasa en gel, que una 
posible MAP cinasa de -46 kDa se activa en respuesta a la inducción con quitosano. 
Asimismo,. mediante ensayos inmunológicos se encontró que un anticuerpo dirigido 
contra el motivo conservado bisfosforilado TEY de las MAP cinasas en plantas 
reconoció a una proteína de -46 kDa en callos tratados con el inductor. Los tiempos 
en los que se detectó la proteína fueron los mismos a los que se determinó un 
aumento en la actividad de cinasa, por lo que se sugiere que, tanto la proteína 
detectada como la que muestra un aumento de la actividad debida al quitosano, son 
la misma. 

Los resultados obtenidos en los ensayos de inmunoprecipitación no 
permitieron tener una evidencia más que indique que la cinasa que responde al ' 
tratamiento con quitosano pertenece a la familia de las MAP cinasas. 

Por otro lado, mediante RT-PCR y ensayos tipo RACE se amplificaron 
secuencias de MAP cinasas de callo y hoja de cocotero, que corresponden a una 
región del dominio catalítico y a los extremos s· y 3 ' de los ARNm, respectivamente. 

Hasta la fecha no se conoce cuantas MAP cinasas pueden estar codificadas 
en el genoma del cocotero. En el presente trabajo de tesis, se aislaron secuencias 
parciales de al menos tres posibles MAP cinasas de callo de cocotero Alto del 
Atlántico. De acuerdo a los resultados obtenidos no se puede definir cuál de estas 
secuencias codifica a la proteína que responde ante el tratam¡ento con quitosano, 
pero se puede afirmar que al menos una posible MAP cinasa de -46 kDa se activa 
como respuesta a la presencia del inductor, y al menos otra de -42 kDa responde al 
tratamiento con una solución ácida, indicando este hecho que podría estar 
participando en la señalización ante la percepción de un estrés de tipo abiótico. 

Con base en los últimos reportes publicados, este es el primer reporte en 
cocotero en el que se establece la participación de las MAP cinasas en la 
transduccion de la señal ante la percepción de un estimulo biótico y otro estímulo 
abiótico, y se caracterizan las actividades de estas posibles MAP cinasas. 

Por otro lado, como resultado del trabajo conjunto con el cDr. Gabriel 
Lizama Uc (Lizama-Uc et al. , 2007), se propuso un modelo de inducción de las 
respuestas de defensa en cocotero, esto es, el reto de callo con inductores 
derivados de patógenos. A nuestro juicio, este es también el primer reporte del 
establecimiento de un modelo de inducción de respuestas de defensa en esta 
especie. 
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PERSPECTIVAS 
La determinación de que una vía de transducción de señales, conservada en 

eucariotes, puede tener una participación en la transducción de la señal después de 
la percepción de un derivado de un hongo fitopatógeno en cocotero, es uno de los 
primeros pasos para comprender la fisiología de la interacción planta-patógeno en 
esta especie. Como trabajo a futuro sería deseable purificar la actividad inducida en 
respuesta al quitosano y secuenciar a la proteína. Así mismo, la clonación del gen 
que codifica la proteína que responde al tratamiento sería una excelente 
herramienta, que permitiría (i) generar a la proteína mediante expresión heteróloga, 
(ii) generar anticuerpos, (iii) determinar el o los sustratos de esta MAP cinasa, y (iv) 
determinar su participación en el establecimiento o el encendido de las repuestas 
defensa ante la presencia de un potencial patógeno. 
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Apéndice 

SECUENCIA DE LAS CLONAS AS, A11, E5, ES Y E9 

A continuación se presenta el resultado de la secuenciación de los plásmidos 

recombinantes. El tamaño del fragmento clonado, en cada una de los plásmidos es 

de 447 pb. No fue posible secuenciar el inserto del plásmido de la clona A5. 

