




















A mi comité tutorial, el Dr. Carlos Oropeza Salin, Dr. Luis Saenz Carbonell, Dr. Santy
Peraza Echeveria y Dr. Gabriel Lizama Uc, por sus observaciones y comentarios, ya

que fueron de mucha ayuda para la conclusion exitosa de este trabajo de investigacion.
A la Dra. Elizabeth Ortiz por su apoyo en la revisién del documento de la tesis. jGracias!

Al Dr. Antonio Andrade Torres, por los conocimientos practicos y teéricos transmitidos
durante la maestria. jGracias Amigo!

Al Dr. Celso Reyes Martinez, por su ayuda en la traduccién del Abstract de la tesis y por

brindarme su valiosa amistad durante la Maestria. {Gracias Amigo!

A la Dra. Goretty Caamal Chan, por su apoyo en el tratamiento de las plantas de

cocotero con SAy en la colecta de los tejidos.

Al M.C. Carlos Alberto Puch Hau, por los conocimientos compartidos y por su apoyo en

el laboratorio durante la Maestria. jGracias Carnalito!

A la IBQ. Ana Colli Rodriguez, por su ayuda en los tramites y cotizaciones de reactivos

empleados durante este trabajo de investigacién. jGracias Anita!
A mis compafieros del laboratorio de cocotero jGracias Comparieros!

A Gabriela Ek Yah, por acompafarme y apoyarme incondicionalmente en todo momento
en esta travesia que llamamos jvida!, te agradezco el carifio y el amor que me has
brindado en los momentos de angustia, al igual por motivarme cada dia para alcanzar mis
metas. jGracias Mujer!

A mis pequefios José Julian y Héctor Alejandro, por ser ahora los pilares de mi
superaciéon personal, porque gracias a la alegria y al carifio que ustedes me brindan es
gque puedo decir que absolutamente todo vale la pena. jGracias Hijos!

A mis padres, les agradezco por darme la oportunidad de estudiar para alcanzar mis
suefios y por apoyarme en todo momento durante la Maestria jLos Quiero Mucho!

A Dios, por darme vida y salud para lograr alcanzar mis metas. Te agradezco por darme
la sabiduria para concluir exitosamente esta etapa en mi vida profesional. iGracias!






Indice

12 HIPOTESIS .. oot e e 33
T3 OBUETIVOS. . 33
1.301General....c. oo 33
1.8 2 ESPOCIICOS. .. o onet i e 33
1.4 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL GENERAL.......ccoooiiiiiiiiii e, 34
1.5 REFERECIAS BIBLIOGRAFICAS ... 35

CAPITULO Il

ESTUDIO DE LA EXPRESION DEL GEN TIPO NPR1 EN PLANTAS DE
COCOTERO TRATADAS CON ACIDO SALICILICO

21 INTRODUCCION. .. ..o e e e 45
2.2 MATERIALES Y METODOS ... et e, 48
221 Material vegetal............ooiiiiiii e 48
2.2.2 Tratamiento de las plantas con acido salicilico (2.5 mM)........................ 48
2.2.3 Disefio de cebadores especificos............ocoviiiiiii i 50

2.2.4 Estandarizacién de las condiciones de PCR para el estudio de expresién

del gen tipO NP R T ... i 51
2.2.4.1 ExtracciOn de ADN. .. ..ot e 51
2.2.4.2 Estandarizacion de la temperatura de hibridacién de los cebadores. 51

225 Extraccion de ARN ... .. ... i 52
2.2.6 Tratamiento conlaenzima ADNsa l................ooiiiiiiiiici 53
2.2.7 Sintesis de ADNC.......ooiiit i e e 53
2.2.8 Estudio de la expresion del gen tipo NPR1 de cocotero...................... 53
2.2.9 Clonacién de los productos obtenidos del estudio de expresion del gen
BP0 NP R T e e e e e e 55
2.2.10 Andlisis de los productos secuenciados...................cvevviiiiiin.nn. e 56
2.3 RESULT ADODS. ... ittt 57
2.3.1 Plantas tratadas con acido salicilico (2.5 mM)..................... 57
2.3.2 Seleccion de cebadores. .. .......ooooiniiii i 57
2.3.3 Estandarizacion de las condiciones de amplificacion............................. 58






