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Introduccion

siglas en inglés) que consiste en la activacion de una muerte celular programada
localizada en el sitio de ataque que impide el desarrollo del patdgeno, a esta respuesta
inducible también se le conoce como respuesta hipersensible (HR por sus siglas en
inglés) (Chisholm et al., 2006). La HR es un mecanismo altamente efectivo que destruye
al patégeno en un area determinada, tal mecanismo activa generaimente una segunda
respuesta de defensa conocida como resistencia sistémica adquirida (SAR por sus siglas
en inglés) que se propaga de la zona de muerte celular hacia el resto de las células vivas
de la planta (Pieterse et al., 2009). El SAR es una respuesta que activa a multiples genes
de defensa cuyas proteinas protegen a la planta de ataques subsiguientes del mismo
patdgeno o de otros tipos de patéogenos, generando una protecciéon de amplio espectro
que perdura por varios dias. Dada la relevancia del ETI en la proteccién de la planta
contra diferentes patdgenos. En los Ultimos afios se ha incrementado la investigacion de
aquellos genes involucrados en este mecanismo de resistencia, por Jo que varios genes
implicados en la respuesta ETlI han sido identificados en plantas modelo como
Arabidopsis thaliana y tabaco, asi como en cultivos agricolas. Varios de estos genes han
sido sobre-expresados en plantas modelo lograndose incrementar la tolerancia de las
plantas al estrés bidtico, lo cual es de trascendental importancia para los programas de

mejoramiento genético de los cultivos agricolas.

Una de las proteinas involucradas en el ETI que ha sido utilizada como modelo de estudio
de la muerte celular programada tipo hipersensible es la proteina cinasa PTO de tomate.
Es una proteina de 321 aminodcidos que al reconocer a ciertas proteinas de avirulencia
de la bacteria patégena Pseudomonas syringae que tiene un estilo de vida hemibiétrofo
desencadena una muerte celular en el sitio de ataque (Martin et al., 1993). Experimentos
de mutaciones en el sitio de activacién del dominio cinasa de PTO y transformaciones
temporales de estas secuencias mutantes en hojas de tabaco ocasionan una respuesta
tipo hipersensible constitutiva en ausencia de Pseudomonas syringae (Rathjen et al,
1999). Se ha propuesto que este tipo de secuencias mutantes que activan la HR podrian
utilizarse en combinacién con promotores inducibles de respuesta a patdégenos para
generar resistencia a enfermedades de plantas (Gurr and Rushton, 2005), dicha
estrategia podria ser de gran utilidad en los programas de mejoramiento genético de los

cultivos agricolas, tal es el caso de platano y papaya.
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Papaya

El fruto de la papaya tiene un grupo de hibridos pertenecientes al género Carica, de la
familia Caricaceae. Su origen se ubica en Mesoamérica o la regiéon que incluye el sureste
de México hasta Costa Rica. Su cultivo se adapta a diferentes condiciones de terreno, no
obstante, es necesario para el cultivo una riqueza en materia organica y humedad en

abundancia. (Claridades Agropecuarias, 1999).

Descrita por primera vez en 1526 por el historiador Fernandez de Oviedo y en su
descripcion menciond que los colonizadores espafioles la llamaban “higos de mastuerso”
y “papayas de los pajaros”. A través del intercambio natural de los primeros pobladores de
América y el Caribe, la fruta logré diseminarse por muchas regiones de esas areas.
También se ha observado una gran concentracién de especies de Carica en la region
central de los Andes, comprendida entre Brasil, Bolivia, Colombia y Venezuela (Jiménez,
2002).

Los relatos del siglo XVIII de los viajeros y botanicos indican que las semillas de papaya
fueron llevadas del Caribe a Las Molucas y posteriormente a la India. Desde Las Molucas
y Filipinas se distribuy6 a toda Asia y a la region Pacifico Sur. Se dice que el crédito de
llevar las semillas a Hawai, a principios de 1800, se debe a un explorador y agricultor
espafol Francisco Marin, quien las obtuvo en las islas Marquesas (Jiménez, 2002). Fue
hasta 1900 cuando la semilla llegé a Florida probablemente de las Bahamas. En 1978 se
introdujeron a México las primeras semillas de la variedad Maradol a través de la
CONAFRUT, en Xalapa, Veracruz. Como se puede ver la variedad se ha adaptado a
diversas regiones tropicales y su distribucién se debe indudablemente por su abundante

semilla de amplia viabilidad (Claridades Agropecuarias, 1999)

Si bien existe una gran variedad de papayas el género Carica es el Gnico que se cultiva
para el uso de su fruto, mientras que los otros géneros son cultivados principalmente
como ornamentales. Entre todas las especies de ese género la mas comun es la papaya

lechosa Carica papaya (Teixeira da Silva, et al., 2007).

La papaya Hawaiana en sus diferentes tipos, es el producto de un gran y extenso trabajo
de fitomejoramiento, realizado por investigadores de la Universidad de Hawai. Gracias a

ello se origino la variedade hawaiana que la convierten entre las mejores del mundo de ia
10
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envolvente de la hoja que forma parte del pseudotallo. El peciolo es acanalado y tiene una
forma caracteristica de media luna. La nervadura central es la prolongacion del peciolo y
se adelgaza hacia el apice de la hoja. La lamina de la hoja es de forma oblongada con su
apice en punta. El apéndice es una prolongacién del nervio central y le permite a la hoja
nueva abrirse paso por el pseudotaiio al ir emergiendo. Finalmente el eje de la
inflorescencia es la continuacion del tallo floral. En éste las hojas estan reemplazadas por
bracteas que recubren las flores, estas se abren exponiendo los dedos, que inicialmente
apuntan hacia abajo y posteriormente toman una posicion inversa hacia arriba (Figura
1.1). El fruto es una falsa baya curveada, su cascara es verde y se torna amarilla en su
madurez, el tamafio y peso de la fruta va a depender del vigor y salud de la planta. En
cultivos del tropico puede ser cosechada entre 85 y 110 dias después de! floreamiento,
pero en zonas subtropicales el desarrollo de la fruta puede tomar hasta 210 dias. Cuando
el racimo es cortado, la planta finaliza su ciclo de vida y es reemplazada por uno del los
retofios que una vez emitié el cormo (Rodriguez et al., 1985; Jones, 2000).

12
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carnoso que lefoso, el cual se va endureciendo conforme su crecimiento, una
caracteristica notoria se- | icatrices q''= van dejando los peciolos al desprenderse,
todas las partes de la planta producen un laiex lechoso que emana del tejido con facilidad
y con un olor acre distintivo. El follaje esta constituido por una corona compacta de hojas
grandes en la parte terminal del tallo. Su copa es abierta y redondeada con un gran
numero de hojas arandes de 25 a /5 cm de diametro -~ peciolo largo y con la lamina
palmeada con 7 o 11 léhos que van disminuyendo su tamafo segln se acercan al
peciolo. El haz de la hoja es de color verde amarillento palido, opaco con nervaduras,
venas prominentes y visibles ciolo es redondeado y hueco color verde amarillento de

25 a 100 cm de largo ', _.5-1.5 cm de grueso. Sus hojas superiores se mantienen erectas

y extendidas mientr: sriores tienden a colgarse. La corteza es lisa color verde
grisaceo con mancl le forma irregular, puede presentar lenticelas que le
permiten respirar, y . tronco se observan cicatrices semicirculares. La papaya
es muy especial € 'S..<i6n sexual, por lo general es dioica (femenina,
masculina 0 ambas o sexual se determina en el periodo de floracién, se
pueden encontrar fl¢ s que tienen un cdliz formado por una corona o estrella
de 5 puntas muy prc¢ acil de distinguir. Encima de éste se encuentra el ovario

cubierto por los sépalos; éstos son cinco, de color amarilio y cuando estan muy tiernos
tiene un ligero color violeta en la punta. Los estigmas son cinco, de color amarillo y tienen
forma de abanico. Las flores hermafroditas tienen a su vez tres clases de flores. Una
llamada pentadria, parecida a la flor femenina, pero al separar los pétalos se aprecian
cinco estambres y el ovario es lobulado. Otra es llamada elongata y tiene diez estambres,
la flor es alargada al igual que el ovario. La ultima es una flor intermedia o irregular, no es
una flor bien constituida. Finalmente las flores masculinas tienen un pequefo pistilo
rudimentario y carecen de estigmas por lo que no dan fruto. El fruto de la papaya es una
baya ovoide de pulpa carnosa, cuyo color varia de verde a naranja en la madurez.
Normalmente el fruto contiene gran cantidad de semillas, son oscuras y esféericas
aproximadamente de 5 mm de diametro recubiertas por una masa gelatinosa. Inician su
produccién entre los nueve y diez meses de edad y pueden seguir produciendo hasta
alcanzar los tres afos, posterior a este periodo reducen la calidad y cantidad de frutos.
Los frutos miden de 10 a 50 cm de largo, dependiendo del cuitivo (Guzman, 1998).

14
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Existen variedades diferentes segun la regidn, también se han desarrollado hibridos que
han podido adaptarse a diferentes paises de condiciones climéticas similares.

La variedad Cavendish (AAA) incluye a frutos de platano que se consumen crudos entre
los principales se encuentran el Enano Gigante, Enano Chaparro, Roatan, Valery,
Morado. Las siguientes variedades son platanos comestibles después de cocinarlos, entre
las principales estan la variedad Cuerno (AAB) con un promedio de 30 dedos por racimo
con una longitud de 24 cm y un didmetro de 5 cm; la variedad Dominico (AAB) Harton
con un promedio de 80 dedos por racimo, son mas pequefios y delgados que la
Variedad Cuerno. El hibrido FIAH 21 (AAAB) es originario de Honduras y es altamente
tolerante a Sigatoka, puede llegar a producir 70 dedos por racimo si se le proporciona el
manejo agronémico adecuado posee un periodo de estado verde de la fruta corto (3-5
dias), en estado maduro su pulpa es inconsistente y exige un excelente manejo post-
cosecha. El hibrido FHIA 20 (AAAB) tiene caracteristicas similares a FHIA 20 pero con un
mayor periodo del estado verde (7-9 dias), ambos hibridos poseen un gran valor
comercial para las industrias que se dedican a la fabricacién de Chips de platano. La
variedad Africa 1 es originaria de Camerin y presenta una tolerancia a Sigatoka negra y
amarilla, con frutos de 700 grs y de pulpa rosada (Marcelino et al., 2004; Plan Rector del
Sistema Nacional de platano, 2010).

Papaya

La papaya es una fruta tropical de sabor dulce que ha tenido una buena aceptacion en el
mundo no solo por sus innumerables propiedades nutritivas y digestivas, sino que la
industria ha sabido encontrar aplicacién en diversos procesos (Claridades Agropecuarias,
1999). El cultivo es de gran impacto socio-econémico debido a que el 90% de la papaya
que se cultiva con fines agroalimentarios se destina al consumo fresco, en tanto el 10%
restante se destina a elaborar productos procesados tales como papaya deshidratada,
harinas entre otros (SAGARPA 2009). El cultivo es atractivo para los agricultores, ya que
tiene una rentabilidad alta, por cada peso invertido se recuperan $2.40 pesos (Plan Rector

del Sistema Nacional de Papaya, 2006).

La papaya se desarrolla mejor en clima calido aunque se adapta mejor a regiones con
alturas menores a 800 msnm. La temperatura para el cultivo es en un rango de 22°C y
30°C, pero su 6ptima es de 24°C y 27°C, las bajas temperaturas detienen su desarrollo y

las altas pueden provocar la abscision floral (Claridades Agropecuarias, 1998).
18
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Cercosporosis sp. y tiene un alto potencial de rendimiento (Plan Rector del Sistema
Nacional de Papaya, 2005).

La papaya cv Maradol fue obtenida por el agricultor cubano Adolfo Rodriguez Rivera,
empleando un método de seleccién que durd 11 afios, en los que logrd una fruta de sabor
dulce y consistencia relativamente dura. Afios después consiguié semillas de otra
variedad del Oriente vy realizdé cruzas con las que ya habia logrado él. Como resultado
obtuvo los cv Maradol roja y cv amarilla, aunque la segunda no tenia la consistencia de la
primera. Su nombre se originé a partir de la unién del los nombres Maria y Adolfo, que
corresponde al nombre de su esposa y el suyo (Plan Rector del Sistema Nacional de
Papaya, 2005).

1.1.4 Produccion de Platano y Papaya a nivel mundial

Platano

Segln datos de la FAO, hasta el afio 2009 en el mundo existen 4,834,774 Ha dedicadas
al cultivo de platano. El 58% de estas tierras se concentran en paises con regiones
tropicales y subtropicales (Figura 1.3). India y Brasil dedican 709,000 y 513,397
respectivamente al cultivo de este producto, continuando Tanzania (480,000 Ha), Filipinas
(438,593 Ha), China (311106 Ha), Ecuador (215,521 Ha), Indonesia (105,797 Ha), México
(78,471 Ha), Colombia (72,396 Ha) y Costa Rica (44,313 Ha) (FAOSTAT, 2009).

La produccién mundial de este cultivo ha aumentado de 40 millones de toneladas en el
afo 2000 hasta 93 millones de toneladas en el 2008. En este apartado India y Filipinas
son los mayores productores (26,217,000 y 8,687,624 T respectivamente), le sigue China
(8,042,702 T), Brasil (6,998,150 T), Ecuador (6,701,146 T), Indonesia (5,741,352 T),
Tanzania (3,500,000 T) y México (2,159,280 T).En las exportaciones, el principal
exportador de platano es Ecuador con 5,270,690 T, Costa Rica (2,052,640 T), Bélgica
(1,322,840 T), Filipinas (1,906,780 T), y Colombia (1,696,510 T) respectivamente. El
principal importador de platano es Estados Unidos con 3,976,150 T, siguiendo Belgica
(1,482,930 T), Alemania (1,388,030 T) y Japon (1,092,740 T).

20
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salud, al ambiente y en algunos casos afectar la calidad del fruto con manchas, olores y
sabores desagradables (Gonzales et al., 2007).

1.1.7 Biotecnologia aplicada a los cultivos de platano y papaya

Biotecnologia en platano

En platano se han desarrollado cultivos hibridos (SHIA 21 y Africa 1) que presentan
tolerancia a Sigatoka, pero esto se ha realizado mediante cruzas entre variedades
resistentes y un procedimiento de seleccién que resulta muy complicado. Este tipo de
mejoramiento no ha sido posible de aplicar a los cultivares comerciales (Ej. Enano
Gigante) debido a que son poliploides estériles. Por lo que la biotecnologia a través de la
transformacién genética representa una alternativa atractiva para generar variedades de

platano resistentes a patbgenos y plagas.

Por otra parte el area en que mas se ha ftrabajado es en los procesos de
micropropagacion de platano, las técnicas de embriogénesis somatica (ES) fueron
desarrolladas originalmente para lograr dos propésitos: 1) la micropropagacion masiva y
2) el desarrollo de herramientas celulares para el mejoramiento genético (transformacion

genética y la fusion de protoplastos) (Canchignia et al., 2008; Subramanyam et al., 2011).

Actualmente existen procedimientos de cultivo in vitro ya establecidos para cada tipo de
explante en platano: explantes cigéticos (Cronauer y Krikorian, 1988; Escalant y Teisson,
1989), meristemos de rizomas y vainas foliares (Novak et al., 1989), flores inmaduras
masculinas o femeninas (Ma, 1991; Escalant et a/.,, 1994; Grapin et al., 1996; Grapin et
al., 2000), cultivos meristemales proliferantes (escalpos) (Dhed’a et al., 1991; Schoofs,
1997). Entre los cuales destaca el profesor Ma en la Universidad de Taiwan, quien
desarrollé un medio de cultivo y una metodologia para obtener suspension de células
embriogénicas (SCE), lo cual fue un gran avance para el desarrollo de un sistema de
embriogénesis somatica en platano (Strosse et al., 2003).