Clona AS 

aggaccttgcgggagctaaagcttcttaggcacatggatcatgaaaatgttgttgctatcagagacataataccacctc 

ctgtgagggaaatattcaatgatgtctacattgcttatgaattaatggatactgatctccatcaaattattcgctcaaatcaa 

gctttgtctgaggaacactgtcagtatttcctttatcagatccttcgtggattaaaatatatacattcagcgaatgtccttcac 

agagacttaaaaccaagcaacctcctcttaaatgctaactgtgatttaaagatttgtgattttggacttgctcgtactacctc 
~ 

agaaactgatttcatgacagagtatgttgtaacaagatggtacagggcgccagagctattgttgaattcttcagaatata 

ctgcagcaattgatgtttggtcagtcggttgcattttc 

Clona A11 

aggaccttgcgggagctaaagcttcttaggcacatggatcatgaaaatgttgttgctatcagagacataataccacctc 

ctgtgagggaaatattcaatgatgtctacattgcttatgaattaatggatactgatctccatcaaattattcgctcaaatcaa 

gctttgtctgaggaacactgtcagtatttcctttatcagatccttcgtggattaaaatatatacattcagcgaatgtccttcac 

agagacttaaaaccaagcaacctcctcttaaatgctaactgtgatttaaagatttgtgattttggacttgctcgtactacctc 

agaaactgatttcatgacagagtatgttgtaacaagatggtacagggcgccagagctattgttgaattcttcagaatata 

ctgcagcaattgatgtttggtcagtcggttgcattttc 

Clona E5 

agaacgcttcgtgagctcaagcttcttaggcacatggatcatgaaaatgttattgctatcagagacataataccacccc 

ctgtgagggaaatattcaatgatgtctacattgcttatgaattaatggatactgatctccatcaaattattcgctcaaatcaa 

gctttgtctgaggaacactgtcagtatttcctttatcagatccttcgtggattaaaatatatacattcagcgaatgtccttcac 

agagacttaaaaccaagcaacctcctcttaaatgctaactgtgatttaaagatttgtgattttggacttgctcgtactacctc 

agaaactgatttcatgacagagtatgttgtaacaagatggtacagggcgccagagctattgttgaattcttcagaatata 

ctgcagcaattgatggtggtctggtcggttgcatattc 
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Clona Cn3 

aggacgctgcgggagctcaagcttaataggataaggaaccctaagagttgaaccagattaggattagtcaatttgact 

gatatctagaaaagtggttcagagacaattgaacccgaaggaaggtgatttctaattgattctgttagcttatctgatcaa 

gcatagttggtatctaaggcaagcaatggagggactcccaccgatcctatacttacctgatcagttgattgactgatctta 

tacttaaagggcttgaagatgatcttggcagttaggaactatctggatctaggataatcctcagtcagaattgattgacca 

acttgattgctaaccaacattatcaccaattaaaactaattcttctatctcttcttagctctagaactccttaggacctcttcttt 

agaacttttattattttcttcttttttctcttcgcaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaacattggccgcctcggc 

tctagaat 

Clona Cn5 

tactcagatactataatataattttttttcgtaactcagattgaatcttaatgtctcacaatccgaatttattagaaggtagaa 

ggagtggcatttcatttttggatcggggaaataccaaataagttcaagagatgagagaattaaggatagctaccagaa , 

agactaatccaatccataatgatgtaccggaaaatacaacatttttgttacttgaccaaccatcagaagaagcaaata 

caacgggtacactaatcagtaagattaatgaagtcgcaattaatgcaaaaacagctaattggaaagcaatagtcatg 

tttgtaatcctccaagctaccaacaaatgaactataccatttgatccctcgcttagtcaaaattgtatgtaataaaatgcat 

catggagggatttgacatgaatcaattgattcggtaaaatttattaccactctattcggacatggagtcgagggaagttta 

gtattttcttcacaaacaaacatactggatcatgcatatatactatgcatcccggccgtaatggccactctgcgttgatac 

cactgctt 

Clona Cn8 

gggcctcggagggatggagtcgtccggacgctcgacgctcggcggtggatgtcatgtgccgccggcttgacgtggc 

gggggaaaatggctatattggttgatcctccaaatggcatgggaaacagtgggaagcactactattccatgtggcaaa 

ccttgtttgagatcgatacgaagtatgtgcctatcaagcccatcggaagaggagcttatggtgttgtatgctcatccataa 

atcgagaaacaaatgaaaaagttgcaataaagaagatcaacaatgcctttgataatcgtgtggatgcacttagaacg 

ttgcgtgaactgaagctccttcggcatctacgccatgaaaatgttattggctttgaaggacatcatgatgccagccaata 

ggaaaagcttcaaggatgtatacctagtttatgaactcatggatactgacctgcatcagattatcaagtcatcacaagc 

actttctaatgaccattgccaatattttctcttcagttgcttcgaggactgaagtatcttcactcagcaaacatactccacag 