Indice

3.3 RESULTADOS . .. e e e 85
3.3.1 Cebadores disefiados para el aislamiento del extremo 3’ terminal del gen
tipo NPRT de COCOEIO......oviiii it e 85
3.3.2 Posicion de los cebadores en el fragmento del gen tipo NPR1 aislado del
ADN GENOMICO. .. ..uineei et et e e e 85
3.3.3 Analisis de los cebadores en el Genebank................c.cooiiiiiiiiiiin e, 86
3.3.4 Deduccién del extremo 3’ terminal del gen tipo NPR1 de cocotero........ 87
3.3.5 Extraccion del ARN y sintesis de ADNC................cooeiiiiiiii 88
3.3.6 Aislamiento del extremo 3’ terminal del gen tipo NPR1 de cocotero
(Fragmento 1) ..o i e 89
3.3.6.1 Primera reaccién de amplificacion (GeneRacer PCR)..................... 89
3.3.6.2 Segunda reaccién de amplificacién (GeneRacer-Nested PCR)......... 89
3.3.7 Aislamiento del extremo 3’ terminal del gen tipo NPR1 de cocotero
(Fragmento 2).... ..o e e e e a0
3.3.8 Clonacién de los fragmentos amplificados del extremo 3’ terminal......... 91

3.3.9 Analisis de la secuencia de los fragmentos amplificados del extremo 3’
L] 0.1 - 1 PP 93
3.3.10 Alineamiento de los marcos de lectura abierto (ORF’s) de los extremos
IS A0S, . e e 96
3.3.11 Analisis del extremo 3’ terminal de la proteina tipo NPR1 de cocotero.. 98
3.3.12 Alineamiento e identificacion de los dominios conservados del extremo

AISIATO. .. e 100

3.3.13 Andlisis filogen@tiCo........cccoi it 102
A DISCUSION. ...ttt e e et e e 104
3.5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS . ......ooiiiiii i 106

CAPITULO IV

4.1 DISCUSION GENERAL. .....ootiiiiiiiie ittt 111
4.2 CONCLUSIONES . ... e 115
4.3 PERSPECTIVAS ..o 116
4.4 REFERECIAS BIBLIOGRAFICAS.......ooiiiiii et 117






indice

Vi






Figura 1.15. Se observa que a una concentracién de 2.5 mM de SA la planta de
coco sufri6 menos dafio después de ser inoculado con el hongo patogénico
Phytophthora CapSiCi............ccovevvr i,

Figura 1.16. Alineacion multiple de la secuencia de la proteina de NPR1 de
cocotero con otras especies (banano, soyay arroz)..........c..ocoeiveiiiiiiiiiiiee e,

Figura 1.17. Arbol filogenético en el cual se observan los clados en los que fueron
agrupados las secuencias aisladas en ese trabajo............................

Figura. 1.18. Diagrama de cada uno de los pasos realizados durante el trabajo de
INVESHIGACION. .. ...t e e e,

CAPITULO I

Figura 2.1. Imagen representativa de una de las palmas que fueron sometidas a
una concentracion de 2.5 mM de acido salicilico................c.ocoiii i,

Figura 2.2. Representacion esquematica del proceso de tratamiento de plantas
con SA. A). Se observa una planta antes de ser sometida al tratamiento con SA.
B). Cajetero conteniendo medio de cultivo liquido Y3 con una concentraciéon de
2.5 mM de SA estéril. C). Imagen representativa de una la planta durante el
tiempo sometido al tratamiento................oo i

Figura 2.3. Esquema representativo de la cosecha de los tejidos. A). Aspecto de
la planta hasta antes de ser cosechado; B). Proceso de cosecha de cada uno de
los diferentes tejidos. C). Contenedor con nitrogeno liquido en el cual eran
puestos los tejidos cosechados antes de ser almacenados a -80°C.....................