Recientemente un avance importante fue la publicacién en el 2012 de la secuencia
genomica de Musa acuminata, que consta de 472 Mega bases (Mb) y se identificaron 36
542 genes (D'Hont et al., 2012). Teniendo acceso al genoma de platano y haciendo uso
de técnicas de ingenieria genética y biologia molecular se abre la oportunidad de realizar
la busqueda de genes involucrados en respuesta a enfermedades para realizar

mejoramiento genético en este cultivo.
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1.1.8 El sistema inmune de las plantas

Las plantas a diferencia de los animales, son organismos sésiles que carecen de un
sistema circulatorio, de células moéviles para la defensa y de un sistema inmune
adaptativo. Por ofra parte, estdn sujetas al cambio de condiciones ambientales,
incluyendo el constante ataque de patdégenos. Sin embargo, para contrarrestar el ataque
de patégenos las plantas han desarrollado desde mecanismos de defensa que consisten
en barreras fisicas y quimicas constitutivas que ayudan a reducir el dafio causado, hasta
potentes mecanismos moleculares inducibles de resistencia en cada célula y sefiales

sistémicas provenientes del sitio de la infeccion (Camarena, 2009).

Se sabe que el sistema inmune de las plantas esta constituido por una inmunidad innata
que actua de dos formas fundamentales: la primera esta basada en el reconocimiento de
patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMP por sus siglas en ingiés), mediante
receptores de reconocimiento de patdégenos (PRR por sus siglas en inglés) que se
localizan en la superficie de las células vegetales y se denomina inmunidad activada por
PAMPs (PTIl por sus siglas en inglés). Sin embargo, hay patégenos que producen
efectores que inhiben la PTI, que también son reconocidos por las plantas mediante
receptores denominados de resistencia (R), los cuales estan conformados principalmente
por la familia de proteinas con repeticiones ricas en leucina con dominios de unién a
nucledtidos (NB-LRR por sus siglas en inglés), las cuales en general desencadenan una
muerte celular programada, también conocida como respuesta hipersensible en el sitio de
ataque. A esta segunda barrera de defensa del sistema innato de la planta se le denomina
inmunidad activada por efectores (ET| por sus siglas en inglés) (Jones y Dangl, 2006; He
et al., 2007; Boller y He, 2009).

Jones y Dangl en el afio 2006, plantearon que la respuesta inmune en plantas podria ser
representada en un modelo zig zag de tres fases (Figura 1.9): a) los PAMPs son
reconocidos por los PRRs activando asi la PTl, que puede detener la colonizacion del
patégeno, b) Los patégenos por su lado liberan efectores en el hospedero que
contribuyen a la virulencia inhibiendo asi a PTI haciendo a la planta susceptible, c) a su
vez como resultado de un proceso coevolutivo, la planta desarrolla proteinas de
resistencia (R) que cuentan con dominios NB-LRR que reconocen los efectores activando
asi la ETI la cual es una respuesta acelerada y amplificada de PTI, {o que conlleva a la
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Diversos resportes en plantas modelo han evaltado la reaccion de peroxidacidon como

indicador de la respuesta hipersensible utilizando la el compuesto organico DAB (3'3-

diaminobenzidina) que es capaz de reaccionar con el H,O, endégeno de la planta e

inducir la formacién de precipitados con una coloracién que puede variar desde rojizo a

café oscuro (Thor¢'
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en el citosol, por lo

-ategia para regular

el suicidio celular mediado por vacuolas y VPE. Finalmente el proceso que limita la

propagacion de la HR a un sitic _specifico de la planta es la autofagia, la contencion de

muerte de las células alrededor de la perfiferia de la lesion ha sido asociada a la

formacion de autofagosomas que presumiblemente contienen factores que desencadenan

la muerte celular (Hofius et al., 2009)(Figura 1.12).
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Figura 1.16 Modelos para el reconocimiento receptor-ligando dereceptores tipo cinasa en
plantas. A) Xbe3 XB3 es requerido para estabilizar a XA21. Ante la infeccion por patégenos,
XB3 es fosforilada por XA21. Esto sirve como una sefial de defensa. B) En RLKs de
Arabidopsis thaliana se muestra que la fosforilacién ocurre después de la formacion del
heterodimero. C) CrRLK1 de Catharanthus sp. muestra una autofosforilacion en ausencia de
una oligomerizacion. D) PTO una cinasa Ser/Thr citoplasmatica esta involucrada en la
resistencia a Pseudomonas syringae AvrPTO. E) La sefializacién por brasinoesteroides
involucra la interaccién de BRI1 con una RLCK (BAK1). F) CLV3 interactia con CLV1/CLV2.
CLV2 es una RLP que carece de una cinasa citoplasmatica y G) El reconocimiento indirecto
(hipotesis del guardian) en la que los elicitores modifican al “guardian” y como resultado
activan a proteinas R. Imagen tomada y modificada de Afzal et al. (2008).

1.1.12 La proteina de resistencia PTO como un modelo de estudio de la
interaccion planta-patégeno y de la respuesta hipersensible

El gen PTO de tomate confiere una resistencia del tipo HR contra la bacteria
Pseudomonas syringae. Este gen presenta un marco de lectura abierto de 963 pb y
codifica para una proteina de 321 aminoacidos (Martin et al., 1993). Fue el primer gen de
resistencia (R) clonado y la estructura primaria de su proteina mostré que pertenece a la
familia de cinasas de Ser/Thr, implicadas en la transduccion de sefales. La actividad
cinasa de PTO se basa en un sitio de activacion en la posicion 182-211 (Sessa et al,
2000). Esta regién comprende elementos regulatorios incluyendo el sitio lazo P+1 que
reconoce a su sustrato y cambiando la conformacion activa de la proteina (Rathjen et al.,
1999). El grupo de Sessa et al., 2000, identificé los residuos de autofosforilacion del sitio
de activacion de PTO (Figura 1.17).
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en las plantas susceptibles y resistentes, Por otra parte, las plantas transgénicas (11-12 y
48-2) disminuyeron los sintomas de la enfermedad y estos se correlacioné con el grado
de crecimiento de bacterias en esas hojas. Al igual se inocularon plantas de tomate con
X. campestris pv. versicatoria, las lineas transgénicas (11-12 y 13-8) presentan una
disminucién de las lesiones en comparacion con las no transgénicas (Tang et al., 1999).

1.1.15 Genes mutantes de PTO que activan la muerte celular

La fosforilacién de proteinas es un proceso postraduccional comuar | control de rutas
de sefializacion. La actividad de cinasa de PTO es importante pare duccién de la HR
dependiente de AvrPTO en la resistencia a P. syringae en tomate.

El domin " JE v s una regién muy co.. .3 vwJa que se encuentra
regulada 1zo P+1 do ")s de fos ren a menudo.
Rathjen :alizaron ur de secu crresponden al
dominio de activacion ae las prote roteina Cinasa uspunwiente de AMPC

(cAPK) y observaron que residuos esenciales para la fosforilacion de ambas proteinas se
conserva (Fiaura 1.23a). Iguaimente demostraron con experimentos de mutacion sitio
dirigida vina 204 y tirosina 207 del c........) de activaciéon de PTO
COITeSPLI s reee - al ser sustituidos estratégicar.... te por aspartato son
capaces de reducir la carga negativa induciendo la activacion constitutiva de la proteina lo
que genera la respuesta hipersensible en ausencia del patégeno P. syringae. Hojas de
Nicotiana benthamiana fueron transformadas con los constructos por separado AvrPTO,
PTO, AvrPTO-PTO o AvrPTO-PTO (pto™°, pto™"), donde demostraron por una lado
que la HR se presentaba cuando se coexpresaban los genes avwrPTO y PTO juntos a
diferencia de cuando lo realizaron por separado (Figura 1.22b). Los resultados obtenidos

Y270 pto™P indico que es posible inducir la

de ja expresion transitoria de los genes pfo , pto
HR en ausencia del gen AvrPTO. También evaluaron el efecto de dobles mutantes
(pto"**¥Y2%0) on donde observaron que la HR se veia abatida (Rathjen et al., 1999)

(Figura 1.22c).
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1.1.17 El gen THESEUS1 en el desarrollo y su posible papel en la defensa
contra patégenos y muerte celular

El gen THESEUST (THET)| a los receptores tipo cinasa (RLK por sus siglas en
inglés) de la familia CrRLK ¢ onstituida por 11 miembros en Arabidopsis thaliana.
Presenta un marco de t--% 0 de 2565 nb y codifica para una proteina de 855
aminoacidos (Hématy et al. 4ématy et ., ~ )07 reportaron que THET juega un
papel importante en el desz a planta, consta de un dominio transmembranal que
le permite anclarse a |2 pared celular lo qi'~ le permite sensar alteraciones en la
membrana piasmatica, ac _.nas posee ominio cinasa de Ser/Thr activo (Figura 1.24).

1 atg gtg ttc aca aaa .a ctt gtt ctt ctt tgg ttc ctc tct 45

1 M \Y F T K S - L v L L W F L S 15

46 tgt tac act act act act tca tca gct ttg ttt aat ccg cca gac 90

16 C Y T T T T S S A L F N P P D 30

91 aat tac ttg atc tct tgt ggc tca tca caa aac ata act trc caa 135

31 N Y L I S C G S S Q N I T E Q 45

136 aac aga atc ttt gtt cca gat tca ctc cac tet tct ctt gta ctc 180
46 N R I F v )4 D S L H S S L v L 60

181 aaa atc gga aac tct tot gtt gca aca tca act act tcc aac aat 225
61 K I G N S S v A T S T T s N N 75

226 tca acc aat tcc atc tac caa acc gc¢ Jt gtt ttc tcc agt tta 270
76 S T N S I Y Q T A R v F S S L 90

271 gct tct tac aga ttc aaa atc act tct tta ggt cga cat tgg atc 315
G R H W I 105

316 cgt ctt cat ttc tca cct atc aac aac tct act tgg aac tta acc 360
106 R L H F S P I N N S T W N L T 120

361 tct get tca atc act gt ta aca gaa gac ttc gtg ctc ttg aac 405
121 S A S I T v v T E D F v L L N 135

406 aac ttc tcc ttc aac aac ttc aac ggt tct tac ate ttc aaa gag 450
136 N F S F N N F N G S Y I F K E 150

451 tac aca gtc aat gtc act tca gag ttc ttg act tta agt ttc att 495
151 Y T v N v T S E F L T L S F I 165

496 cct tca aac aat tcg gty gtc ttt gtc aac gct att gaa gtt gtc 540
166 P 3 N N S v v F v N A I E \4 A 180

541 tct gtt ccg gat aat ctt atc cct gat caa gct ttg gecg tta aac 585
181 S v P D N L I P D Q A 195

e
£
=
-4

586 cct tca aca cca ttt agt ggt ctc tct ctg ctt gca ttt gaa aca 630
196 P S T P F S G i S L L A F E T 210

631 gtc tac aga tta aat atg gga gga cca ttg ttg act tct caa aac 675
211 v Y R L N M G G P L L T s Q N 225

676 gat aca ttg ggg aga caa tggy gat aat gat gca gag tat ctt cat 720
226 D T L G W

721 gtg aac agce tct gtt ctt gtt gta acg gcg aat cct tct tcg att 765
241 v N S s Y L v v T A N P S 255

[¢2]
—
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Recientemente Cheug y Wu en el 2011 propusieron que la interaccion
THESEUS1/FERONIA es esencial para mantener la integridad de la pared celular de la
planta, sin embargo plantean que estas proteinas podrian estar involucradas en otro tipo
de respuesta. FERONIA interactua con el complejo RAC/ROP vy participa en la regulacion
de la respuesta ante estrés bidtico y abidtico mediado por la presencia de ROS
involucrados en el crecimiento y desarrollo de la planta, por otra parte podrian jugar un
papel esencial en la regulacién de la defensa ante patégenos mediante la muerte celular

programada (Figura 1.27).

Familia RLK THESEUS

1/FERONIA
l Al mila pa celular
NADPH
oxidass
/
R . - W AIGEIIY
- \
Otras rutas / l
N Sintesis de pared ; Muerte celular
Crec*~*-~1 lar Respuestas de
P ' ‘ defensa ROS
di Hacién relacionadas al

estrés biotico

Figura 1.27 Mecanismo de la posible funciéon de la familia LRK THESEUS1/FERONIA. El
modelo es resuitado de estudios realizados en Arabidopsis thaliana. THESEUS1es activado a
partir de alteraciones generadas en la pared celular y su interaccién con otras moléculas como
la NAPDH inducen la produccion de H,0O, y finalmente la activacion de diversas rutas de
sefializacion que pueden conducir a la muerte celular y a respuestas de defensa al estrés
biético. Imagen tomada y modificada de Cheung y Wu (2011).

THESEUS1 es una proteina que posee un dominio de cinasa que presenta homologia con
el dominio de cinasa de la proteina de resistencia PTO de tomate por lo que resulta
interesante determinar si realmente esta proteina esta involucrada en la muerte celular

como es el caso de PTO, y evaluar si esta muerte celular es del tipo respuesta

hipersensible para generar resistencia a patdégenos biétrofos o hemibiétrofos.
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1.1.18 Estrategias de ingenieria genética para desarrollar resistencia a
patégenos en plantas mediante la inducciéon de la muerte celular programada
La respuesta hipersensible (HR) es un mecanismo de muerte celular programado que se
plantea como una estrategia para generar la resistencia de plantas ante agentes
patégenos. Varios estudios se han enfocado en poder generar la HR de manera artificial.
Mourgues y colaboradores en 1998 propusieron diferentes sistemas basados en dos
componentes para generar resistencia: sistema de genes R y avr donde expresan un gen
de resistencia bajo el control de un promotor inducible, el sistema de genes Barnase y
bastar expresando un gene ribonucleasa bacteriano (Barnase) bajo el control de un
promotor inducible por un patdgeno y un inhibidor del gen Barnase (barstar) para reducir
el fondo generado en un te ic “fer Otri str*--i na sido utilizar genes
bacterianos bO que codifiquen para una bomba de protones, ...nque esta estrategia no es
muy clara, su activacioén induce una via similar a la HR, y por ultimo tenemaos un sistema
basado en el uso de proteinas cinasas mutantes que induzcan la HR (ejemplo PTO) bajo
el control de un p~--~tor inducible por un patégeno especifico (Rathjen et al.,1999). Un
factor esencial di a estrategia es identificar o disefiar un promotor inducible a un

patégeno especifico.

Los promotores constitutivos cc.... 3 - > lor (CaMV35S por sus
siglas en inglés) para especies dicotiledéneas y e1 e uwyuitina-1 de maiz para
monocotileddneas han sido frecuentemente utilizados como herramientas en los ensayos
de expresion de genes en diversas plantas. Con esos promotores se han logrado
sobreexpresar genes en diferentes tejidos y fases de desarrollo de las plantas con el
objetivo de evaluar la pérdida o ganancia de funcién. Sin embargo, ciertos genes al ser
sobreexpresados constitutivamente por la célula generan cambios que se manifiestan en
malformaciones en la planta y en algunos casos el silenciamiento de los genes estudiados
(Vaucheret et al., 1998). Por tal motivo, una estrategia para generar plantas resistentes a
patégenos que no muestren estas anormalidades en el desarrolio es mediante el uso de
promotores inducibles que se activen en respuesta a factores bidticos ¢ abidticos de
manera especifica. Hasta el momento el nimero de promotores inducibles estudiados es
limitado, Hahn & Strittmatter en el 2004 reportaron que el promotor del gen de defensa
Pgst1 aislado de papa mostré una activacion transcripcional local en respuesta a
diferentes tipos de interacciones con microorganismos. Un ejemplo fue la transformacién

temporal de cultivares de manzana en donde se utilizé el promotor Gst! de papa
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fusionado al gen reportero iudA, los resultados mostraron que el promotor es activo ante
la presencia del hongo Venturia inaequalis y la bacteria Erwinia amylovora. Estos
resultados fueron comparados con lineas gue expresaban el gen wuidA fusionado al
promotor CaMV35S, los autores reportan una menor expresién en el promotor inducible,
sin embargo demostraron que el uso de promotores de otras especies pueden ser activo

en otras plantas (Malnoy et al., 2006).