agacttgaagcctgggaacctactggtgaatgcaaattgcgacctcaagatttgcgattttggtttggcccgcaccagta 

atggaaagaatcaattcatgactgaatatgttgtcacccgctggtatcgggcccccgagctgctcctttgctgtgataac 

catgacacctccattgatgtatggtctgtaggttgaatgttc 
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Clona Cn9 

gggcctcggagggatggagtcgtccggacgctcgacgctcggcggtggatattatgtgccgccggcttgacgtggcg 

gggaagcgggcgcgtatcttccgatcgcggagaataaccgcaagtcgggaaaatggctatattggttgatcctccaa 

atggcatgggaaacagtgggaagcactactattccatgtggcaaaccttgtttgagatcgatacgaagtatgtgcctat 

caagcccatcggaagaggagcttatggtgttgtatgctcatccataaatcgagaaacaaatgaaaaagttgcaataa 

agaagatcaacaatgcctttgataatcgtgtggatgcacttagaacgttgcgtgaactgaagctccttcggcatctacgc 

catgaaaatgttattgctttgaaggacatcatgatgccagccaataggaaaagcttcaaggatgtatacctagtttatga 

actcatggatactgacctgcatcagattatcaagtcatcacgagcactttctaatgaccattgccaatattttctctttcagtt 

gcttcgaggactgaagtatcttcactcagcaaacatactccacagagacttgaagcctgggaacctactagtgaatgc 

aaattgcgacctcaagatttgtgattttggtttggcccgcaccagtaatggaaagaatcaattcatgactgaatatgttgtc 

acccgctggtatcgggcccctgagctgctcctctgctgtgataactatgacacctccattgatgtttgggtcagtcggttga 

atattc 

Clona Cn11 

gagagcggcctcggagggatggagtcgtccggacgctcgacgctcggcggtggatgttatgtgccgccggcttgac 

gtggcggggtatcttccgatcgcggagaataaccgcaagtcgggaaaatggctatattggttgatcctccaaatggca 

tgggaaacagtgggaagcactactattccatgtggcaaaccttgtttgagatcgatacgaagtatgtgcctatcaagcc 

catcggaagaggagcttatggtgttgtatgctcatccataaatcgagaaacaaatgaaaaagttgcaataaagaaga 

tcaacaatgcctttgataatcgtgtggatgcacttagaacgttgcgtgaactgaagctccttcggcatctacgccatgaa 

aatgttattgctttgaaggacatcatgatgccagccaataggaaaagcttcaaggatgtatacctagtttatgaactcatg 

gatactgacctgcatcagattatcaagtcatcacaagcactttctaatgaccattgccaatattttctctttcagttgcttcga 

ggactgaagtatcttcactcagcaaacatactccacagagacttgaagcctgggaacctactggtgaatgcaaattgc 

gacctcaagatttgtgattttggtttggcccgcaccagtaatggaaagaatcaattcatgactgaatatgttgtcacccgc 

tggtattgggcccccgagctgctcctttgctgtgataactatgacacctccattgatgtatggtcagtaggttgaattttc 

Clona Cn12 

ggcggcctcggagggatggagtcgtccggacgctcgacgctcggcggtggatgttatgtgccgccggcttgacgtgg 

cggggtatcttccgatcgcggagaataaccgcaagtcgggaaaatggctatattggttgatcctccaaatggcatggg 

aaacagtgggaagcactactattccatgtggcaaaccttgtttgagatcgatacgaagtatgtgcctatcaagcccatc 

ggaagaggagcttatggtgttgtatgctcatccataaatcgagaaacaaatgaaaaagttgcaataaagaagatcaa 
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caatgcctttgataatcgtgtggatgcacttagaacgttgcgtgaactgaagctccttcggcatctacgccatgaaaatgt 

tattgctttgaaggacatcatgatgccagccaataggaaaagcttcaaggatgtatacctagtttatgaactcatggata 

ctgacctgcatcagattatcaagtcatcacaagcactttctaatgaccattgccaatattttctctttcagttgcttcgagga 