Figura 2.4. Imagen representativa que muestra los principales puntos de
referencia del vector de clonacién pGEM-T EaSY..........ccoooiiiiiiiiiieiiiie i

Figura 2.5. Fraccionamiento de ADN genémico de cocotero. Imagen
representativa de un gel de agarosa 1% con bromuro de etidio que muestra el
ADN extraido para la estandarizacion de los cebadores. Carriles 1, 2, 3. Réplicas
del ADN @Xtraido. .. ....cooiiiiii i e er et e e e

Figura 2.6. Imagen que muestra los productos obtenidos con el cebador NPR1-a,
empleando las diferentes temperaturas de hibridacién. Carril 1. Temperatura de
62°C; Carril 2. Temperatura de 60°C; Carril 3. Temperatura de 58°C y Carril 4.
Temperatura de 56°C. M. Marcador molecular de 100 pb. La flecha indica, el
producto que mostré la mejor temperatura de hibridacién............................L

Figura 2.7. Imagen que muestra el producto obtenido con el cebador NPR1-b.
Carril 1. Temperatura de 62°C; Carril 2. Temperatura de 60°C; Carril 3.
Temperatura de 58°C; Carril 4. Temperatura de 56°C y M. Marcador molecular de

Indice

30

31

32

34

48

49

50

55

58

59

viii






ADN contaminanate. b) ARN previamente tratado con ADNsa | (Ambién). ¢) ADNc
sintetizado con la enzima Cloned AMV RT empleando 3 ug de ARN total.............

Figura 3.4. Productos amplificados con el cebador NPR1-A. Carril 1. Muestra el
producto amplificado con una temperatura de hibridacién de 70°C; Carril 2.
Marcador de molecular de 100 pb. Carril 2. Producto amplificado con una
temperatura de hibridacidon de 72°C.............o i

Figura 3.5. Productos de la segunda amplificacién, empleando un gradiente de
temperatura para ambos cebadores (NPR1-B y NPR1-C). a) Fragmentos
amplificados con el cebador NPR1-B de aproximadamente 500 pb, la flecha,
indica el fragmento clonado. b) Fragmento amplificado con el cebador NPR1-C,
también de aproximadamente 500 pb...........ccocooiii

Figura 3.6. Fragmentos de la primera reaccion de amplificaciéon con el cebador
NPR1-B. Carril 1. Marcador molecular de 100 pb; Carril 2. Fragmento amplificado
de aproximadamente 1,200 pb (flecha roja) con el cebador NPR1-B. Las flechas
negras, sefialan posibles fragmentos inespecificos.......................

Figura 3.7. Producto de la segunda amplificacién. Carril 1. Marcador molecular de
100 pb; Carril 2. Fragmento amplificado de aproximadamente 1,100 pb (flecha
roja) con el cebador NPR1-C.... ..o e e e

Figura 3.8. Imagen representativa de los tres fragmentos purificados. Carril 1.
Macador molecular de masas (High mass); Carril 2. Primer fragmento purificado
(500 pb); Carril 3. Segundo fragmento purificado (1,200 pb) y Carril 4. Tercer
fragmento purificado (1,100 pb).......c.oiii i

Figura 3.9. Productos de PCR con los cebadores M13. Carril 1. Marcador
molecular de 100 pb; Carril 2. Producto que contiene el fragmento 1 (500 pb);
Carril 2. Producto que contiene el fragmento 2 (1,200 pb); Carril 3. Producto que
contiene el fragmento 3 (1,100 Pb).....ooiiiii i

Figura 3.10. Concentraciéon de los plasmidos extraidos los cuales contienen los
fragmentos de interés. Carril 1. Plasmido con el fragmento 1 (500 pb); Carril 2.
Plasmido con el fragmento 2 (1,200 pb); Carril 3. Plasmido con el fragmento 3
(1,200 pb) y Carril 4. Marcador de Masas Highmass................cooeviiiiiciin i

Figura 3.11. Secuencia de nucleétidos de los tres fragmentos aislados del
extremo 3’ terminal del gen tipo NPR7 de cocotero..............oovviiiiiniiiieniiin