Actualmente son pocos los promotores inducibles a patdgenos que han sido identificados,
sin embargo representan una gran alternativa para desarrollar estrategias de resistencia
ante patégenos especificos. El desarrollo de promotores sintéticos inducibles es otra
opcidn, por ejemplo: El promotor sintético 4 X GCC desarrollado para detectar dario
mecanico contr_._. la expresion del gen reportero GUS y se demostré en hojas de A.
thaliana transformadas de manera transitoria con la construccion 4 X GCC-GUS que es
posible inducir la expresion de GUS a 1 hora de haber realizado el corte de la hoja
(Rushton et al., 2002). En el mismo estudio Rushton et al., (2002) demostraron que
plantas de A. thaliana transformadas con el promotor sintético 4 X W1 que son capaces
de inducir la expresidon de GUS en el sitio de infeccién cuando estas son inoculadas con el
hong : X fca (Figura 1.28);, Por ofra parte, el mismo fenotipo fue
observado cuando estas plantas son infectadas con patégenos como Blumeria graminis y

P. syringae.

Figura 1. 28 Expresion inducible del gen reportero uidA en hojas de A. thaliana inoculadas con
Peronospora parasitica pv Cala2. La expresion local del gen reportero uidA estuvo dirigida por el
promotor sintético 4 X W1, las manchas azules representan el sitio de inoculacién de P. parasitica.
(Rushton et al., 2002).
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1.2 JUSTIFICACION

Los cultivos de platano y papaya tienen problemas de enfermedades provocadas por
virus, bacterias, hongos o nematodos. Como ejemplo de estas enfermedades esta la
Sigatoka negra que afecta al cultivo de platano y la antracnosis que afecta al cultivo de
papaya, y que en México ocasionan pérdidas que van desde un 40% hasta un 100% de ia

produccioén anual.

Para su control se hace un uso intensivo y extensivo de pesticidas, lo que incrementa el
riesgo de perturbar al ambiente y provocar dafios a la salud humana, ademas de
representar una inversién de aproximadamente un 50% de las ganancias obtenidas por
cada cultivo. Este escenario pone de manifiesto la necesidad de realizar mas
investigacion que permita descubrir aquellos genes involucrados en la resistencia a estas
enfermedades y que sean Utiles para la generacion de nuevas variedades de platano y
papaya genéticamente resistentes que no requieran el uso de pesticidas o en su caso

reducir de manera significativa el uso de los mismos.

La disponibilidad de la secuencia gendémica de platano y papaya ha abierto la posibilidad
de la identificacion, caracterizacioén y utilizacibn de manera sistematica de genes con el
potencial de conferir resistencia a las enfermedades de estos cultivos. Entre estos genes
candidatos estd THESEUST, el cual se ha postulado que funciona como un sensor de
perturbaciones de la pared celular que podria estar involucrado en la muerte celular
programada y resistencia a patégenos, por lo que este gen es un caso interesante para
estudiar en platano y papaya. El conocimiento generado en esta investigacién podria
asistir en un futuro a la generacién de nuevas variedades de platano y papaya resistentes
a las enfermedades que afectan la produccion de platano y papaya. De tal forma este tipo
de investigacion responde a las recomendaciones de la FAQ (2010) para hacer frente a

los retos de seguridad alimentaria que afrontan los paises en desarrollo.
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1.3 HIPOTESIS

Los dominios de cinasa de secuencias tipo THESEUS1 de platano y papaya comparten
una estructura similar con la proteina de resistencia PTO y estan involucrados en la

muerte celular.

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 General
Caracterizar la estructura, filogenia y funcion de genes tipo THESEUST en los cultivos

tropicales de platano y papaya.

1.4.2 Particulares

a) Caracterizar in silico la estructura y filogenia de genes tipo THESEUST en platano y

papaya.
b) Evaluar la funciéon del dominio de cinasa de genes tipo THESEUST de platano y

papaya en la muerte celular.
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CAPITULO Il

CARACTERIZACION IN SILICO DE SECUENCIAS TIPO THESEUS1EN LOS
CULTIVOS DE PLATANO Y PAPAYA

2.1 INTRODUCCION

El platano y la papaya son cultivos tropicales altamente apreciados en todo el mundo por
su contenido nutricional, energético y medicinal. Ademas su produccion y
comercializacién representan una importante fuente de empleos y divisas para los paises
productores. No obstante ambos monocultivos son muy susceptibles a enfermedades
ocasionadas por virus, bacterias, hongos y nematodos. Ejemplo de estas enfermedades
son la Sigatoka negra ocasionada por el hongo Mycosphaerella fijiensis que afecta al
platano y la antracnosis ocasionada por el hongo Colletotrichum gloesporioides que afecta
a la papaya. Hasta el momento el método mas efectivo para el control de estos patdégenos
es el uso de pesticidas, sin embargo la aplicacién intensiva y extensiva de estos
productos quimicos es costoso y pone en riesgo al ambiente y a trabajadores que laboran

en las plantaciones y contaminacion del ambiente.

Una solucion ideal a estas problematicas seria el desarrollo de nuevas variedades
genéticamente resistentes a estas enfermedades. No obstante el conocimiento que se
tiene de los genes involucrados en la resistencia contra patégenos en estos cultivos es
muy limitado. Este escenario promete cambiar gracias a la reciente publicacion de la
secuencia gendmica de papaya (Ming et al., 2008) y de la secuencia gendémica de platano
(D’'Hont et al., 2012). Esta informacion facilitara la caracterizacion sistematica de todos los
genes de platano y papaya involucrados en la resistencia a estrés biotico, lo que

seguramente facilitara el mejoramiento genético de estos cultivos.

Las plantas cuentan con mecanismos moleculares muy sofisticados que les permiten ser
inmunes al ataque de patégenos, sin embargo cuando estos mecanismos fallan el
patégeno es capaz de invadir, colonizar y reproducirse en la planta huésped ocasionando
los sintomas de una enfermedad (Agrios 2005). La planta cuenta con una respuesta de
resistencia inducible a patégenos muy efectiva conocida como inmunidad activada por
efectores (ETI, por sus siglas en ingles). En el ETI la planta es capaz de detectar por
medio de proteinas de resistencia (R) a moléculas del patégeno conocidas como

efectoras. Este reconocimiento de moléculas efectoras por la proteina R puede ser directo
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o indirecto y culmina generaimente en una muerte celular programada en el sitio de
ataque conocida como respuesta hipersensible (HR por sus siglas en inglés:
Hypersensitive Response). En la HR ocurre una acumulacion de la fitohormona acido
salicilico (SA) que induce la activacion de una segunda respuesta de resistencia conocida
como resistencia sistémica adquirida (SAR, por sus siglas en inglés: Systemic Acquired
Resistance). Esta respuesta de resistencia se propaga del sitio donde ocurrié la HR al
resto de la planta, protegiéndola de ataques subsecuentes del mismo patogeno y otros
patégenos potenciales, de tal forma el SAR, es una respuesta de resistencia de amplio
espectro contra patdgenos.

El gen THESEUST1 codifica para un receptor de membrana involucrado en el desarrolio de
la planta Arabidopsis thaliana, y estudios recientes han demostrado que su expresion esta
relacionada con la activacion de aproximadamente 30 genes involucrados en respuesta a
ataque de patogenos, (Hematy et al., 2007;). Este gen codifica para una proteina de 855
aminoacidos y estructuralmente posee un dominio transmembranal, un dominio de cinasa
serina/treonina y pertenece al grupo de receptares de cinasa (Afzal ef al., 2008; Hematy et
al., 2007).

Analisis comparativos realizados en nuestro laboratorio del dominio de cinasa de la
proteina THESEUS1 de Arabidopsis y de la proteina de resistencia PTO de tomate mostré
un porcentaje de identidad alto. El gen PTO confiere resistencia en la planta de tomate
mediante una muerte celular programada del tipo HR a una bacteria patdgena de estilo
hemibidtrofo (Pieterse et al., 2009). Estos antecedentes hacen interesante el estudio de
genes tipo THESEUS1 y su evaluacion para determinar su papel en la muerte celular

pragramada Y la resistencia a patégenos.

En el caso de platano, recientemente se identificaron varias secuencias parciales de la
familia de cinasas Ser/Thr similares a la proteina PTO (Peraza Echeverria et al., 2007). La
reciente publicacion de la secuencia genémica de platano (D'Hont et al., 2012) permitid
descubrir que estas secuencias presentan un alto porcentaje de identidad con receptores
tipo cinasa (RLK por sus siglas en inglés) de la familia THESEUS1. En el caso de papaya
no se cuenta con informacion de la existencia de secuencias tipo THESEUS? en su
genoma. La disponibilidad de las secuencias gendmicas de platano y papaya permitiran
estudiar con mas detalle la similitud que comparte el dominio de cinasa de la secuencia
THESEUS1 con el dominio de cinasa de secuencias tipo PTO.
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Por lo tanto, el objetivo del presente capitulo de investigacion fue identificar y caracterizar
in silico secuencias tipo THESEUST en los genomas de platano y papaya.
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2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Identificacion de secuencias homoélogas a THESEUST en el genoma de
platano y papaya

Para identificar genes en platano y papaya que codifiquen para proteinas tipo
THESEUSH1, se utilizé a la secuencia THESEUS1 (nimero de accesion At5g58340) de A.
thaliana para rastrear en el genoma de platano variedad “DH-Pahang” (D'Hont ef al.,
2012) y en el genoma de papaya transgénica variedad “SunUp” (Ming et al., 2008). La
secuencia de aminoacidos de THESEUS1 utilizada como referencia (query) fue sometida
al programa TBLASTN (Gertz et al.,2006) del sitio web NCBI (por sus siglas en inglés:
National Center of Biotechnology Information) con el fin de encontrar secuencias
homoélogas en los genomas de platano y papaya. Los parametros considerados para la
busqueda de secuencias homodlogas fue el ya preestablecido por el progama TBLASTN,
considerando un valor E de 0, utilizando la base de datos atie incluve el genoma completo

(wsg por sus siglas en inglés) con una matriz BLOSUM62 I

2.2.2 Obtencion de los marcos de lectura abierto y la determinacion del

porcentaje de identidad
Las secuencias obtenidas en el analisis BLAST en ambos genomas, fueron convertidas
en formato FASTA «con el programa en linea READSEQ (http://www-
bimas.cit.nih.gov/molbio/readseq/). Para determinar los posibles marcos de lectura abierta
/NRE nar sus siglas en inglés: Open Reading Frame) se utilizé el programa FGENESH
Salomov y Solovyev, 2000) utilizando como
organismos modelos a A. trranana y Oryza sativa. Se copiaron las secuencias de
nucleétidos y aminoacidos de cada ORF correspondiente al alineamiento arrojado por el
BLAST y se guardaron las secuencias en el programa EditSeq (Lasergene, Burland,
2000). Cada secuencia de nucleétidos fue traducida a aminoacidos por el programa
Bioedit v. 7.0 (Hail, 1999). Por ultimo se evalud el porcentaje de identidad entre las
secuencias de estudio y las secuencias previamente caracterizadas por el programa
MegAling v. 7.2. (Lasergene, Burland, 2000).

Las secuencias de aminoéacidos de THESEUS1 de platano y papaya fueron analizadas en
los programas PROSITE y SMART (Schultz et al., 2000; Sigrist et al.,2010) para predecir
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los posibles dominios encontrados en nuestras secuencias, con el fin de identificar que las

secuencias obtenidas contengan un dominio cinasa similar al de PTO de tomate.

SMART nos dié informacion mas detallada en cuanto a ciertos motivos de N-miristoilacion
presentes en las secuencias de platano y papaya, la cual es una caracteristica importante
del dominio de cinasa de PTO de tomate para su anclaje a membrana. De la misma forma
se obtuvo el punto isoeléctrico (pl) y el tamafio de las proteinas con el programa en linea

Compute pl/Mv tool (Gasteiger ef al., 2005).

2.2.3 Alineamiento mulitiple de secuencias tipo THESEUS1 de platano y
papaya

El alineamiento muiltiple se realizd con las secuencias de aminoacidos antes predichas
mediante el algoritmo Clustal (Higgins y Shap, 1988). Para ello, cada una de las
secuencias tipo THESEUS1 de platano y papaya fueron alineadas por separado con la
secuencia de THESEUS1 de Arabidopsis thaliana (Namero de accesion NP 200249.1) y
PTO de tomate (No. de accesidon: U02271). Las secuencias que contenian los dominios
cinasa de ambos genes conservados fueron seleccionadas para realizar un segundo
alineamiento con el software Cluxtal X2 (Larkin et al., 2007). Finalmente se realizd el
sombreado de aminoacidos ernnearsad~~ --- 5 programa BOXSHADE v. 3. 21

2.2.4 Modelaje por homologia de la estructura tridimensional de las
secuencias tipo THESEUS1 de platano y papaya

Para evaluar si el dominio de cinasa de proteinas tipo THESEUS1 de platano y papaya
podrian presentar una conformacion tridimensional similar a la estructura de PTO de
tomate descrita por Dong et al. (2009), se realizé un modelaje por homologia utilizando el
programa Swiss Model Arnold ef al, 2006). Este
programa consiste en desarronar un modelo tridimensional basandose en la homologia de
una secuencia cuya estructura tridimensional sea conocida por métodos de
espectrometria o resonancia magnética nuclear (Bordoli ef al.,, 2009) de la base de datos
del Protein Data Bank.

2.2.5 Analisis filogenético
El analisis filogenético fue realizado utilizando el software MEGA v. 4 (Tamura et al., 2007,
Kimura et al., 2008), para ello se utilizaron 83 secuencias de aminoacidos de la familia

79



Capitulo Il

receptores de cinasa reportadas por Peraza Echeverria ef al. (2007) obtenidas por su
numero de accesion en la base de datos del NCBI. Al analisis filogenético se afiadieron
las 17 secuencias de las ORF previamente caracterizados en platano y las 9 secuencias
caracterizadas en papaya (Cuadro 2.1). La historia evolutiva fue inferida utilizando el

método de Neighbor-joining (Saitou y Nei, 1987).

2.2.6 Analisis de hidrofobicidad

Este analisis se realizd6 con el programa Protscale

Gasteigeret al.,, 2005) para predecir las posibles regiones hidrofébicas presentes en ias
secuencias tipo THESEUS1 de platano y papaya. El programa consiste en evaluar la
distribucién que tienen los aminoacidos segun sus caracteristicas hidrofébicas e
hidrofilicas que Kyte and Dootittle en 1982 asignaron a cada aminoacido. El analisis se
realiz6 utilizando una ventana namero 19 que es utilizada para evaluar regiones
hidrofébicas y nos indica que se realizara un promedio de los valores asignados a cada
residuo cada 19 aminoacidos. Los aminoacidos hidrofébicos poseen valores negativos a
diferencia de los hidrofilicos por lo tanto mientras mas negativo sea el valor obtenido la
probabilidad de que la regién analizada sea hidrofébica es mayor (Kyte y Doolittle, 1982).