ctgaagtatcttcactcagcaaacatactccacagagacttgaagcctgggaacctactggtgaatgcaaattgcgac 

ctcaagatttgtgattttggtttggcccgcaccagtaatggaaagaatcaattcatgactgaatatgttgtcacccgctggt 

atcgggcccccgagctgctcctttgctgtgataactatgacacctccattgatgtttggtcagtgggttgaatgttc 

Clona Cn13 

gggcctcggagggatggagtcgtccggacgctcgacgctcggcggtggatgttatgtgccgccggcttgacgtggcg 

gggtatcttccgatcgcgaagaataaccgcaagtcgggaaaatggctatattggttgatcctccaaatggcatgggaa 

acagtgggaagcactactattccatgtggcaaaccttgtttgagatcgatacgaagtatgtgcctatcaagcccatcgg 

aagaggagcttatggtgttgtatgctcatccataaatcgagaaacaaatgaaaaagttgcaataaagaagatcaaca 

atgcctttgataatcgtgtggatgcacttagaacgttgcgtgaactgaagctccttcggcatctacgccatgaaaatgtta 

ttgctttgaaggacatcatgatgccagccaataggaaaagcttcaaggatgtatacctagtttatgaactcatggatact 

gacctgcatcagattatcaagtcttcacaggcactctctaatgaccacttccaatatttcctctttcagttgcttcgaggact 

gaagtatcttcactcagcaaacatactccacagagacttgaagcctgggaatctactagtgaatgcaaattgcgacct 

caagatttgtgattttggtttggcccgcaccagtaatggaaagaatcaattcatgactgaatatgttgtcacccgctggtat 

cgggcccctgagctgctcctttgctgtgataactatgacacctccattgatgtgtggtcagtaggttgaatattc 

Clona Cn16 

ggcggcctcggagggatggagtcgtccggacgctcgacgctcggcggtggatgttatgtgccgccggcttgacgtgg 

cgggggaaaatggctatattggttgatcctccaaatggcatgggaaacagtgggaagcactactattccatgtggcaa 

accttgtttgagatcgatacgaagtatgtgcctatcaagcccatcggaagaggagcttatggtgttgtatgctcatccata 

aatcgagaaacaaatgaaaaagttgcaataaagaagatcaacaatgcctttgataatcgtgtggatgcacttagaac 

gttgcgtgaactgaagctccttcggcatctacgccatgaaaatgttattgctttgaaggacatcatgatgccagccaata 

ggaaaagcttcaaggatgtatacctagtttatgaactcatggatactgacctgcatcagattatcaagtcatcacaagc 

actttctaatgaccattgccaatattttctctttcagttgcttcgaggactgaagtatcttcactcagcaaacatactccaca 

gagacttgaagcctgggaacctactggtgaatgcaaattgcgacctcaagatttgtgattttggtttggcccgcaccagt 

aatggaaagaatcaattcatgactgaatatgttgtcacccgctggtatcgggcccccgagctgctcctttgctgtgataa 

ctatgacacctccattgatgtgtggtcagtgggttgaatattc 
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SECUENCIA DEDUCIDA DE AMINOÁCIDOS DE LAS CLONAS Cn8, Cn9, Cn11, 