Figura 3.12. Marcos de lectura abierto de los fragmentos aislados del gen tipo

Figura 3.13. Alineamiento de los tres marcos de lectura abierto del extremo 3’
terminal aislado. a) alineamiento de la secuencia del Fragmento 2 con la
secuencia del Fragmento 3; b) Alineamiento de la secuencia de aminoacidos del
Fragmento 1 con la secuencia del Fragmento 3; c) Secuencia final de
aminoacidos aislado (251aa), mediante la unién las secuencias de los tres
fragmentos. .. .o

Indice

88

89

90

90

91

92

92

93
94

96






Indice

Xii






Cuadro 3.6. Resultados del analsis de los tres cebadores con la base de datos
del GenBank (http:/AMww.nchi.nlm.nih.govl).........oooiveie e

Cuadro 3.7. Secuencias empleadas como referencia para determinar el tamario
de los extremos 3' y 5 terminales del gen tipo NPR17 de coco. El sombreado
gris, muestra el tamafio del fragmento aislado del ADN gendmico y las partes no
sombreadas, muestran los tamanos aproximados de los extremos faltantes.......

Cuadro 3.8. Porcentajes de identidad de los fragmentos aislados y analizados
con el programa BLASTN del NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/).........ccc.c.ooee.

Indice

86

88

Xiv






Resumen







Abstract







Introduccion







Capitulo |

ll
|

1.1.1.3 IMPORTANCIA ECONOMICA

En México, la mayor superficie cultivada con cocotero se encuentra en areas marginales
de los suelos costeros, no obstante, es uno de los cultivos tropicales de mayor
importancia econémica, cubre una superficie de 100 mil hectareas de las cuales
dependen aproximadamente 50 mil familias que viven directamente del cultivo, ademas es
fuente de ingreso para cerca de 20 mil trabajadores que viven de las labores del proceso
de produccién del cultivo y de las actividades en la industria de la transformacion. Los
estados productores de cocotero son Chiapas, Colima, Guerrero, Jalisco, Michoacén,
Nayarit, Oaxaca, Quintana Roo, Sinaloa y Tabasco (www.conacoco.com.mx, 2008). Sin
embargo durante los ultimos 10 afos la superficie de cocotero ha disminuido a
consecuencias tales como la vejez de las plantaciones y los dafios causados por plagas y
enfermedades, tales como son el anillo rojo, el ataque del mayate prieto y principalmente
el Amarillamiento Letal (AL) que ha devastado millones de hectareas de este cultivo
(Harrison y Oropeza, 2008).

1.1.2 AMARILLAMIENTO LETAL (AL)

El Amarillamiento Letal (AL) es una enfermedad que afecta principalmente especies
dentro de la familia Arecaceae (Gobierno del Edo. de Colima, 2005). Es una enfermedad
devastadora que afecta al cocotero (cocos nucifera L.), asi como a otras 38 especies mas
de palmas (Harrison, et al., 1999), y a una especie no palma, Pandanus utiliis. El AL ha
causado la muerte de cientos de millones de palmas de cocotero en la regiéon del Caribe,
América Central y México (Harrison y Oropeza, 2008).

1.1.2.1 DISPERSION

Esta enfermedad fue diagnosticada como tal en Key West (Florida) en 1950 y
posteriormente en la region de Miami en 1971, desde donde continla extendiéndose
hacia el norte. Esta enfermedad se observé por primera vez en México en la Isla de
Cozumel, Quintana Roo en 1977 (Figura 1.1), pero su presencia fue confirmada cinco
afios después, mediante microscopia electronica (Mc Coy et al., 1982). Actualmente, la
enfermedad se encuentra en gran parte del Caribe (Jamaica, Gran Caiman, Cuba,
Republica Dominicana, Haiti, Bahamas), México, Belice, Florida Texas, y mas

recientemente en Honduras y Guatemala.
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1.1.4 SISTEMA INMUNE DE LA PLANTA