2.2.7 Evaluacion del dominio de activacion en secuencias tipo THESEUS1 de
platano y papaya

A partir del alineamiento multiple con las 17 secuencias tipo THESEUS1 de platano y las
9 secuencias de papaya anteriormente mencionado, se ubicé el dominio de activacion
presente en la proteina PTO de tomate, donde posteriormente con el programa Bioedit fue
delimitado este dominio y las secuer~ias se quardaron en formato FASTA, para ser
analizadas con el programa WeblLogo Crooks et al.,
2004). El programa determina que aminoacidos se conservan mas cu este dominio

ilustrandolos con letras grandes (mas conservado) y pequefias (menos conservado).
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Cuadro 2.1 Resultadosde la busqueda de secuencias homélogas a THESEUS1 en el genoma de
M. acuminata variedad DH-Pahang, utilizando el programa TBLASTN. Se reportan los 17
resultados que cumplen con las caracteristicas de secuencias tipc THESEUS1

ngngituq dfl
. . alineamiento
el Gontank | asignado TBLASN Mo 0D i g Puniale
aminoacidos)
CAIC01023627.1 MaTHE1 567 68 87 0 1056
CAIC01021578.1 MaTHEZ2 563 67 81 0 1060
CAIC01007379.1 MaTHE3 417 53 68 0 780
CAIC01023523.1 MaTHE4 422 54 68 0 785
CAIC01021951.1 MaTHES 415 54 69 0 786
CAIC01023934.1 MaTHE6 426 53 69 0 775
CAIC01022797 .1 MaTHE7 422 51 63 0 758
CAIC01023612.1 MaTHES 423 50 63 0 751
CAIC01021572.1 MaTHES 417 50 66 0 731
CAIC01021054.1 MaTHE10 416 49 65 0 721
CAIC01023114.1 MaTHE11 397 47 63 0 713
CAIC01021568.1 MaTHE12 380 47 64 0 660
CAIC01022190.1 MaTHE13 403 46 61 0 654
CAIC01023149.1 MaTHE14 383 44 61 0 625
CAIC01022472.1 MaTHE15 358 44 60 0 622
CAIC01023252.1 MaTHE16 378 44 59 0 610
CAIC01022919.1 MaTHE17 371 44 59 0 602

Datos obtenidos de la base de datos WGS en NCBI
Organismo Musa acuminata (taxid:4641)
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caracteristico del gen THESEUS1 de Arabidopsis. La longitud de las secuencias
encontradas fue diferente desde 486 aa hasta 1136 aa (Cuadro 2.3).

Cuadro 2.3 Tamafio de las secuencias tipo THESEUST de platano y

papaya.
Longitud de
Nombre nucleétidos Longitud de aminoacidos
(ORF)
MaTHE1 2400 800
MaTHE2 2205 735
MaTHE3 2190 730
MaTHE4 2190 730
MaTHES 2241 747
MaTHE6 2256 752
MaTHE7 2418 806
MaTHES 2004 668
MaTHE9 2268 756
MaTHE10 2172 724
MaTHET1 2199 733
MaTHE12 2232 744
MaTHE13 2211 737
MaTHE14 2100 700
MaTHE15 2205 735
MaTHE16 2382 794
MaTHE17 2169 723
CpTHE1 1701 567
CpTHE2 2520 840
CpTHES3 2592 864
CpTHE4 2172 724
CpTHES 3408 1136
CpTHES 1458 486
CpTHE7 2481 827
CpTHES 2529 843
CpTHES 2721 907

FGENESH (Salomov y Solovyev, 2000)
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Cuadro 2. 4 Porcentajes de identidad entre las secuencias de aminoacidos de THESEUS1 de Arabidopsis thaliana y PTO de tomate con las diesisiete secuencias tipo

THESEUS1 de platano.

MaTHE MaTHE
1 2

THE-Ma

MaTHE1
MaTHE2
MaTHE3
MaTHE4
MaTHES
MaTHES6
MaTHE7?
MaTHES
MaTHES
MaTHE10
MaTHE11
MaTHE 12
MaTHE13
MaTHE 14
MaTHE1S
MaTHE16
MaTHE17
THESEUS1
PTO

MaTHE MaTHE MaTHE MaTHE MaTHE MaTHE MaTHE MaTHE MaTHE MaTHE MaTHE MaTHE MaTHE MaTHE MaTHE
3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17
53.8 54 53.1 55.2 53.6 52.7 50.9 52.8 53.6 50.5 51.5 49.2 471 48.9 45.6
56.4 56.4 55.3 57.6 55.5 52.7 52.9 54.6 55.9 50.9 50.9 5N & 49 49.8 48

85 89.2 60.9 62.2 52.4 48.2 51.6 49.2 48 48.3 45 459 46.2
87 61 62.9 52.9 48.9 51.3 49.9 47.2 48.1 4= " ] ’
59.6 61.4 53.1 48.7 52.1 49.3 47.6 48.1 4 W
77.8 52 48.8 51.9 50.2 48.4 49.1 4 "
50.9 47.9 50.4 52.4 47 48.1 ¢ .
49.9 515 514 45.9 45.9 4r - 48.6 46, )
80.2 80.4 453 45.5 4.., 42.6 451 48.6
80.1 46.5 45.6 45.9 46 471 50.8
47.4 46.6 4 44.2 46 48.5
83 64 48.4 64 45.3
64.6 49.3 64.5 47.1
441 85.3
45.1

THESEUS 1

4.1

52.5
51.1
52.2
52.4
48.5
49.4

PTO

58.8
58.8
58.8
60.9
59.7
58.3
66.5
66.5
65.5
56.7
56.4

[~ A ~§

Determinados con el programa MegAling (Lasergene v, 7.2.1).
ldentidad entre secuencias tipo THESEUS1 de platano {azul), ldentidad entre secuencias de platano con THESEUS1 de Arabidopsis (naranja) y Identidad entre secuencias de platano

con PTO de tomate (amarillo).
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Cuadro 2.5 Porcentajes de identidad entre las secuencias de aminoacidos de THESEUS1 de
Arabidopsis thaliana y PTO de tomate con las nueve secuencias tipo THESEUS1 de papaya.

CpTHE

CpTHE CpTHE CpTHE

CpTHE THESEUS

THE-Cp  CpTHE1 c";”E y A ’ i CPIHE CpTHE . : PTO
CpTHE1 613 523 576 437 547 573 46.6 54 59.9
CpTHE2 447 414 37.8 526 479 394 483 os.4  56.8
CpTHE3 553 46.6 R77 409 37.2 421 433 574
CpTHE4 52 411 RR7 42.2 AR E er
CpTHES 503 371 36.5
CpTHE6 51.6 43.5 51.9 U9.0 nh s
CpTHET? 45.8 46.7 49
CpTHES 40.7 39.2 29.3
CpTHE9 48 59.7
THESEUS1 69.9
PTO

Determinados con el programa MegAling (Lasergene v. 7.2.1).

Identidad entre secuencias tipo THESEUS1 de papaya (azul), Identidad entre secuencias de papaya con
THESEUS1 de Arabidopsis (naranja) y ldentidad entre secuencias de papaya con PTO de tomate
(amarillo).

THESEUS1 es una proteina tipo receptor de membrana de la familia ser/Thr que sensa la
actividad en la pared celular (Hématy et al., 2007). Recientemente se demosirdé que
interactGa con ofras proteinas RLKs FERONIA y HERCULES, este complejo esta
involucrado en la respuesta a brasionoesteriordes (BRs) y su funcién principal es regular
el crecimiento de la planta a través de la transduccién de sefiales mediado por cinasas
(Guo et al., 2009) (Figura 1.29). Estudios enfocados en entender la sefalizacion por BRs,
observaron que la proteina cinasa BAK1 tiene la funcion de activar la muerte celular
programada en A. thaliana en defensa ante los hongos Alternaria brassicicola y Botrytis
cinérea (Chinchilla et al., 2007). PTO por su parte es una proteina cinasa de Ser/Thr que
genera resistencia contra la bacteria P. syringae induciendo la muerte celular de tipo
respuesta hipersensible (Martin et al., 1993). Las secuencias tipo THESEUS1 obtenidas
en los genomas de platano y papaya, presentaron un dominio transmembranal
caracteristico de THESEUSH1,
serina/treonina que presenta una identidad de 61.3% (MaTHE1) y 59.9% (CpTHE1) con
PTO (Cuadro 2.4 y 2.5). De manera interesante, al realizar el rastreo de secuencias tipo

pero también comparten un dominic cinasa de

PTO en el genoma de platano y papaya, las secuencias que mas se parecieron a PTO

fueron los dominios de cinasas de secuencias tipo THESEUS1 que poseen un dominio

87



Capitulo Il

transmembranal que PTO no tiene. En este caso los dominios de cinasa de las
secuencias tipo THESEUS1 mas parecidos a PTO fueron los correspondientes a las
secuencias MaTHE1 y CpTHE1 de platano y papaya respectivamente (Cuadros 2.4 y 2.5).

233 ento multiple de secuencias de platano y papaya
Teniendo como previo resultado que las secuencias tipo THESEUS1 encontradas en el
genoma de platano y papaya presentan similitud con PTO de tomate y continuando con el
) se realizé el alineamiento del dominio cinasa de las secuencias de
aminoéacidos tipo THESEUS1 para observar si poseen los subdominios de cinasas de
PTO ._nservados. En el caso de platano, las secuencias parciales de cinasa previamente
reportadas por Peraza Echeverria et al, (2007 y etiquetadas como del tipo PTO
correspondieron a las secuencias del tipo THESEUS1 ya que presentaron un dominio
transmembranal en la regién amino terminal. Si bien ya se habia reportado que estas
secuencias presentaban los subdominios de PTO, se realizd el alineamiento con el
dominio cinasa THESEUS1 de A. thaliana y se observdé que estos subdominios se
conservan (Figura 2.2). Por ofra parte el alineamiento obtenido en papaya mostré mostré
que todas las secuencias con excepcion de la CpTHE7 presentaron los once subdominios
de cinasa muy conservados incluido THESEUS1 de A. thaliana (Figura 2.3). Lo
interesante en el analisis de ambos genomas es que las secuencias tipo THESEUS1
conservan el dominio de activacion y el residuo de tirosina (Y) localizado en la regién lazo
P+1, que en PTO demostrd ser esencial para generar una muerte celular tipo respuesta
hipersensible (Rathjen et al., 1999). Si bien es claro que las secuencias tipo THESEUS1
obtenidas obtenidas en este estudio presentan un dominio transmembranal, Zhen et al.,
(2002); Xiang et al., (2008) y DeFalco et al., (2012) reportan que es posible demostrar la

funcionalidad de dominios de cinasa de genes tipo RLK.
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2.3.5 Analisis filogenético

En el analisis filogenético se observd que las secuencias tipo THESEUS1 de platano y
papaya se agruparon en el clado de THESEUS1 de Arabidoposis thaliana (rosa), siendo
las secuencias MaTHE1 (verde) y CpTHE1 (naranja) las mas parecidas a THESEUS1
respectivamente. La familia de secuencias tipo PTO de la especie Solanum (rojo) se
agruparon en un clado junto con F~~ d  :...ate, como se puede observar este analisis
muestra una relacion con PTU de tomate en comparacion con las secuencias tipo
THESEUS encontradas en los genomas de platano y papaya, sugiriendo que PTO
comparte un ancestro comun con las secuencias de estudio. Por otra parte la secuencias
tipo THESEUS1 d¢ tras especies monocotiledoneas y dicotiledéneas se agruparon con
ambas secuencias, tanto, THESEUS1 como PTO respectivamente. En estudios
realizados por Frederick et al., 1998 donde evaluaron homologos a PTO se demostré que
mientras poseal | dominio de activacion de PTO mantendran su funcién. Por lo tanto el
dominio cinasa de las secuencias tipo THESEUS1 podria ser funcional y estar involucrado

en un mecanismo de defensa ante patégenos similar al de PTO de tomate.
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2.3.6 Analisis de hidrofobicidad

LLas predicciones de hidrofobicidad hechas por el programa SMART mostraron que, las
secuencias tipo THESEUS1 de papaya y platano presentaron un dominio transmembranal
considerando los valores obtenidos en cada pico y tomando en cuenta la escala de
mediciéon establecida por Kyte & Doolittle (1982) con un valor maximo de 1.5 para las
regiones transmembranales. THESEUS1 de A. thaliana presenté un valor maximo de
2.769, sugiriendo una alta probabilidad de presentar un dominio transmembranal. Los
valores maximos y minimos obtenidos de las secuencia en ambos genomas variaron
entre entre 3.568 (MaTHES8) y 1.842 (MaTHE15) en platano (Cuadro 2.6) y 3.263
(CpTHE7) y 1.700 (CpTHES) en el caso de papaya (Cuadro 2.7).

Cuadro 2. 6 Resultados del analisis de hidrofobicidad para las secuencias tipo
THESEUS1 de platano, utilizando el programa Protscale.

Secuencia Maximos Minimos Secuencia Maximos Minimos

THESEUS1 2.769 -1.789 MaTHE9 3.347 -1.726
MaTHE1 2.679 -1.605 MaTHE10 3.211 -1.795
MaTHE2 2.211 -1.542 MaTHE11 2.863 -1.626
MaTHE3 1.995 -2.005 MaTHE12 2.447 -2.095
MaTHE4 1.995 -1.889 MaTHE13 2.289 -2.084
MaTHES 1.874 -2.116 MaTHE14 1.958 -1.805
MaTHE6 2.232 -1.921 MaTHE15 1.842 -1.868
MaTHE7 2.289 -2.132 MaTHE16 2.211 -1.600
MaTHES 3.568 -1.421 MaTHE17 3.147 -1.905

Protscale (Gasteigeret al., 2005)
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Cuadro 2. 7 Resultados del anadlisis de hidrofobicidad para las secuencias tipo
THESEUS1 de papaya, utilizando el programa Protscale.

Secuencia Maximos Minimos
CpTHE1 2.426 -1.547
CpTHE2 2.663 -1.547
CpTHE3 2.642 -1.863
CpTHE4 2.537 -2.274
CpTHE5 2.463 -2.700
CpTHE® 1.700 -1.842
CpTHE7 3.263 -2.011
CpTHES 2.821 -1.979
CpTHESQ 2.289 -2.032

Protscale (Gasteigeret al., 2005)

2.3.7 Analisis del sitio de activacion de secuencias tipo THESEUS1 de
platano y papaya

El dominio de activacion tiene un papel esencial en la funcién de PTO, se ha visto en
otros estudios que homologos de PTO de tomate pueden generar una respuesta
hipersensible en ausencia del patégeno cuando mutan los residuos 204 y 207
respectivamente (Chang et al., 2002). En este estudio se observé que aunque las
secuencias tipo THESEUS1 de platano y papaya no son de la misma longitud que PTO de
tomate, presentan un dominio cinasa con alta identidad, el cual posee un subdominio de
activacion que conserva los residuos esenciales que PTO requiere para poder
autofosforilarse (Figura 2.6a y Figura 2.6b). Es importante mencionar que el residuo de
tirosina (Y) en la posicion 207 de PTO actia como regulador negativo de la muerte
celular, al ser sustituido por el residuo de aspartato (D) reduce la carga negativa
induciendo una activacién constitutiva de fa proteina lo que genera la respuesta
hipersensible (Rathjen et al., 1999). El residuo de tirosina se mantiene conservado en el
subdominio de activacién de las secuencias tipo THESEUS1 de platano y papaya aunque
por el tamario de las secuencias no corresponde a la misma posicion 207 que PTO de

tomate sino a fa posicién 627 en platano y a la 393 en papaya respectivamente, no
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2.4 DISCUSION

Los receptores tipo cinasa (RLK por sus siglas en inglés) en plantas comprenden una
gran familia de proteinas que juegan un papel esencial en la transduccién de sefales
involucradas en desarrolio y en defensa ante patégenos (Hammond and Parker 2003;
Afzal et al.,, 2008; Cheung y Wu, 2011). En el genoma de Arabidopsis thaliana existen
cerca de 600 miembrc = RLK que tienen un imp “ante papel en el crecimiento,
desarrollo y defensa de inta (Shiu et ¢ J4). Tk EUS1 (THE1) es una proteina
de 855 aminoacidos con un dominio transmembranal y un dominio cinasa serina/treonina,
pertenece a la familia de CrRLKs constituida por 17 miembros, se activa Onicamente
cuando las condiciones de la pared celular son perturbadas actuando como un sensor
capaz de detectar defectos en la membrana de la célula (Hématy et al., 2007); al igual se
ha demostrado que ir*~~~~tla con otros miembros ~~ la familia RLK: HERCULES1
(HERK1) y FERONIA ) y que icion esti  wolucrada en la respuesta a
brasinoesteroides (Chincniua et al.,, 20us). £n el 2011 Cheung y Wu demostraron que la
interaccion THE1/FER es esencial para mantener la integridad de la pared celular, por
otra parte se observé que estos genes podrian estar involucrados en la produccién de
H.O, en la célula y tal efecto podria activar la cascada de sefializacién para inducir genes
de defensa y la muerte celular programada (Figura 1.27).