Cn12, Cn13, Cn16 

La traducción de las secuencias se realizó en el sitio 

http://ca.expasy.org/tools/dna.html 

Clona Cn8 

GPRRDGWRTLDARRWMSCAAGL TWRGKMAILVDPPNGMGNSGKHYYSMWQTL 

FEIDTKYVPIKPIGRGAYGWCSSINRETNEKVAIKKINNAFDNRVDALRTLRELKLLR 

HLRHENVIGFEGHHDASQXEKLQGCIPSLXTHGYXPASDYQVITSTFXXPLPIFSLQL 

LRGLKYLHSANILHRDLKPGNLLVNANCDLKICDFGLARTSNGKNQFMTEYWTRW 

YRAPELLLCCDN HDTSI DVWSVGXM 

Clona Cn9 

GPRRDGWRTLDARRWILCAAGL TWRGSGRVSSDRGEXPQVGKMAILVDPPNGM 

GNSGKHYYSMWQTLFEIDTKYVPIKPIGRGAYGWCSSINRETNEKVAIKKINNAFD 

NRVDALRTLRELKLLRHLRHENVIALKDIMMPANRKSFKDVYLVYELMDTDLHQIIKS 

SRALSNDHCQYFLFQLLRGLKYLHSANILHRDLKPGNLLVNANCDLKICDFGLARTS 

NGKNQFMTEYWTRWYRAPELLLCCDNYDTSIDVWVSRLNI 

Clona Cn11 

ESGLGGMESSGRSTLGGGCYVPPAXRGGVSSDRGEXPQVGKMAILVDPPNGMG 

NSGKHYYSMWQTLFEIDTKYVPIKPIGRGAYGWCSSINRETNEKVAIKKINNAFDN 

RVDALRTLRELKLLRHLRHENVIALKDIMMPANRKSFKDVYLVYELMDTDLHQIIKSS 

QALSNDHCQYFLFQLLRGLKYLHSANILHRDLKPGNLLVNANCDLKICDFGLARTSN 

GKNQFMTEYWTRWYWAPELLLCCDNYDTSIDVWSVGXIF 

Clona Cn12 

GGLGGMESSGRSTLGGGCYVPPAXRGGVSSDRGEXPQVGKMAILVDPPNGMGN 

SGKHYYSMWQTLFEIDTKYVPIKPIGRGAYGWCSSINRETNEKVAIKKINNAFDNRV 

DALRTLRELKLLRHLRHENVIALKDIMMPANRKSFKDVYLVYELMDTDLHQIIKSSQA 
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LSNDHCQYFLFQLLRGLKYLHSAN ILHRDLKPGNLLVNANCDLKICDFGLARTSNGK 

NQFMTEYVVTRWYRAPELLLCCDNYDTSIDVWSVGXMF 

Clona Cn13 

GLGGMESSGRSTLGGGCYVPP AXRGGVSSDREEXPQVGKMAIL VDPPNGMGNS 

GKHYYSMWQTLFEIDTKYVPIKPIGRGAYGWCSSINRETNEKVAIKKINNAFDNRV 

DALRTLRELKLLRHLRHENVIALKDIMMPANRKSFKDVYLVYELMDTDLHQIIKSSQA 

LSNDHFQYFLFQLLRGLKYLHSANILHRDLKPGNLLVNANCDLKICDFGLARTSNGK 

NQFMTEYVVTRWYRAPELLLCCDNYDTSIDVWSVGXIF 

Clona Cn16 

RPRRDGWRTLDARRWMLCAAGL TWRGKMAILVDPPNGMGNSGKHYYSMWQTL 

FEIDTKYVPIKPIGRGAYGWCSSINRETNEKVAIKKINNAFDNRVDALRTLRELKLLR 

HLRHENVIALKDIMMPANRKSFKDVYLVYELMDTDLHQIIKSSQALSNDHCQYFLFQ 

LLRGLKYLHSANILHRDLKPGNLLVNANCDLKICDFGLARTSNGKNQFMTEYVVTR 

WYRAPELLLCCDNYDTSIDVWSVGXI F 

SECUENCIAS DE LAS CLONAS CnXV, CnXX, CnXXIII, CnXXXIX, CnXLIII Y 

CnLIII 

A continuación se presenta el resultado de la secuenciación de los plásmidos 

recombinantes. El tamaño del fragmento clonado, en cada una de los plásmidos es 

variable. Únicamente las secuencias de las clonas CnXIII , CnXV, CnXXIII , y CnXLIII 

mostraron similitud con secuencias correspondientes a MAP cinsas de otras 

especies vegetales. 
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Clona CnXIII 

Ttttlttltlttltltlltltltltltllgtagaagtcacatttaataaccaaaataagtataatacagacgcacaagcatccatacg 

atcgcccttaaatatccatactccacgtccccgcctttcagatggcagctacccaaaaaggataaaatctctcaggtga 

agcatacatacatggacgaatcagtagcatttgcatgcaaaaaccacatgaattgcgctgattaaagggtcaataaat 

agcataattggagactcttattgttggtactcggggttgaatgcgacagcttcctggtagattagttctttcatttgttcttctga 

gagagcatgctgctcaaaatcaaagctgaagggcatcatgcagaccggttcgtcactaatgtcatgcaaggatgcca 

aatagggatgtgcaagtgcatcttcaacttccagggaaggattgtcgtgcatgacgaggaagttggcaaatatatcttct 

cgcattttcattcacaaaatccaaatcagcctcatctggactgcctataagctccattagcaaacgtagctggtgcacat 

ggtcccttcctggaaataaaggtttccggtccatcagttccataaaatgcaaccaacagaccagacatcaattgctgc 

agtatactctgaagaattcaataacagctctggtgcccgataccatcttgttacaacatactctgtcatgaaatcagtttct 