Recientes avances en la investigacion de inmunidad vegetal proveen nuevas sefales
dentro de la subrayada red de sefiales de defensa. En la naturaleza, las plantas estan
continuamente amenazadas por un amplio rango de patégenos y plagas dafinos,
incluyendo virus, bacterias, hongos, Oomicetos, nematodos e insectos herbivoros. Cada
uno de estos atacantes se aprovecha de altas caracteristicas especializadas para
establecer una relacién parasitica con su planta hospedera. De acuerdo a su estilo de
vida, los patégenos de plantas son generalmente divididos en biétrofos, necrétrofos y
hemibiétrofos (Pieterse et al, 2009). Los patdégenosx bidtrofos, son aquellos que
mantienen su hospedero vivo y causan un dafo minimo celular. Establecen contacto
intimamente intracelular y se alimentan de la célula hospedera. Por ejemplo estan los
mohos y micelios de los hongos, nematodos endoparasiticos, ciertas bacterias y virus
patogénicos. Los patégenos necrotrofos, son aquellos que matan al tejido hospedero
mediante la produccién de enzimas o toxinas que degradan la pared celular, conduciendo
a la maceracion del tejido hospedero, muestran un rango hospedero amplio, un ejemplo
es la bacteria de raiz Erwinia. Los patégenos hemibiétrofos, son aquellos que muestran
una fase inicial de biotréfico seguido por una necrotréfico matando a la célula hospedera
(Gurr and Rushton, 2005).

1.1.4.1 MODELO “ZIG-ZAG” DEL SISTEMA INMUNE DE PLANTAS

Un punto de vista del sistema inmune en plantas puede ser representado como un modelo
de cuatro fases. En la fase 1, los PAMPs (0 MAMPs) son reconocidos por PRRs,
resultando en inmunidad activada por PAMP’s (PTI, por sus siglas en inglés). En la fase
2, los patégenos exitosos despliegan efectores que contribuyen a patégenos virulentos.
Los efectores pueden interferir con PTI, resultando en una susceptibilidad activada por
efectores (ETS, por sus siglas en inglés). En la fase 3, un efector dado es
especificamente reconocido por una de las proteinas NB-LRR, resultando en una
inmunidad activada por efectores (ETI, por sus siglas en inglés). El reconocimiento es
indirecto o a través de reconocimiento directo de un efector por NB-LRR. ETI es una
acelerada y amplificada respuestas de PTI, resultando en la resistencia a la enfermedad
y, usualmente, una respuestas de muerte celular hipersensible (HR, pos sus siglas en
inglés) en el sitio de infeccion.
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Frente a PTI, los patogenos exitosos han evolucionado secretando efectores que
flanquean actores claves de PTI para interferir con la defensa de las plantas. A su vez,
algunos cultivares vegetales han evolucionado proteinas de resistencia (R) para
directamente o indirectamente detectar estos efectores (previamente llamados proteinas
de avirulencia o Avr) de acuerdo a la teoria gen a gen y conduciendo a la inmunidad
activada por efectores (ETI, por sus siglas en inglés), el cual es a menudo acompaiado
por la respuesta hipersensible, una forma de muerte celular programada (Nicaise et al.,
2009). La percepciéon de PAMP también resulta en resistencia sistémica adquirida
(Mishina y Zeier, 2007b).

1.1.5.1 RESPUESTA HIPERSENSIBLE (HR)

Las plantas han desarrollado un gran numero de mecanismos de defensa contra el ataque
de patégenos. El reconocimiento de un patégeno a menudo desencadena una reaccion
de resistencia localizada, conocido como Respuesta Hipersensible (HR por sus siglas en
inglés), que se caracteriza por una rapida muerte celular en el sitio de infeccion
(Hammond et al., 1996). En las interacciones raza-cultivar del tipo incompatible, muchas
veces ocurre una alteracion en el metabolismo de la planta que se manifiesta con la
aparicion de lesiones locales necroéticas en el sitio mismo de infeccion (Figura 1.7B). Estas
lesiones son el resultado de una muerte celular programada (PCD por sus siglas en
ingles) o reaccion hipersensible (HR por sus siglas en inglés). La respuesta hipersensible