En el presente estudio se planted llevar a cabo la busqueda de genes tipo THESEUS? en
los genomas de platano y papaya con el objetivo de estudiar su posible funcién en la
muerte celular programada. En los resultados del analisis in silico del genoma de platano
las secuencias tipo THESEUS1 obtenidas correspondieron a las secuencias parciales del
dominio de cinasa tipo PTO previamente reportadas por Peraza Echeverria et al., (2007),
sin embargo, se obtuvieron diecisiete secuencias que compartieron una identidad de
72.1% (MaTHE1) a un 45.2% (MaTHE15) con fa proteina THESEUS1 (Hematy et al,
2007) (Cuadro 2.4). En el genoma de papaya se encontraron nueve secuencias que
compartieron un porcentaje de identidad de 85.5% (CpTHE1) a un 38.1% (CpTHES) con
la proteina THESEUS1 (Hematy et al., 2007) (Cuadro 2.5). Las secuencias obtenidas en
ambos genomas presentaron una longitud de aminoacidos similar a THESEUS1, no
obstante, se observo que su dominio cinasa presenta alta identidad con la proteina de
resistencia PTO de tomate (Martin et al., 1993) de un 61.3% en la secuencia MaTHE1 de
platano (Cuadro 2.4) y un 59.9% en la secuencia CpTHE1 de papaya (Cuadro 2.5).
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Recientemente Dong y colaboradores en el 2009 reportaron la estructura cristalografica
de la interaccién de AvrPTO y AvrPTOB con PTO en donde observaron que la interaccién
se da por separado en dos interfaces, compartiendo una tercera interfase. El analisis
tridimensional realizado a las secuencias tipo THESEUS1 de platano y papaya demostrd
que la estructura tridimensional de estas secuencias es muy similar a PTO (Figura 2.4).
Paor otra parte la caracterizacién de dominios realizada mediante la base de datos Prosite
predijo un motivo de miristoilacién cercano al dominio de cinasa de las secuencias tipo
THESEUS1 de platano y papaya (Figura 2.1). Estos resultados son muy similares a los
reportados por Vries y colaboradores en el 2006, donde localizan un motivo de
miristoilacion presente en PTO de tomate, el cual es un motivo esencial para que PTO
pueda anclarse a la membrana de la célula y pueda realizar la funcion de sensar las
moléculas efectoras AvrPto de Pseudomonas syringae activando la respuesta inmune de

la planta para inducir fa HR en el sitio de infeccion.

Ensayos enfocados en evaluar la funcion de PTO han utilizado técnicas de mutacion sitio
dirigida de residuos especificos ubicados en el dominio de activaciéon de la proteina PTO,
y han demostrado la forma como se lleva a cabo la interaccion de AvrPTO y PTO en hojas
de Nicotiana benthamiana, donde se ha observado que la interaccion de ambas proteinas
genera la HR (Rathjen et al., 1999). No obstante estos autores observaron que para que
AvrPTO induzca la HR requiere que PTO se mantenga en una conformacion activa. Estos
autores sefialan la importancia de los residuos T204 y Y207 que estan ubicados en el
segmento conocido como lazo P+1, el cual consta de una secuencia consenso G (T/S) xx
(Y/F) x APE de cinasas Ser/Thr (Hanks et al., 1988). Rathjen et al., (1999) demostraron
que mutaciones realizadas en esta regidon inhiben la interaccién con AvrPTO
especificamente en la segunda y quinta posicién de la secuencia consenso del lazo P+1.
Para determinar la actividad in vitro de estos residuos se realizaron mutaciones puntuales
en los sitios T204 y Y207 por el residuo de aspartato (D), debido a que puede mimetizar la
carga negativa conferida para inducir una activacion constitutiva de la proteina lo que
induce finalmente la HR en hojas de Nicotiana benthamiana en ausencia de! efector
AvrPTO (Johnson et al, 1996). Aunque PTO y THESEUS1 son proteinas
estructuralmente diferentes, comparten un dominio cinasa serina/treonina muy
conservado (Figura 2.1). En ofros estudios se ha evaluado la funcion de genes homadlogos
de la familia PTO donde se demostré que mutaciones en los residuos T204D y Y207D

presentes en el subdominio de activacion de la proteina inducen una HR en ausencia del
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patégeno en comparacion con las secuencias silvestres (Figura 1.24) (Chang et al., 2002).
Este argumento es muy importante, debido a que el analisis filogenético realizado con
varios miembros de la familia de receptores tipo cinasa y fas secuencias tipo THESEUS1
de platano y papaya obtenidas en este estudio demostraron que estas secuencias son
homélogas a THESEUS1 de Arabidopsis thaliana y PTO de tomate (Figura 2.5). Ademas
el alineamiento multiple realizado en conjunto con la secuencia de PTO permitié observar
que los dominios de cinasa de PTO se conservan en las secuencias de platano y papaya
(Figura 2.2 y 2.3). Asi mismo, el analisis realizado en el dominio de activaciéon de las
secuencias de platano MaTHE1-MaTHE17 y papaya CpTHE1-CpTHES, permitié observar
que conservan el residuo de tirosina 207 ubicado en la region lazo P+1 del dominio de
activacion de PTO (Figura 2.7).

Tomando en cuenta ios resultados obtenidos en cuanto a la similitud de estructuras,
homologia con la proteina de resistencia PTO, la alta conservacién de los dominios de
activacion, principalmente el residuo de tirosina 207, se propone un escenario en el que
los dominios de cinasa de las secuencias tipo THESEUS1 puedan desarrollar una funcion
similar a PTO, en cuanto a inducir un fenotipo de muerte celular tipo HR en ausencia del
patégeno. Este escenario se podria comprobar empleando técnicas de mutagénesis sitio
dirigida donde se puedan generar mutantes en la tirosina correspondiente a la tirosina 207
de PTO tal y como se ha reportado en trabajos previos (Rathjen ef al., 1999: Dong et al.,
2009).

El analisis in silico realizado en este capitulo de investigacion fue fundamental para
continuar el analisis funcional de las secuencias tipo THESEUS1 de platano y papaya en
el siguiente capitulo. Para este fin se procedié a seleccionar Unicamente las secuencias
mas parecidas a THESEUS1 y a PTO, que fueron las secuencias MaTHE1 en platano y
CpTHE1 en papaya que comparten una identidad de 72.1% y 85.5% con THESEUS1 y
61.3% y 59.9% con PTO de tomate respectivamente, con la finalidad de caracterizar su
dominio de cinasa de manera independiente para facilitar su analisis funcional. Varios
estudios de este tipo se han realizado en otras plantas como por ejemplo: arroz, en donde
se demostrd que el dominio Ser/Thr del receptor Xa21 mantiene su capacidad de
autofosforilacién cuando es expresado de manera independiente en células de E coli (Liu
et al., 2004). Otro estudio realizado en soya indico que el dominio de cinasa del receptor

GmCaMK1 actia como una proteina capaz de autofosforilarse independientemente a la
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unién a calmodulina, identificandose los sitios de autofosforilacién en el sitio de activacion
presentes en el subdominio cinasa VIl y VI (DeFalco et al.,, 2010). En otro estudio se
caracteriz6 en A. thaliana la fosforilacién in vitro del dominio de cinasa del gen
THESEUS1, demostrando que presenta un dominio de activacién que se fosforila en el
residuo de serina (Hématy et al., 2007). Estos antecedentes demuestran que es posible
caracterizar funcionaimente el dominio de cinasa de las secuencias tipo THESEUS? de
platano y papaya, tomando en cuenta que la caracterizacion in silico realizada mostré que
estas secuencias poseen los 11 subdominios cinasa de PTO (Figura 2.2 y 2.3) y sus
dominios de activacion mantienen los residuos de autofosforilacion conservados que
hacen que el dominio se active en otras cinasas como PTO (Figura 2.7). De tal forma,
estos resultados hacen posible que en el dominio de cinasa de las secuencias tipo
THESEUS1 se pueda realizar la sustitucion del residuo de tirosina por el residuo aspartato
en la posicién 627 y 393 de las secuencias MaTHE1 de platano y CpTHE1 de papaya,
respectivamente, con el fin de evaluar su funcién en la muerte celular como se demostré
en tabaco utilizando la secuencia de PTO (Dong et al., 2009).

Todas la evidencias obtenidas en este capitulo sugieren que podria existir una relacion
funcional entre el dominio de cinasa de la proteina THE1 y la proteina PTO. Esto tiene
cierta relacion con lo reportado por Xiang y colaboradores en el 2008, donde demuestran
que los dominios de cinasa de los receptores de cinasa FLS2 y EFR pueden detectar a
patégenos bacterianos como P. syringae activando de esta forma la respuesta inmune
innata de la planta (Figura 1.32). El hecho de que PTO sea estructuralmente muy
parecido al dominio de cinasa de THE1 es intrigante, pudiese ser que originalmente PTO
formé parte de la familia THESEUS1 y durante su evolucion perdié el dominio
transmembranal. Otros autores hacen énfasis en que moléculas efectoras como AvrPTO
han interactuado con receptores de cinasa inhibiendo su funcién, este argumento puede
ser apoyado por el modelo “decoy”, en donde moléculas efectoras intentan bloquear la
respuesta inmune, sin embargo PTO juega un papel esencial para engafiar al patégeno
simulando ser un receptor de membrana y una vez dada la interaccion entre AvrPTO vy
PTO se activa mediante un proceso de fosforilacion la proteina Prf desencadenando la
respuesta inmune de la planta, que culmina en la muerte celular programada tipo
respuesta hipersensible (Zong et al, 2008). La pregunta sigue abierta, ;perdid PTO un
dominio transmembranal o no?. Se sabe que las proteinas ganan o pierden dominios,

mediante procesos de duplicaciéon de genes y rearreglos, sin embargo, a pesar de que
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estas nuevas proteinas cambien ganando o perdiendo dominios, éstos suelen presentar la
funcién que desarroliaban anteriormente en su nueva conformaciéon (Friedberg et al.,
2011).

Hasta el momento no existen reportes que demuestren el papel que podrian estar
desarrollando la familia de THESEUS1 de A. thaliana en la resistencia a patégenos. Sin
embargo, Cheung y Wu en el 2012, plantean las posibles funciones que podria tener este
tipo de proteina en la respuesta al estrés bidtico como puede ser la muerte ceiular

programada.

En los resultados obtenidos en este capitulo se encontrd que el dominio de cinasa de las
secuencias tipo THESEUS1 presentan homologia con PTO y ademas conservan un
subdominio de activaciéon que segun reportes previamente mencionados es esencial para
poder interactuar con proteinas efectoras y activar una muerte celular del tipo
hipersensible (Chang et al., 2002), por lo que se espera que el dominio de cinasa de las
secuencias tipo THESEUS1 de los genomas de platano y papaya presenten una funcién

similar a la de PTO en la muerte celular programada.
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manera interesante, mutaciones en el sitio de activacién de la proteina PTO ocasionan
una respuesta hipersensible en ausencia del patégeno (Rathjen et al, 1999), por lo que
resulta interesante estudiar este tipo de versiones mutantes de secuencias similares a
PTO en cultivos agricolas, tanto con fines de investigacién basica como con fines de

mejoramiento genético

En el capitulo Il se identificaron genes tipo THESEUS? en los genomas de platano y
papaya, cuyos dominios de cinasa mostraron una alta similitud con el dominio cinasa de
PTO. Esta similitud sugiere que el dominio de cinasa de secuencias tipo THESEUS1
podrian tener una funcién en la muerte celular programada tipo respuesta hipersensible.
El objetivo del presente capitulo de investigacion fue evaluar la funcién de los dominios de
cinasa de los genes MaTHE1 de platano y CpTHE1 de papaya en la muerte celular
programada realizando la expresion transitoria de estos genes en hojas de platano y

papaya respectivamente.
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ARN

El ARN total fue aislado con el amortiguador Tripure Isolation Reagent (ROCHE). Se
pesaron entre 100 y 200 mg de tejido de hoja y fueron macerados en un mortero con
nitrégeno liquido. El tejido pulverizado se colocd en un tubo eppendorf de 2 ml y se
agregaron 900 pl de Tripure Isolation Reagent y 24 pl de f-mercatoetanol. Se incubaron
las muestras a 65°C por 10 minutos mezclando en vértex en lapsos de 2 minutos.
Posteriormente, para separar los acidos nucleicos del material proteico se agregaron 900
pl de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1), se homogenizé con el vortex y se centrifugaron
las muestras a 14000 rpm por 5 minutos. Se recolecté el sobrenadante en un tubo
eppendorf de 1.5 ml nuevo, seguidamente se agregaron 800 pl de isopropanol frié (-20°C)
y 50 pl de acetato de sodio 3 M, se mezcld perfectamente e incubd en hielo por 10
minutos. Transcurrido el tiempo se centrifugé a 14000 rpm por 5 min. Se descart6 el
sobrenadante y se lavé la pastilla con 800 pl de etano! al 70%, de la misma manera se
centrifugé a 14000 rpm por 5 minutos. Se secd la pastilla a temperatura ambiente.
Después se resuspendi6 la pastilla en 40 pl de H,O ultrapura (Invitrogen), tomando
unicamente 19 pl a los cuales se agregaron 10 yl de DNasa (RQ1 Rnase-Free DNase 1
ug/ul; Promega) mas 4 ul de amortiguador de DNasa (RQ1 DNase 10X Reacction Buffer;
Promega) mas 1 pl de inhibidor de RNasas (RNase OUT 40U/ul; Invitrogen) y se incubo a
37°C por 30 minutos. Para retirar la DNasal se agregaron 700 pul del detergente SSTE
mas 700 pl de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) mas 100 pl de acetato de sodio 3 M,
las fases se separaron centrifugando a 14000 rpm por 5 minutos. El sobrenadante se
transfiri6 a un tubo nuevo, posteriormente se precipité el ARN agregando 600 pl de
isopropanol frio {(-20°C), seguidamente se incubd en hielo por 5 minutos y se centrifugé a
14000 rpm por 10 minutos. La pastilla se lavé 2 veces con 800 pl de etanol al 70%
centrifugando a 14000 rpm por 5 minutos, se retir6 el sobrenadante y se dej6 secar la
pastilla a temperatura ambiente. Finalmente se resuspendié en 80 pl de H,O ultrapura y

se conservo a -80°C.

3.2.4 Cuantificacion de acidos nucleicos por espectrofotometria

Para caicular la concentracion y la pureza del ARN extraido se utilizd un
espectrofotometro SmartSpect plus de Biorad. Para cuantificar la concentracién se
tomaron 5 pl de muestra mas 95 pi de H,O ultra pura (dilucion 1:20). Para medir la pureza
se tomaron 5 pl de muestra mas 95 pl Tris HCl 10 mM pH 7.5 y se calculo la relacién de

lecturas de absorvancias de A260/A280.
113



Capitulo 1l

3.2.5 Sintesis de ADN complementario

Para la sintesis de ADNc se partié de 10 ug de las muestras de ARN total de papaya por
separado. Se agrego6 1 ul de oligo dT (50 uM; Invitrogen) y se llevé la reaccién a 20 pl
totales con H;0. Las muestras fueron incubadas a 75°C por 5 minutos para linearizar a los
ARN mensajeros y transcurrido el tiempo se colocaron las muestras en hielo por 3
minutos. A la muestra con 20 pl se agregé 8 ul de 5X first strand buffer (amortiguador de
enzima), 4 pl de DTT 0.01 M (0.1 M), 4 ul de dNTPs 10 mM (1 mM; Invitrogen), 2 pl de
inhibidor de RNasas (RNaseOUT 40U/ul; Invitrogen). Los 38 pl de reaccién se dividieron
en dos tubos con 19 pl cada uno. Se agregé 1 ul de la enzima reversa transcriptasa
(Super Script 1l 200U/ul; Invitrogen) a el primer tubo y como control negativo de
contaminacién de ADN gendmico se agregd 1ul de H,O al segundo tubo. Las reacciones
se incubaron a 50°C por 90 minutos, seguido se inactivé la enzima a 75°C por 15 minutos.
Posteriormente se agregaron 4 pl de RNasa A (1 mg/yl; Invitrogen) incubando a 37°C por
30 minutos para eliminar el ARN sobrante. Finaimente se agregé 80 pl de H,O ultrapura

(dilucién 1:5) y se conservo a -20°C.