gaggtagtacgagcaagtccaaagtcgcaaatctttaaatcacagttagcatttaagaggaggttgcttgggttttaagt 

ctctgtgaagaacatttgctgaatgtatatattttaatccacgaaggatctgataaaggaaatactgacagtgctcctcag 

acaaagcttgatttgagcgaataatttgat 

Clona CnXV 

ttttttttttttttttttttttttttttttgtaagaagtcacatttaataaccaaaataagtataatacagacgcacaagcatccatac 

gatcgcccttaaatatccatactccacgtccccgcctttcagatggcagctacccaaaaagaataaaatctctcaggtg 

aagcatacatacatggacgaatcagtagcatttgcatgcaaaaaccacatgaattgcgctgattaaagggtcaataa 

atagcataattggaaactcttattgttggtactcggggttgaatgcgacagcttcctggtagattagttctttcatttgttcttct 

gagagagcatgctgctcaaaatcaaagctgaagggcatcatgcagaccggttcgtcactaatgtcatgcaaagatg 

ccaaatagggatgtgcaagtgcatcttcaacagttattctctgtctaggatcaaatgttaacatcttttcaataagatcaat 

agctaaagggtggacatggggaaaccttccagggaaggattgtcgtgcatgacgaggaagttggcaaatatatcttc 

tcgcattttcattcacaaaatccaaatcagcctcatctggactgcctataagctccattagcaaacgtagctggtgcacat 

ggtcccttcctggaaataaaggtttccggtccatcagttccataaaaatgcagccaacagaccagacatcaattgctg 

cagtatactctgaagaattcaataacagctctggtgcccgataccatcttgttacaacatactctgtcatgaaatcagtttc 

tgaggtagtacgagcaagtccaaagtcgcaaatctttaaatcacagttagcatttaagaggaggttgcttggtttaagtc 

tctgtgaagaacattt 
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Clona CnXX 

aagggcgaattccagcacactggcggccgttactagtggatccgagctcggtaccaagcttgatgcatagcttgagta 

ttctatagtgtcacctaaatagcttggcgtaatcatggtcatagctgtttcctgtgtgaaattgttatccgctcacaattccac 

acaacatacgagccggaagcataaagtgtaaagcctggggtgcctaatgagtgagctaactcacattaattgcgttg 

cgctcactgcccgctttccagtcgggaaacctgtcgtgccagctgcattaatgaatcggccaacgcgcggggagagg 

cggtttgcgtattgggcgctcttccgcttcctcgctcactgactcgctgcgctcggtcgttcggctgcggcgagcggtatc 

agctcactcaaaggcggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaag 

gccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgcgttgctggcgtttttccataggctccgcccccctgacgagca 

tcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgtttccccctgg 

aagctccctcgtgcgctctcctgttccgaccctgccgcttaccggatacctgtccgcctttctcccttcgggaagcgtggc 

gctttctcatagctcacgctgtaggtatctcagttcggtgtaggtcgttcgctccaagctgggctgtgtgcacgaaccccc 

cgttcagcccgaccgctgcgccttatccggtaactatcgtcttgagtccaacccggtaagacacgacttatcgccactg 

gcagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtggcc 

Clona CnXXIII 

tlttttttltttttltltttttltltltttggaaacaagtaacatttaaataaccataaaaagtatgatacagacgcacgagcatccat 

acaatcacccatatatatccacccacttaaagtccctgcctttcagatcacagctaccaaatagcatcaaagagctctg. 