ademas est( T Tt mrmmssias simnlllsan A maralala da atrgg mecanismos de
defensa, inc lignina, suberina y
proteinas ric de altas cantidades
de proteinas s 1socian con el
fenébmeno de ils et al., 1996).
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Estudios realizados por diferentes investigadores para identificar componentes que
envuelven sefales de transduccion de SA, utilizan una seleccién de mutantes en los
cuales identificaron multiples alelos de un gen simple NPR1/NIMI (Cao et al., 1994,
Delaney et al, 1995, Glazebrook et al., 1996; Shah et al, 1997). Ademas la
caracterizacién mostré que el papel de NPR1 no es limitar a SAR. NPR1 es importante
para restringir el crecimiento de los patégenos en el sitio de infecciéon (Cao et al., 1994,
Delaney et al., 1995, Glazebrook et al., 1996; Shah et al., 1997) y es requerido para otra
respuesta conocida como Resistencia Sistémica Inducida (ISR), el cual es inducido por
bacterias no patogénicas y confiere re sistencia a bacterias y hongos en las partes aéreas
de la planta. NPR1 también média el entrecruzamiento de las vias de sefalizacion de
acido jasmoénico y etileno, estas vias de sefalizacién que confieren resistencia a insectos
y algunos patdégenos necrétrofos. Como se ha discutido anteriormente, NPR1 reduce la
toxicidad por SA y acumula altos niveles endégenos, sugiriendo asi, que tiene un papel
importante en ambos, destoxificar y regular la biosintesis de SA. Ademas, NPR1 tiene
otras funciones que no son directamente relacionados con resistencia, tal como la
regulaciéon de ia division celular y/o endoreduplicacién. NPR1 es expresado totaimente a
niveles bajos en las plantas y sus niveles de mARN en arroz son duplicados o triplicados
después de la infeccioén por el patégeno o tratamiento con SA (Ryals et al., 1997).

La expresién de NPR1 es mediada probablemente por factores de transcripcion WRKY,
ya que mutaciones en los sitios de union WRKY eliminan la expresién de NPR1. La
sobreexpresion de NPR1 en Arabidopsis mejora la resistencia a P. Parasitica, P. syringae,
y Erysiphe cichoracearum sin efectos perjudiciales aparentes en la planta (Cao H et al.,
1998; Friedrich et al., 2001). El mejoramiento de la resistencia es probablemente causado
por la fuerte y rapida induccién de genes PR observados en las lineas sobrexpresadas.
Esto indica que cuando los niveles de expresiéon son altos, la proteina NPR1 podria ser
activada para inducir SAR. Estudios funcionales muestran que la acumulacién de la
proteina NPR1 en el nucleo después del tratamiento con inductores de SAR, es esencial
para la induccién de genes PR (Kinkema et al. 2000). Homoélogos de NPR1 han sido
identificados en Arabidopsis thaliana, Oriza sativa, Mussa, Ipomoea batatas, Nicotiana
Bentamiana, Lycopersicum sculentum, Citrus sinensis y sugieren que su funcién es

conservada a través de especies de plantas.
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Figura 1.10. Mapa genético utilizado para la clonacién del gen NPR1 (Cao et al., 1997).

1.1.6.2 ESTRUCTURA CARACTERISTICA DE LA PROTEINA NPR1

Varios estudios ha mostrado que la proteina NPR1 (no-expresor de genes PR-1, también
conocido como NIM1 y SAI1) funciona como un regulador positivo de la expresién de
genes PR mediado por SA y de la resistencia a enfermedad en Arabidopsis thaliana (Zhao
et al.,, 2008; Guan-Shui et al., 2008 :l gen NPR1 codifica una proteina que posee una
secuencia de localizacion nuclear _ipartita (NLS) y dos dominios conservados de
interaccién proteina-proteina: un dominio BTB/POZ (Broad-complex, Tramtrack and Bric-
abrac/Pox virus and Zinc Finger) el cual encuentra en el N-terminal, es un dominio
caracteristico de proteinas de unién a actina y que esta involucrado en la oligomerizacion
de proteinas y en la formacién de heterodimeros (Collins et al., 2001).