3.2.6 Transcripcion Reversa y Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-
PCR) para papaya

La reacciéon de RT-PCR se realizé con 10 pl de ADNc. Se realizé una PCR anidada, en la
primera reaccion se desnaturalizé a 95°C por 3 minutos, seguido de 30 ciclos de 95°C por
30 segundos, 50°C por 30 segundos y 68°C por 2 minutos, con una extension final a 68°C
por 5 minutos. En la segunda reaccion se desnaturalizé a 95°C por 3 minutos, seguido de
20 ciclos de 95°C por 30 segundos, 50°C por 30 segundos y 68°C por 1 minuto, con una
extension final a 68°C por 5 minutos. Como control positivo se utilizaron oligonucleotidos
que amplifican el factor de elongacién 1 alfa de papaya (EF a1). Para el control negativo
se utilizaron los mismos oligonucledtidos con la muestra que no contiene
retrotranscriptasa por lo que no se deberia ver amplificacion, de lo contrario seria
indicativo de contaminacién. Los oligos que se utilizaron para la RT-PCR se muestran en
el Cuadro 3.1
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Cuadro 3. 1 Oligonucledtidos especificos para la amplificacién de los genes tipo THESEUS1
de papaya.

Secuencia in

silico Secuencia de los oligonucledtidos disefiados

Sentido 5-TAAGAGCTCAACAATGGAGATCCTATGTAGC-3
CpTHE1com
Antisentido 5-TATGTCGACTTATCTTCCACGAGGATTTAC-3'

Sentigo  5-TAAGAGCTCAACAATGGGAAATTCTCTAACCATG-
CpTHE 1kin 3
Antisentido  5-TATGTCGACTTATGATGTCTCCTCTAATTG-3'

3.2.7 Clonacion del gen CpTHE1 de papaya en el vector pGEM-T-easy

El fragmento amplificado de 981 pb se purificé con el High Pure PCR Product Purification
Kit (ROCHE) previo a la clonacién, se ajusté el volumen de PCR a 100 ul, en un tubo de
microcentrifuga nuevo, se agregaron los 100 pl de muestra méas 500 pl de amortiguador
de unién y se mezcld hasta homogenizar completamente. Se transfirid la mezcla a una
columna de purificacion y se centrifugd a 14000 rpm por 1 minuto. Se descarté el filtrado y
se agregaron 500 ul de amortiguador de lavado centrifugando a 14000 rpm por 1 minuto.
Se cambid la columna a un tubo de 1.5 ml nuevo, seguido se eluyé el ADN con 50 pl de
amortiguador de elucién y centrifugé a 14000 rpm por 1 minuto. Las muestras fueron
almacenadas a 4°C hasta su uso. Para la clonacion se utilizé el vector pGEM-T-easy de
PROMEGA. La reaccién de ligacién se llevd a cabo en un volumen final de 10 pl con las
siguientes condiciones: 7 ul del inserto purificado (CpTHET), 1 ul de amortiguador de
ligasa 10X, 1 yl de vector pGEM-T-easy (50ng/ul), 0.8 yl de H,O ultra pura, 0.2 de la
enzima T4 ADN ligasa (1 U/pl; New England Biolabs). Se incubé a 4°C por 16 horas y la
enzima se inactivé a 65°C por 20 minutos.

Para la transformacioén se utilizaron 5 ul de la ligacién mas 200 ul de células competentes
de Escherichia coli DH10B y se incubaron en hielo por 30 minutos. Se did un choque
térmico a 42°C durante 45 segundos y agregé 1 ml de medio SOC (2% triptona, 0.5%
extracto de levadura, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCl, y 20 mM glucosa) para
recuperar las bacterias a 37°C por 90 minutos a 180 rpm. 100 ul de bacterias fueron
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plaqueadas en cajas con medio LB agar con 50 pl de ampicilina (100 mg/pl) como
antibiético de seleccion, 250 ul de IPTG (0.1 M) para inducir la expresion del gen lacZ y 80
pl de XGAL (80ug/p!) como sustrato de la B-galactosidasa. Posteriormente se incubaron a
37°C por 12 horas para observar colonias blancas y azules.

Para la seleccion de colonias recombinantes el vector tiene el gen /acZ localizado en el
sitio de clonaciéon mdltiple de manera que cuando el inserto interrumpe el gen no permite
la expresion de la 3-galactosidasa dando colonias blancas. Las colonias fueron crecidas
en medio LB liquido con 5 pl de ampicilina (100 mg/ul) e incubadas a 37°C de 12-16 horas
a 215 rpm.

El plasmido fue extraido con el estuche comercial High Pure Plasmid Isolation (ROCHE),
se recolectaron las células centrifugando a 9000 rpm por 30 segundos, se agregaron 250
Wl de amortiguador de lisis e incubd a temperatura ambiente por 5 minutos, seguido se
agregaron 350 pl de amortiguador de unién frié (4°C) e incubd en hielo 5 minutos. Se
centrifugd a 14000 rpm por 10 minutos, transfiriéndose el sobrenadante a una columna
(spin filter tubes) y se centrifugd a 14000 rpm por 1 minuto. Para lavar se afiadieron 700 pl
de amortiguador I al filtro y centrifugd a 14000 rpm por 30 segundos. Finalmente se eluyo
el ADN plasmidico agregando 50 ul de amortiguador de elucién a la columna y se

recolectd en un tubo nuevo.

Teniendo el plasmido aislado y purificado se procedié a realizar el analisis de restriccion,
con 3 ul de plasmido fueron digeridos con 0.15 pl de la endonucleasa EcoRlI (20U/pl), 2.5
ul de amortiguador 2 10X (NEB) y 19.35 pi de H,O uitra pura en una reaccion total de 25
. Se incubd a 37°C por 2 horas e inactivé la enzima a 65°C por 10 minutos. El plasmido

digerido fue observado en un gel de agarosa al 1.2%.

3.2.8 Secuenciacion

Para la reaccion de secuenciacion se cuantificaron los plasmidos por espectrofotometria.
Para cada secuencia 5 y 3 se realizaron 2 reacciones de secuenciacion con
oligonucleétidos especificos que flanquean el sitio de clonacion multiple del vector pGEM-
T-easy. La secuenciacion se baso en el método de Sanger usando dideoxinucledtidos
(dNTPs) que son nucleotidos que carecen de un grupo 3 —OH. La reaccion se lievo a cabo
con 5 pl del plasmido recombinante, 1 ul de Byg Die terminator v3.1 Cycle sequencing Kit;
Applied Biosystems, 3.5 ul de amortiguador 56X, 1 ul de oligonucleétidos (sentido o
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Figura 3. 3 Secuencia de nucledtidos traducida de cpthe1Y393D. Se muestra el area
tomada para el disefio de los oligonucleétidos de la mutante (amarillo) y el aminoacido
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Se realizd una mutacion puntual para ello se disefiaron dos oligonucleétidos que

flanquean la base que se muté para cambiar el codon TAC que codifica para una tirosina

(Y) por el codén GAC que codifica para acido aspartico (D) (Cuadro 3.2).
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Y3930

Cuadro 3.2 Oligonucledtidos para generar la mutante cpthe? en papaya variedad

maradol.

v393D S ‘ido 5 GTAGTTTTGGCGACCTGGATCCTGAATACTTTCG 3
Cpthe1

Antisentido 5 CATCAAAACCGCTGGACCTAGGACTTATGAAAGC 3

Para la reaccion de PCR se utilizé 5 pl de amortiguador de reaccién 10X, 2 ul (10 ng) de
plasmido, 1.25 pl (125 ng) de oligonucledtido 5', 1.25 ul (125 ng) de oligonucleoétido 3', 1
pt de dNTPs, 1 pl de Pfu Ultra High-Fidelity DNA Polimerase (2.5 U/ pl} y 38 ul de H,O
ultra pura. Los parametros de la PCR fueron desnaturalizar a 95°C por 30 segundos,
seguido de 18 ciclos de 95°C por 30 segundos, 55°C por 1 minuto y una extension final a
68°C por 5 minutos, al terminar se colocé la muestra en hielo 2 minutos y se almacené a
4°C.

Las muestras amplificadas fueron tratadas con la endonucleasa Dpnl (que digiere
especificamente ADN metilado o hemimetilado) para digerir el ADN parental (el cual esta
metilado y es susceptible a la digestién con Dpnl) y de esta manera seleccionar el ADN
que contenga la mutacion. Para ello se agreg6 1 ul de Dpnl (100 U/ul) y se incubd a 37°C
por 1 hora. Para la transformacion de células competentes de E. coli XL1 biue, se tomd 50
pl de bacterias mas 1 pl de ADN digerido y 50 ul de bacterias mas 1 pl del vector pUC18
como control de transformacion. La mezcla de bacterias mas el ADN fueron incubadas en
hielo por 30 minutos, posteriormente se dié un choque térmico a 42°C por 45 segundos y
coloco los tubos en hielo por 2 minutos. Para recuperar a las bacterias se agregé 500 pl

de medio SOC e incubd a 37°C por 2 horas en agitacion constante 225-250 rpm.

Se plaquearon 100 pl de bacterias con el plasmido mutante y 5 pl de plasmido pUC18+
200 p! de medio SOC en cajas con LB conteniendo 100 mg/ul de ampicilina, 100 mM de
IPTG y 80 ug/ul de X-Gal. Se incubaron a 37°C por 12-16 horas. Se realizd la seleccion
de 5 colonias blancas que contienen el inserto mutado, inoculadas en medio LB liquido

con 100mg/ul de ampicilina fueron incubadas a 37°C por 12-16 hrs a 215 rpm.

Finalmente se extrajo el plasmido con el estuche comercial High Pure Plasmid Isolation
(ROCHE), el mapa fisico de la construccion mutante cpthe1 Y393D quedo con los mismo

sitios de restriccion en pGEM-T-easy por lo que se realizd el andlisis de restriccion con 3
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pl de plasmido digeridos con 0.15 ul de EcoRl (20U/ul), 2.5 pl de amortiguador 2 10X
(NEB) y 19.35 ul de H,0 ultra pura en una reaccion total de 25 ul. Se incubé a 37°C por 2
horas e inactivo la enzima a 65°C por 10 minutos. El plasmido digerido fue observado en

un gel de agarosa al 1.2%.

3.2.11 Subclonacion del los fragmentos MaTHE13:: NOS, mathe1Y%9?:; NOS y
el promotor Ubiquitina-1 en el vector de expresion pCAMBIA2200

Una vez obtenida la sintesis de los genes MaTHE?1 y mathe1"®?’® se confirmé la
integridad de las secuencias mediante un andlisis de restriccién con las enzimas BamHlI-
Hindlll para liberar de los plasmidos 12AA6PEC_MaTHE1 y 12AA6PDC_MaTHE1 Y627D
los fragmentos MaTHE1 y mathe1"%?"°de 1237 pb que incluyen el gen de interés junto al
terminador NOS (Nopalina Sintasa). Confirmado los tamarfios esperados, asi como los
cromatogramas de GenArt, se procedié a realizar la clonacion de los fragmentos de
interés en el vector de expresién pCAMBIA 2200, por tal motivo se realiz6 la digestién de
los plasmidos 12AA6PEC_MaTHE1, 12AA6PDC_MaTHE1 Y627D y pCAMBIA 2200 con
las enzimas BamHI-Hindlll, se tom6 1 ug (5ul) de cada plasmido por separado con 0.5 yl
de BamHI (20U/ul), 0.5ul de Hindlll (20U/ul), 5 pl de amortiguador 2 10X (NEB), 0.5 pl de
BSA 100X y 38.5 i de H,O ultra pura en una reaccién total de 50 pl. Se incub6 a 37°C
por 2 horas e inactivé la enzima a 65°C por 20 minutos. La digestién se visualizé en un gel
de agarosa al 1.2% para corroborar la liberaciéon de los fragmentos de interés. En el caso
de los genes MaTHE1::NOS y mathe1"%?’?::NOS las bandas liberadas fueron cortadas
para posteriormente ser purificadas con el estuche comercial QlAquick Gel Extraction
(QIAGEN); Se verifico que ambas enzimas pudieran cortar el vector pCAMBIA 2200
completamente para posteriormente ser purificado con el estuche comercial High Pure
PCR Product Purification (ROCHE). Finalmente, previo a la ligacion se verificd la relacion

vector-inserto en un gel de agarosa al 1.2%.

Para la reaccién de ligacién se tomd 1 ul de vector, 7 pl de inserto (MaTHE1::NOS y
mathe1"¥% :NOS), 1 ul de ligasa T4 DNA (NEB), 1 pi de amortiguador de ligasa 10X
(NEB) en un volumen final de 10 pl. La ligacién se incubo a 4°C por 14 horas y
transcurrido el tiempo se inactivo la enzima a 65 °C por 20 minutos. El total de la ligacion
se tomo para transformar 200 ul de células competentes de E. colfi DH10B por choque
térmico con las condiciones que se emplearon anteriormente. 100 ul de las bacterias
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recuperadas se plaquearon en cajas con medio LB agar con 25 ul de cloramfenicol (10
mg/L) como antibidtico de seleccion e incubaron a 37 °C por 12 horas. Se picaron 5
colonias para inocular tubos con 5 ml de LB liquido + 5 ul de cloramfenicol (10 mg/L) y se
incubaron a 37°C por 12 — 16 horas a 225 rpm.

Se extrajo el ADN plasmidico con el estuche comercial QlAprep miniprep (QIAGEN) y se
realiz6 el analisis de restriccion con 1 ug (5ul) de ADN, 0.5 pl de BamHI (20U/ul), 0.5 pl de
Hindill (20U/ul), 5 ul de amortiguador 2 10X (NEB), 0.5 yl de BSA 100X y 38.5 ul de H,0O
ultra pura en una reaccion total de 50 ul. La reaccion se incubd a 37°C por 2 horas, se
inactivd las enzimas a 65°C por 20 minutos. Finalmente se corrié un gel de agarosa al

1.2% para verificar las clonas positivas.

Una vez obtenidas ias construcciones pCAMBIA 2200:MaTHE1::NOS y pCAMBIA
2200::mathe1"¥’°::NOS. Se procedio a realizar la clonacién del promotor ubiquitina-1
(Ubi-1) en las construcciones correspondientes, se realizé la digestion del vector
pBLUESCRIPT SK (-) que contiene el promotor Ubi-1 con las enzimas Sacl-BamHl,
tomandose 1ug (5ul) de cada plasmido por separado con 0.5 yl de Sacl (10U/ul), 0.5 ul de
BamH! (20U/ul), 5 pl de amortiguador 4 10 X (NEB), 0.5 pl de BSA 100X y 38.5 ul de H,O
ultra pura en una reaccion total de 50 yl. Se incubd a 37°C por 2 horas e inactivo la
enzima a 65°C por 20 minutos. Seguido se visualizdo en un gel de agarosa al 1.2% la
liberacion del promotor de Ubi-1, el fragmento correspondiente a la banda del promotor se
corté del gel y se purificd con el estuche comercial QlAquick Gel Extraction (QIAGEN), a
su vez también se purificaron los vectores pCAMBIA 2200 linearizados con el estuche
comercial High Pure PCR Product Purification (ROCHE). Finalmente se verifico la relacién

vector-inserto en un gel de agarosa al 1.2% para su posterior ligacion.