gggaagcgcataaatatatacatggacgaatcagtagcagttgcatgcaaaagccacatgaattgcgctgatcaaa 

ggtcaaagggtcaacaaacaggaccattagaaactcttattgttggtactcagggttgaatgcgagagcctcccggta 

gattagctctttcatttgttcttctgagagagcatgctgctcaaaatcaaagctgaagggtgtcatgcagacaggttcgtc 

gctaatgtcatgcaaggatgccaaatagggatgcgccagtgcatcttcaacagttattctcagtctaggatcaaatgtc 

aacatcttttcaacaagatcgatagctaaagggtgaacgtggggaaacttttcagggaaggattgccgtgcatagcga 

ggaagttggcgaatatatcttcttgcattttcattcacaaaatccaaatcagcctcatttggagtgcctataagctccatca 

gtaaacgtagctggtgcacatggtcccttcctggaaataaaggtttccggtccatcagttccataaaaatgcagcccac 

agaccacacatcaattgctgcagtatattctgaagaattcaacaatagctctggcgccctgtaccatcttgttacaacat 

actctgtcatgaaatcagtttctgaggtagtacgagcagtccaaatcacaaatctttaaatcacagttagcatttagagg 

aggttgcttggtttaagtctctgtgaagga 
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Clona CnXXXIX 

ttttttttttttttttttttttttttttttgagtaacattgtagtcatcggcattgtttattatatataatgatcaaagcatacatcgtaaaac 

aaaagacatcagctgagagttatattttaccaataaaaactcaaagcatttaaaggggcccacaaaatgcaagtttaa 

ggctcccatgtctcaaagctacctttaacaaagtcatagtgccctccaatcaacttcagggtcctcttcgctagcccttcttt 

gacaaagggataagtcagcagattttgaagagagacattcacagcctccttttcgcatagggtgcactggtcctcaaa 

aggcaaacccccgtgctgggccttcaccttgtccctcgccggaagtccgatcttcacccaagcctctatgaagtcggtg 

ctggtggtcccatcgtccttgacggacataagccccttgattccaccgcaacggctgtgaccgatcactacgatgttctc 

caccttgagatggagaactgcatactcgatggccgatccaacgcccgcatactttgtctggtcgtagggtgggaccat 

gttcgcgatgttacggatggtgaaggcctcgccgggctggtagttgagcaccacggaggggcacacgcgggagtcc 

gcacaagcgaaaaccatgaactttggactttgaccttctgcaagttgactgaacaaatctggtttcttatcatagacctcc 

ttcttgaacagttcaaacccagtcttcatccgctccacaggttccatctccacggcagtggcgattgtagatggggcagc 

aaagacaggagagttcctgatgatgcgcggagtcgaactgaacgagacgaggatggggtgaggctggagacgc 

gtgggtcggaaggtggtcgtctcccggag 

Clona CnXLIII 

aggacgctgcgggagctcaagcttcttcggcacatggatcatgaaaatgttattgctatcagagatataataccaccttc 

tgtgtgggatacatacaatgatgtctacattgcgtatgaattaatggatactgatctccatcaaattattcgctcaaatcaa 

gctttgtctgaggagcactgtcagtatttcctttatcagatccttcgttgattaaaatatatacatttagcaaatgttcttcaca 

gagacttaaaaccaagcaacctcctcttaaatgctaactgtgatttaaagatttgcgactttggacttgctcgtactacctc 

agaaactgatttcatgacagagtatgttgtaacaagatggtatcgggcaccagagctgttattgaattcttcagagtata 

ctgcagcaattgatQtctggtctgttggctgcatttttatggaactgatggaccggaaacctttatttccaggaagggacc 

atgtgcaccagctacgtttgctaatggagcttataggcagtccagatgaggctgatttggattttgcgaatgaaaatgcg 

agaagatatatttgccaacttcctcgtcatgcacgacaatccttccctggaaggtttccccatgtccaccctttagctattg 

atcttattgaaaagatgttaacatttgatcctagacagagaataactgttgaagatgcacttgcacatccctatttggcatc 

tttgcatgacattagtgacgaaccggtctgcatgatgcccttcagctttgattttgagcagcatgctctctcagaagaaca 

aatgaaagaactaatctaccaggaagctgtcgcattcaaccccgagtaccaacaataagagtttccaattatgctattt 

attgaccctttaatcagcgcattcatgtggt 
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Clona Cnllll 