Para realizar la ligacion se tomaron las siguientes condiciones: 1 yl de vector, 5 ul de
inserto (promotor Ubi-1), 1 ul de ligasa T4 DNA (NEB), 1 ul de amortiguador de ligasa 10X
(NEB) y 2 pl de H,0O ultra pura en una reaccién total de 10 ul. Se incubé la ligacién a 4°C
por 14 horas e inactivd la enzima a 65°C por 20 minutos. Las condiciones de
transformacion de células competentes de E. coli DH10B fueron las anteriormente
mencionadas. Se plaquearon 100 ul de bacterias recuperadas en cajas con medio LB con
25 ul de cloramfenicol (10mg/L) como agente selectivo y se se incubaron a 37°C por 12
horas. Se analizaron 5 colonias crecidas en 5 ml de medio LB liqguido mas 5yl de

cloramfenicol (10mg/L), se extrajo el ADN plasmidico con el estuche comercial QlAprep
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miniprep (QIAGEN) y finalmente se realizaron dos analisis de restriccion: uno para
verificar la clonacién del promotor Ubi-1 utilizando 1 ug (5 pl) de ADN, 0.5 pl de Sac!
(10U/ul), 0.5 pi de BamHI (20U/ul), 5ui de amortiguador 4 10X (NEB), 0.5 ul de BSA 100X
y 38.5ul de H,O en una reaccién total de 50ul y la otra digestion fue para corroborar la
liberacion del cassete completo de Ubi1:MaTHE71:NOS y Ubi-1::mathe1"%?’"::NOS,
tomando 1 ug (5ul) de ADN, 0.5 pl de Sacl (10U/ul), 1yl de Hindlil (20U/pl), Spl de
amortiguador 4 10X (NEB), 0.5uf de BSA 100X y 38ul de H,O en una reaccioén total de
50ul. Las digestiones fueron incubadas a 37°C durante 2 hrs, posteriormente se
inactivaron las enzimas y se visualizé la muestra en un gel de agarosa al 1.2% y se

seleccionaron las clonas positivas.

3.2.12 Subclonacién de los fragmentos CpTHE1 y cpthe1"***” en el vector de
expresion pCAMBIA 2200::35S::NOS

Una vez obtenidos los resultados de secuenciacion de los genes CpTHE? y cpthe1 %%
Se confirmé la integridad de las secuencias, en el caso del gen mutante cpthe 393D g
presentd uUnicamente la mutacidn deseada. Para realizar el analisis funcional, se
subclonaron los fragmentos de interés en el vector de expresion pCAMBIA 2200
35S::NOS (Previamente modificado en el laboratorio).

Para la subclonacién se digirié6 el ADN plasmidico correspondiente y el vector pCAMBIA
2200 35S::NOS, con las enzimas de restriccion Sac | — Sal [. Debido a que los
amortiguadores de las enzimas no eran compatibles, se realizé primero la digestion de 1
ug (5ul) de ambas muestras por separado con 0.25 ul de Sac | (20U/l), 5 pl de
amortiguador 4 10X (NEB), 0.5 pl de BSA 100X y 39.5 pl de H,O ultra pura en una
reaccion total de 50 pl. Se incubd a 37°C por 2 horas e inactivé la enzima a 65°C por 20
minutos. El plasmido digerido fue observado en un gel de agarosa al 1.2%. Para remover
las trazas de amortiguador en el ADN digerido, fue purificado por columna en liquido
utilizando el estuche comercial High Pure PCR Product Purification (ROCHE) y se eluyd
en 40 ul de H,0 ultra pura. Posteriormente se procedié a realizar la digestion de los 40 pl
de ADN con 0.25 pl de Sal | (20U/pl), 5 pl de amortiguador 3 10X (NEB), 0.5 de BSA 100X
y 4.5 pl de H,0 ultra pura en una reaccién total de 50 pl. De la misma manera se incubé a
37°C por 2 horas, se inactivé la enzima a 65°C por 20 minutos. Los 50 pl digeridos fueron
purificados en gel con el estuche comercial QlAquick Gel Extraction (QIAGEN) vy al
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Cuadro 3. 3 Medios de cultivo para el mantenimiento de plantas de platano

Soluciones MS para platano*

1 litro

Macronutrientes 10X 100 ml

Micronutrientes 100X 10 mil

Fe EDTA 100X 10 mi

Vitaminas 100X 10 mil

Acido ascérbico (100 mg/ml) 0.1 ml (100 ul)

Sacarosa 30 gr

pH (KOH/HCI) 5.8

Gelrite 2gr

* Maodificaciones realizadas segun el cultivo a partir de Murashige and Skoog, 1962

3.2.14 Transformacion temporal de los genes MaTHE1 WT y CpTHET1 WT y

sus versiones mutantes mathe1"®?’? y cpthe1"***’, en hojas de platano y

papaya

La transformacion transitoria se realizé mediante bombardeo de microparticulos
(biobalistica) de acuerdo al protocolo descrito por Henry et al, 2005 con previas
modificaciones estandarizadas en el Laboratorio de Biotecnologia de Microalgas y

Cultivos Tropicales del CICY.

El material vegetal utilizado para la transformacion transitoria consistié en la toma de la
segunda hoja nueva completa de plantas de aproximadamente un afio de edad de platano
y papaya. Estas plantas fueron cultivadas en recipientes de unicel en sustrato de una
mezcla comercial de peat moss y agrolita, mantenidas a una temperatura de 26°C + 2°C e
intensidad luminica de (75 pmol/m?s) con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas
obscuridad. La desinfeccion de las hojas consistié de lavados con una solucién de cloro al
10% y tween 20 en 50 ml de agua destilada estéril durante 10 minutos en agitacion
constante. Posterior a la desinfeccion las hojas fueron transferidas en cajas Petri con agar
al 1%. Para el caso de las plantas in vitro de platano se utilizaron plantas de tres meses
de edad mantenidas en medio MS para platano (Cuadro 3.3).

El dia de la transformacién las membranas macroacarreadoras y las membranas de
ruptura de BIORAD se esterilizaron en una caja petri con etanol al 100% por 10 minutos,
transcurrido el tiempo se colocaron sobre papel kleenex. Las membranas
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macroacarreadoras se colocaron en el portamacroacarreador con la parte concava hacia
arriba y se mantuvieron en condiciones de esterilidad hasta su uso. Para el preparado de
la muestra se empleé 3 ug de plasmido y fue recubierto con particulas de oro de 0.6
micras en un tubo eppendorf de 1.5 ml, se le agregaron 50 pl CaCl, y vortexeo 5
segundos, seguido se agregaron 20 pl de espermidina y vortexed 5 segundos, la muestra
se incubd 20 minutos en hielo. Finalmente se realizaron 5 lavados agregando 200 pl de
etanol al 100% y centrifugando a 13 000 rpm por 1 minuto. La pastilla se resuspendié en
30 pl de etanol al 100% y se tomaron 5 pl para montar cada una de los
portamacroacarreadores y se dejo secar. Las muestras fueron montadas en la camara de
biobalistica y las cajas Petri se ajustaron en el nivel 2 (cajas petri) y nivel 4 (cajas
magenta) para el bombardeo, se generd un vacio a 25 mm de Hg y la presion del disparo
fue de 1100 psi. Las muestras bombardeadas fueron mantenidas en condiciones de 16
hrs de luz y 8 hrs de oscuridad a una temperatura de 25°C constante monitoreadas
diariamente para observar el fenotipo durante 7 dias. La tincion de GUS (SIGMA), para
visualizar los controles de la transformacion con el gen reportero GUS se realiz6 al 2° dia
después de la transformacion. Para ello cada muestra fue colocada en tubos de
microcentrifuga a la cual se agregd 1 ml del reactivo GUS (SIGMA), se le dio un vacio a
25 mm de Hg por 10 minutos para que la solucién penetrara en las hojas, posteriormente
fueron incubados a 37C° durante 24. Al dia siguiente se realizaron lavados con etanol al
100% para retirar la clorofila presente en las hojas y de esta manera poder visualizar el
tejido transformado. Para la transformacion se realizaron tres repeticiones por cada

muestra experimental.

3.2.15 Evaluacion del fenotipo de las hojas transformadas con los genes
MaTHE1 y CpTHE1 y sus versiones mutantes mathe1"?’° y cpthe1"***P en
hojas de platano y papaya.

La muerte celular tipo respuesta hipersensible generalmente se manifiesta con la
presencia de puntos de color café obscuro en el tejido que esta siendo atacado por algan
patégeno. Esta coloracion se debe a la liberacion de compuestos fendlicos y también a la
producciéon de especies reactivas de oxigeno, principalmente el H,O, que actiua como
molécula sefalizadora modulando la activacion de genes relacionados en la defensa de la
planta (Thordal et al., 1997).
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Las hojas bombardeadas fueron analizadas todos los dias partiendo del dia 1 hasta
finalizar en el dia 8, las muestras fueron visualizadas con un estereomicroscopio Stemi
DV4 (Carl Zeiss) y las imagenes fueron capturadas con una camara AxioCam ERc 5s
(Carl Zeiss).

En el dia 8, finalmente se analizd el fenotipo de muerte celular en las hojas que
expresaban los genes MaTHE1 y CpTHE1 y sus versiones mutantes mathe?1”%?’? y
cpthe1%° Para detectar la acumulacién de peréxido de hidrégeno (H,O,), que como
especie reactiva de oxigeno generalmente estd asociado con la muerte celular
programada, se realizé el ensayo de DAB (3'3 Diaminobenzidina), utilizando el kit
comercial SIGMAFAST (SIGMA) que consiste en una mezcla entre el reactivo DAB 0.7
mg/ml, peréxido de hidrégeno 0.67 mg/ml y urea. La reaccion contiene H,O; con el fin de
acelerar la reaccion de peroxidacién (Figura 3.4) para poder ver resultados en 10 minutos,
sin embargo, se puede utilizar el reactivo DAB sin agregar el H,0O,y de esta forma poder
detectar unicamente el H,0, enddgeno de la muestra a evaluar con un tiempo de espera
de 8 hrs aproximadamente.

Para el ensayo realizado se tomaron las hojas bombardeadas incluyendo los controles y
se colocaron en tubos eppendorf de 2 mL, se agreg6 a cada tubo la solucion DAB hasta
cubrir la hoja en su totalidad, inmediatamente se incubé las muestras durante 5 minutos
(en hojas de papaya) y 10 minutos (en hojas de platano) en oscuridad total. Transcurrido
el tiempo se retird la solucién DAB con agua destilada y se colocaron las muestras en
etanol absoluto al 100% durante 5 dias para retirar la clorofila presente en las hojas,
finalmente se realiz6 la toma de fotos de las hojas sometidas a la tincién y se comparé el

fenotipo con los controles.

Peroxidasas +2 H,0, 0, + 2H,0

0,+ D/ . — Precipitado insoluble color marrén oscuro

Figura 3. 4 Reaccion bioguimica de peroxidacion (Thordal et al., 1997).
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Figura 3. 11 Clonacion de las secuencias MaTHE1 y mathe1"®’" de platano en el vector

pCAMBIA 2200::Ubi-1. a) Analisis de restriccion de pCAMBIA 2200 con las enzimas BamHI-
Hindlil para liberar el fragmento clonado de los genes MaTHE1 (carril 1) y mathe 1Y627D(carril 2)
con un tamafio de 1237 pb, la banda de 8894 pb es el vector pPCAMBIA 2200 linearizado. b)
Andlisis de restriccién de pCAMBIA 2200 con las enzimas Sacl-BamH)| para liberar el fragmento
clonado del promotor ubiquitina-1 con un tamafio de 2000 pb, el vector linearizado de
pCAMBIA 2200 corresponde al peso esperado de 8894 pb. c) Analisis de restriccién para la
liberacion del cassete de expresion Ubi-1:MaTHE1:: NOS (carril 1) y Ubi-1:mathe1"%"":; NOS
(carril 2). d) Mapa fisico de la construccion pCAMBIA 2200 Ubi-1::MaTHE1::NOS. e) Mapa
fisico de la construccién pCAMBIA 2200 Ubi-1:: mathe1"**’°::NOS.

3.3.8 Subclonacion de los fragmentos CpTHE1 WT y cpthe1"***C en el vector
de expresion pCAMBIA 2200 35S::NOS
Los cassettes de expresion del dominio de cinasa CpTHET WT y cpthe1"%P fueron

subclonados exitosamente en el vector pCAMBIA 2200, el andlisis de restriccion fue con

las enzimas EcoRI y Hindlll. Puesto que las secuencias CpTHE? y cpthe173%%P

poseen un
sitio de restriccién interno de EcoRI, se abtuvo la liberacién de dos fragmentos como se

esperaba uno con 985 pb y otro de 792 pb respectivamente (Figura 3.12).
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Figura 3. 12 Clonacion de las secuencias CpTHET y cpthe1”**" de papaya en el vector de
expresion pCAMBIA 2200. a) Analisis de restriccion de pCAMBIA 2200 con los sitios EcoRI
para liberar el fragmento clonado de los genes CpTHET (carril 1) y cpthe1”***P(carril 2), el
inserto tiene un sitio de corte interno de EcoRI por tal razén se observan dos bandas que
suman el peso esperado. La banda de 8894 pb es el vector pCAMBIA 2200 linearizado. b)
Mapa fisico de la construccion pCAMBIA 2200 35S::CpTHE1 WT::NOS. c) Mapa fisico de la
construccion pCAMBIA 2200 35S:: cpthe?"***P::NOS.
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3.3.9 Evaluacion de fenotipo de hojas de platano cv. Enano Gigante
transformadas temporalmente con las construcciones de expresién MaTHE1

y su version mutante mathe1"?’?

La expresion de MaTHE1 y mathe1Y%4’°

en hojas de platano ex vitro del cultivar “Enano
Gigante” (susceptible a la Sigatoka negra) estuvo conducida por el promotor constitutivo
ubiquitina-1 generalmente usado para especies monocotiledéneas. Las hojas de platano

18270y mostraron un fenotipo

transformadas con la construccién del gen mutante (mathe
de puntos de color café obscuro que son un indicio de una muerte celular similar a la
observada en la respuesta hipersensible en otras plantas. Estos puntos se comenzaron a
observar en el estereoscopio a partir del dia 2 después de la transformacioén, el fenotipo
fue visible a simple vista a los 4 dias después de haber realizado la tranformacion, los
puntos crecieron considerablemente dia con dia hasta el dia 8, a diferencia de las hojas
transformadas con la secuencia silvestre (MaTHE1) y los controles negativos donde no se
observaron este tipo de lesiones (Figura 3.13). Las tinciones de DAB realizadas para
detectar presencia de H,O, permitieron resaltar el area dafiada como resultado de la

172"y Los controles negativos de la transformacién

expresion del gen mutante (mathe
indicar servado no fue genet or las particulas de oro en la
transformacion o por el vector de expresion utilizado. Por otra parte, la expresion del gen
GUSplus como control positivo de la transformacion nos indicoé que las condiciones de la

transformacion genética fueron las adecuadas. i \gura 3.13)
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3.4DISCUSION

La proteina THESEUS1 (THE1) de Arabidopsis es un receptor de membrana tipo cinasa
que esta involucrada en el desarrollo y probablemente en la resistencia a patégenos
(Hématy et al., 2006). Estudios recientes sugieren que THE1 podria estar desarrollando
una papel crucial sensando perturbaciones generadas en la pared celular y también que
podria estar involucrada en la muerte celular programada (Cheung y Wu, 2011). En la
presente tesis pudimos demostrar que el dominio de cinasa de secuencias tipo
THESEUS1 de los cultivos tropicales de platano y papaya presentan homologia con la
proteina cinasa PTO de tomate, la cual genera resistencia ante la bacteria P. syringae
induciendo una muerte celular programada del tipo respuesta hipersensible (Martin et al.,
1993), en la cual PTO reconoce las moléculas efectoras AvrPTO o AvrPTOB que son
introducidas por la bacteria al interior de la célula mediante el sistema de secresion tipo il
(Chisholm et al., 2006). En los ultimos afios se ha logrado entender como se lleva a cabo
el reconocimiento de las moléculas efectoras de P. syringae, AvrPTO y PTO las cuales
requieren de un motivo de miristoilacién que les permite anclarse a membrana y de esta
manera se pueda llevar a cabo el reconocimiento del patégeno (Vries et al, 2006)
(Figura1.25). Por otra parte recientemente se demostré que los receptores cinasa FLS2 y
EFR que tienen un dominio extracelular LRR son capaces de interactuar fisicamente con
moléculas efectoras AvrPTO activando la respuesta de resistencia (Xiang et al., 2008)
Esto concuerda con el modelo “decoy”, en donde receptores tipo cinasa se localizan
anclados en la membrana celular siendo el blanco para que moléculas efectoras como
AvrPTO intenten bloquear la respuesta inmune activada por PAMPS, sin embargo, es ahi
donde la proteina cinasa de PTO quien tiene un dominio cinasa similar al receptor tipo
cinasa puede engafar al efector y de esta forma activa la respuesta inmune activada por
efectores (Zong et al, 2008). Tomando en cuenta la homologia que presentan las
secuencias tipo THESEUS1 encontradas en platano y papaya con PTO y los
antecedentes anteriomente mencionados permitieron proponer en esta tesis que el
dominio de cinasa de secuencias tipo THESEUS1 de platano y papaya podrian estar

involucrados en la muerte celular del tipo respuesta hipersensible.

El dominio de cinasa del gen CpTHE1 fue aislado de papaya cv Maradol y comparado con
el marco de lectura abierto predicho de su correspondiente alelo del cv SunUp (Ming et

al., 2009) encontrandose cuatro polimorfismos que no generaron cambios en la secuencia
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de aminoacidos en ambas secuencias (Figura 3.8). En el caso de platano la secuencia
MaTHE1 fue obtenida de la variedad DH-Pahang (D'Hont et al., 2012) y Unicamente se
sintetizé quimicamente la secuencia correspondiente al dominio de cinasa (Figura 3.2).
Previamente en nuestro laboratorio ya se habia detectado por RT-PCR la expresion de

esta secuencia en tejido de hoja de platano (Rojas Polanco, 2010).

La proteina PTO ha sido estudiada ampliamente durante los Ultimos 25 afios, uno de los
estudios de mayor relevancia fue reportado por Rathjen y colaboradores en (1999), donde
se muestra que PTO posee un dominio de activacion (residuos 182-209) que contiene
siete residuos fosforilables serina (S), treonina (T) y tirosina (Y), de los cuales Unicamente
los residuos T204 y Y207 comprometen la interaccién con la proteina efectora AvriPTO y
estan ubicados en la region lazo P+1. Estos autores realizaron sustituciones de la T204 y
Y207 por aspartato en la secuencia de PTO, logrando obtener de manera interesante un
fenotipo de muerte celular constitutiva tipo respuesta hipersensible en ausencia del P.
syringae a los 4 dias después de ser expresadas las secuencias mutantes en hojas de
Nicotiana benthamiana utilizando la técnica de agroinfiltracién Rathjen et al., 1999: De la
misma forma estos autores discuten acerca de la tirosina 207 del sitio de activacion de
PTO de tomate como un regulador negativo de la activacion de la muerte celular en N.
benthamiana. El mismo fenotipo fue observado por Chang y colaboradores en el 2002,
donde decidieron mutar los residuos T204D y Y207D en genes homélogos a PTO de la
familia Solanum. Afos mas tarde Dong y colaboradores en el 2009 demostraron gue la
respuesta hipersensible es dependiente de la interaccion con la proteina Prf y gque
AvrPTO interactua con residuos esenciales de PTO que comprometen la activacion de
Prf. Dentro de los resultados obtenidos, interesantemente los dominios de cinasa de los
genes MaTHE1 y CpTHE1 conservan el dominio de activacion de PTO (Figura 3.20a),
principalmente el residuo de Y en la posicion 627 (platano) y 393 (papaya) que

corresponden a la reportada por Rathjen y colaboradores en 1999. Esto hizo posible

1 Y627D 1 Y393D

desarrollar las versiones mutantes mathe y cpthe para poder realizar la

transformacién transitoria de platano y papaya con estos genes. Los resultados descritos

en este capitulo permitieron aceptar la hipétesis de la presente tesis, ya que los dominios

1Y627D 1Y393D

de cinasa de secuencias tipo THESEUS1 mathe y cpthe pudieron inducir la
ocurrencia de una muerte celular similar a la respuesta hipersensible observada en genes

de resistencia (Ning. et al., 2004; Liu et al., 2012).
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Otro resultado de nuestro trabajo que concuerda con los trabajos de Rathjen et al., (1999);
Chang et al,, (2002) y Dong et al, (2009), fue el tiempo de cuatro dias en el que se
observo el fenotipo de muerte celular en hojas de platano y papaya, que fue el mismo
tiempo requerido para observar tal fenotipo en hojas de plat....o (Figura 3.13) y papaya
(Figura 3.16) utilizando la técnica de biobalistica en la presente tesis. Las diferencias en el
tiempo ocurrieron cuando evaluamos las secuencias mutantes en hojas de plantas in vitro

de platano, donde el tiempo de respuesta fue menor (dos dias) (Figura 3.14).

Estos resultados son la primera evidencia funcional de que los receptores cinasa de
proteinas de la familia THESEUS1 estan involucrados en la muerte celular tal como
propuso Cheung y Wu en el 2011, donde ya se habia considerado ese papel, no obstante
hasta ese momento no se contaban con evidencias que apoyaran dicha propuesta. Esta
funcién en la muerte celular probablemente se deba a que estas proteinas son del tipo de
resistencia al igual que PTO, y se encuentran monitoreando posibles amenazas de
patégenos en el ambiente, ademas de estar involucradas en el desarrollo. No seria de
sorprender que se confirme tal supuesto, ya que existen proteinas de resistencia que
tienen funciones duales tanto en la resistencia a patégenos como en el desarrollo (Afzal et
al., 2008). Es importante mencionar que el fenotipo de muerte celular observado tanto en
platano como papaya, se adecta al modelo propuesto por Cheung y Wu (2011), quienes
proponen que las proteinas THESEUS1/FERONIA se mantienen ancladas a la membrana
sensando la actividad de la célula ante el ataque de algin patégeno, una vez detectada
alguna perturbacién estos receptores se activan fosforilando su dominio de cinasa y en
conjunto con el complejo RAC/ROP inducen la produccién de especies reactivas de
oxigeno como un posible mecanismo de defensa que traera consigo la activacion de
diversas rutas, entre ellas la muerte celular programada. Los ensayos de expresion
temporal de los genes mutantes mathe1"*4’®y cpthe 17" y los resultados obtenidos con
la tincion DAB en hojas de platano y papaya indican que la activacién de estos dominios
indujo la produccién de H,0, que es un elemento esencial en la muerte celular
programada (Thordal et al., 1997). Por otra parte, el fenotipo decoloracion observado en
las hojas después de la tincion DAB fue diferente entre platano y papaya, lo cual
posiblemente se deba en el caso de platano a que es una planta monocotiledénea, y
segun los reportes la coloracion observada es marrén obscuro (Liu et al, 2012), a
diferencia de las plantas dicotiledoneas como es el caso de papaya, donde pudo
observarse una coloracion rojiza que es similar a la reportada en A. thaliana (Zeier et al.,
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malectina que en estudios recientes se demostré que son dominios putativos de unién a
carbohidratos. Recientes estudios demostraron que receptores tipo cinasa de ia familia
CrRLK1L a la que pertenece THESEUS1 juegan un papel esencial en la elongacion
celular, el desarrollo vegetativo y reproductivo; sugieriendo que la presencia de los
dominios de malectina son esenciales para que la célula pueda controlar su crecimiento y
regular la constante remodelaciéon de su pared celular durante su desarrollo (Boisson et
al., 2011).

Otro resultado generado en este capitulo fue demostrar que la funcién de los genes
evaluados no es especifica de las especies de estudio, pudiéndose inducir la respuesta
hipersensible en hojas de papaya que fueron transformadas con el gen mathe1"%?’° de
platano (Figura 3.18), y de la misma forma en hojas de platano transformadas con el gen
cpthe17%*P de papaya (Figura 3.19). Estos resultados son una evidencia de que los genes
tipo THESEUS1 son secuencias conservadas en plantas monocotiledoneas y
dicotiledéneas. Esto aunado a que PTO es una proteina que se encuentra presente
probablemente Unicamente en plantas de la familia Solanum, hace suponer que la funcién
del dominio de cinasa de THESEUS1 y PTO en la muerte celular se pudo haber
establecido antes de la divergencia de ambos tipos de proteinas. Como resultado de un
proceso evolutivo, PTO posiblemente perdié su dominio transmembranal conservando
Unicamente un motivo de miristoilacion que le permite anclarse a la membrana de la
célula para detectar moléculas efectoras que supriman a proteinas PRR, y de esta forma
activar la inmunidad activada por efectores, la cual culmina en una respuesta
hipersensible y en un fenotipo de resistencia de la planta. Esto explicaria el modelo
“decoy”, de como la planta ha coevolucionado a la par con los patégenos y ha
desarrollado la habilidad de enganar a las moléculas efectoras como es el caso de
AvrPTO, para que en lugar de que bloguee la sefial de PRR interactue con PTO y de esta
manera se pueda reactivar la sefial de defensa por medio de la interaccion con la proteina
NB-LRR Prf (Zong et al., 2008; Dong et al.,2009)

1 Y627D 1 Y393D

Una vez demostrada la funcién de los genes mathe y cpthe en la muerte
celular programada en las hojas de platano y papaya, éstos genes podrian ser fusionados
a promotores inducibles ante patégenos, como los ya reportados por Rushton et al., en el
2002, quienes demostraron que los promotores inducibles sintéticos: 4 x W1, 4 x GCC, 4 x

S y 4 x Gst1 son activados Gnicamente en presencia de patdégenos como Peronospora
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Estos autores sugieren que la union de la proteina de avirulencia AvrPTO o AvrPTOB en
el sitio de activacion de PTO interfiere con diferentes aminoacidos cuya funcién es la de
promover |a inactivacién de la proteina de PTO. La perturbaciéon de estos aminoacidos por
las proteinas de avirulencia provoca un cambio en la estructura tridimensional de PTO
que conduce a la activacién de la muerte celular de tipo respuesta hipersensible, y esto es
lo que precisamente podria haber ocurrido con las secuencias mutantes de PTO, al
sustituir la Y207 por aspartato en el sitio de activacion de la proteina, lo cual simula el
estado activo de la proteina en ausencia de la proteina de avirulencia. De hecho la
mutante Y207A pierde la capacidad de unirse a las proteinas de avirulencia antes
mencionadas (Rahtjen et al., 1999)

Existe una gran familia de receptores tipo cinasa que tienen funciones similares en la
defensa contra patdégenos, entre los miembros de esta familia tenemos a los receptores
tipo cinasa Ser/Thr que son clasificados en receptores transmembranales y
citoplasmaticos (Azfal et al, 2008). THESEUS1 es un receptor transmembranal tipo
cinasa involucrado en procesos de desarrollo de la planta y que probablemente funciona
como un sensor de cambios en la pared celular (Hématy et al., 2007). Recientemente
Cheung y Wu en el 2011 plantearon que THESEUS1 en conjunto con otros receptores
cinasa estructuraimente similares, como FERONIA vy HERCULES podrian estar
involucrados en un mecanismo de muerte celular y resistencia contra patdgenos.
Tomando en cuenta estos antecedentes se decidié caracterizar el dominio de cinasa de
estas secuencias tipo THESEUS1 en los cultivos tropicales de platano y papaya y evaluar

su papel en la muerte celular.

En este trabajo de tesis se lograron identificar 17 secuencias tipo THESEUST en el
genoma de Musa acuminata cv. DH-Pahang (D'Hont et al., 2012) (Cuadro 2.1), y 9
secuencias tipo THESEUST en el genoma de papaya transgénica variedad SunUp (Ming
et al,2009) (Cuadro 2.2). Aunque estructuralmente THESEUS1 y PTO solo comparten el
dominio cinasa serina/treonina, se mostré mediante un analisis filogenético que son
homologos al gen PTO (Figura 2.5). Sin embargo, se observé que la longitud THESEUS1
y PTO no son iguales debido a que THESEUS1 presenta un dominio transmembranal.
Previamente, Hématy et al. (2007) demostraron que el dominio de cinasa de THESEUS1
es activo por si solo. Por tal motivo se decidié caracterizar Unicamente el dominio cinasa

de las secuencias con mayor identidad a PTO que correspondieron a MaTHE1 para
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De manera interesante se demostré que los genes mutantes mathe y cpthe

1Y6270 5casiond una

1 Y393D

son funcionales mas alla de la clase taxondémica, el gen mathe1
muerte celular en hojas de papaya (Figura 3.18) y de la misma forma el gen cpthe
indujo una muerte celular parecida a la respuesta hipersensible en las hojas de platano
(Figura 3.19).

Una vez demostrado que estos genes inducen Ja muerte celular, el siguiente paso seria
poder caracterizar promotores inducibles que respondan a los patdgenos que mas afectan
la produccion de platano y papaya, estos promotores serian fusionados a ias secuencias
mutantes de MaTHE1 y CpTHE1 para inducir los mecanismos naturales de la planta para
resistir el estrés bidtico. Consideramos que las aportaciones de esta tesis representan un
avance importante en el entendimiento de la funcién de las secuencias tipo THESEUS1
de platano y papaya, y abren la oportunidad para su aprovechamiento en programas de

mejoramiento genético de estos cultivos.
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4.3 PERSPECTIVAS

En la presente tesis se caracteriz6 in silico la estructura de los miembros de la familia tipo
THESEUST de platano y papaya. También se avanzé de manera importante con el
analisis funcional de estas secuencias al descubrir que MaTHE1 y CpTHE1 estan
involucradas en la muerte celular. Con la finalidad de avazar mas en el conocimiento de
estas secuencias se propone determinar su actividad de cinasa, para lo cual se requerira
expresar los correspondientes dominios de cinasa de MaTHE1 y CpTHE1 en la bacteria
E. coli y purificar las correspondientes proteinas para que puedan ser utilizadas en

ensayos de actividad de cinasa in vitro.

También se planea determinar la localizacion celular de estas secuencias mediante su
expresion como proteinas de fusién con la proteina verde fluorescente (GFP). Otro
aspecto interesante para estudiar sera la identificacion mediante la técnica de dos
hibridos de otras proteinas que interactien con los dominios de cinasa de MaTHE1 y
CpTHE1. La identificacion de otras proteinas que interactien con MaTHE1 y CpTHE1
permitira diseccionar la cascada de sefalizacion que conduce a la muerte celular. Otro
aspecto relevante para estudiar sera evaluar la expresion mediante RT-PCR de genes
marcadores de la muerte celular y de la resistencia sistémica adquirida en las hojas
transformadas de manera termporal con las construcciones mutantes mathe1"%? y
cpthe™ %, Otro aspecto interesante por evaluar en las hojas que mostraron el fenotipo de
muerte celular sera cuantificar la produccion de especies reactivas de oxigeno (ejemplo
H,0,) y por otro lado cuantificar fuga de electrolitos, como resultado del dafio a la

membrana celular.

La muerte celular de tipo respuesta hipersensible es una de las respuestas mas efectivas
que tiene la planta para resistir el ataque de patégenos. En esta tesis logramos generar
evidencias que muestran que una sola mutacion en el codén que especifica a la tirosina
del sitio de activacion de MaTHE1 y CpTHE1 es suficiente para activar una muerte celular
en hojas de genotipos de platano y papaya que son susceptibles a los hongos M. fijiensis
y C. gloesporioides respectivamente. El hecho de haber activado una muerte celular de
tipo respuesta hipersensible en genotipos susceptibles a estos patégenos sugiere que
estas secuencias mutantes podrian utiizarse para el mejoramiento genético de estos
cultivos mediante el uso de promotores inducibles (Malnoy et al., 2006). Como primer
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