Ttttttllllttlttltllltlltttttttgaagtctgcaactggtactcaattgtccaaagtgtttctttcagtaacaaagaacagcttaa 

atgacagactaacatggtgataacaatcagcaaattacataattaatgcaacacctgctatcaccttcttgactctacga 

ctaacataaagataagcttatgagagaacagcaatcacatcagatgccctcagagcaatgtaatcagagccatcag 

cactcttaaattcattaccagcatacttggagtacagcacggtgctccctggcgttaagggcaatggcttcctgttgccct 

cttcatccaagggaccagggccaaccgcaattactgtcccaatggaaggcttttcctttgttgcctctgtcaaaagcaag 

ccacctgaagttttctcctcagcttctgcaaccttaatcagaacacgatcattaaggggcttaagatctttgacatcatcg 

gtatcaagaacaccaaccatgtcatcttccttcagaataagatggttggatccattgaactccaactctgtgccagcata 

tttggaatatactacttgggttccagtctgaacaccaatttctattttcttcttgccaatggttcttccctctcctatggcaacaa 

cttcacctgcttgtggttttgactgagcagttgatggaagcaatatccctccagtggttttttcctcagaagtcttaatctttact 

agcactctatcacccaaaggtgtgatggaagtgtacttcggagcgacaacggtggcggccttgacgacaggcccgg 

aagcaacgccggtcgagcccagccacaagcacccactgaggagagaccctaaacgtagagggagaaaggtgg 

agcccgtcgaaggaaggcacgtc 

SECUENCIA DEDUCIDA DE AMINOÁCIDOS DE LAS CLONAS CnXIII, CnXV, 

CnXXIII, Y CnXLIII 

Clona CnXIII 

IKLFAQIKLCLRSTVSISFIRSFVDXNIYIQQMFFTETXNPSNLLLNANCDLKICDFGLA 

RTTSETDFMTEYVVTRWYRAPELLLNSSEYTAAIDVWSVGCILWNXWTGNLYFQE 

GTMCTSYVCXWSLXA VQMRLIWI LXMKMREDI FANFL VMHDN PSLEVEDALAH PYL 

ASLHDISDEPVCMMPFSFDFEQHALSEEQMKELIYQEAVAFNPEYQQXESPIMLFID 

PLISAIHWFACKCYXFVHVCMLHLRDFILFGXLPSERRGRGVWIFKGDRMDACASV 

LYLFWLLNVTSTKKKKKKKKK 

Clona CnXV 

KCSSQRLKPSNLLLNANCDLKICDFGLARTTSETDFMTEYVVTRWYRAPELLLNSS 

EYTAAIDVWSVGCIFMELMDRKPLFPGRDHVHQLRLLMELIGSPDEADLDFVNENA 

RRYICQLPRHARQSFPGRFPHVHPLAIDLIEKML TFDPRQRITVEDALAHPYLASLHD 
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ISDEPVCMMPFSFDFEQHALSEEQMKELIYQEAVAFNPEYQQXEFPIMLFIDPLISAI 

HWFACKCYXFVHVCMLHLRDFILFGXLPSERRGRGVWIFKGDRMDACASVL YLF 

VVLLNVTSYKKKKKKKKKK 

Clona CnXXIII 

PSQRLKPSNLLXML TVIXRFVIVVT ARTISETDFMTEYVVTRVVYRAPELLLNSSEYTA 

AIDVWSVGCIFMELMDRKPLFPGRDHVHQLRLLMELIGTPNEADLDFVNENARRYIR 

QLPRYARQSFPEKFPHVHPLAI DL VEKML TFDPRLRITVEDALAHPYLASLHDISDEP 

VCMTPFSFDFEQHALSEEQMKELIYREALAFNPEYQQXEFLMVLFVDPL TFDQRNS 

CGFCMQLLLI RPCIYLCASPELFDAIVVXLXSERQGLXVGGYIVVVIVWMLVRL YHTFY 

GYLNVTCFQKKKKKKKKK 

Clona CnXLIII 

RTLRELKLLRHMDHENVIAIRDII PPSVWDTYNDVYIAYELMDTDLHQII RSNQALSEE 

HCQYFL YQILRXLKYIHLANVLHRDLKPSNLLLNANCDLKICDFGLARTISETDFMTE 

YVVTRVVYRAPELLLNSSEYTAAIDVWSVGCIFMELMDRKPLFPGRDHVHQLRLLME 

LIGSPDEADLDFANENARRYICQLPRHARQSFPGRFPHVHPLAIDLIEKML TFDPRQ 

RITVEDALAHPYLASLHDISDEPVCMMPFSFDFEQHALSEEQMKELIYQEAVAFNPE 

YQQXEFPIMLFIDPLISAFMVV 
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