Al igual este gen funciona como substrato para ligasas de ubiquitina las cuales son base
para el complejo Cullin3 (Spoel et al., 2009) y el otro dominio es un dominio caracteristico
de la proteina, es un dominio repetido de Ankirinas (Zhao et al., 2008; Guan-Shui et al,,
2009), que le permiten interactuar con factores de transcripcion tipo B-Zip (TGA2, TGA3,
TGAS5 y TGAB) (Rochon et al., 2006; Zhang et al., 1999). Esta proteina presenta tambiéen,
en el C-terminal un motivo fosfodegrén tipo IkB (Collins et al., 2001), residuos de Cys que
controlan el estado de oligomerizacién y la localizaciéon nuclear de la proteina (Rochén et
al., 2006), y se ha identificado que la C-terminal es importante para su localizacién nuclear
(Figura 1.11) (Rochon et al., 2006; Kinkema et al., 2000).

22


















Capitulo |

Cuadro 1.3. Familias de genes tipo NPR17, que han sido caracterizados en otras especies
de plantas.

Especie Proteinas tipn NPR1 Referencias Bibliograficas
Arabidopsis thaliana 6 The Arabidopsis Genome Iniciative, 2005
Populus trichocarpa 5 Tuskan et al., 2006

Vitis vinifera 2 Henanff et al., 2009

Oryza sativa 5 Yuang ef al., 2007

Carica papaya 4 Peraza-Echeveria et al., 2012

1.1.6.6 BIOTECNOLOGIA DE NPR1

En varios estudios se ha logrado la sobreexpresiéon del gen NPR17 en diferentes especies
(Cuadro 1.4). Los resultados de la sobreexpresion de este gen en algodén (Parkhi et al.,
2010}, naranja (Zhang et al., 2010), zanahoria (Wally et al., 2009), canola (Potlakayala et
al., 2007), arabidopsis (Cao et al., 1998), trigo (Fitzgerald et al., 2004), tomate (Lin et al,,
2004) y manzana (Malnoy et al, 2007) han permitidc egar a la conclusién de que el
aumento en el nUmero de copias de NPR7 aumenta la resistencia a bacterias y hongos.
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Cuadro 1.4. Especies de plantas en las cuales se ha sobreexpresado el gen NPRT.

ESPECIE PATOGENO FUENTE
Cotton Verticillium dahliae Parkhi et al., 2010
Citrus Xanthomonas Citri Zhang et al., 2010

Botrytis cinerea, Wally et al., 2009
Daucus carota L. Altenaria radicina and S. sclerotiorum/

Erysiphe heraclei, Xanthomonas hortorum
Arabidopsis thalianay  Pseudomonas syringae Potlakayala et al,
Brassica napus 2007
Arabidopsis thaliana Psm ES4526 Cao et al, 1998
Oriza sativa X. oryzae pv oryzae Chern et al., 2005

Solanum lycopersicum Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici Lin efal., 2004
Stemphylium solani

Triticum sp. F. grminearum Makandar et al., 2006

Malus pumila Venturia inaequalis, Erwinia amylovora, Malnoy et al., 2007
Gymnosporangium juniperi-virginianae

Theobroma cacao Pseudomornias syringae pv. tomato ZiShietal, 2010
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El ALC es una enfermedad causado por fitoplasmas (Beakbane et al, 1972; Mc Coy
1972) se dispersa muy rapidamente (Mc Coy et al., 1983), pues es transmitido por un
insecto volador, el homéptero Myndus crudus, identificado como vector en estudios
realizados en Florida (Howard et al., 1982; Harrison y Oropeza, 1997) y en México (CICY,
México; resultados no publicados). Este insecto se encuentra ampliamente distribuido en
los paises tropicales de Latinoamérica y el Caribe (Kramer, 1979; Villanueva-Barradas,
1991). El uso de antibiéticos e insecticidas para controlar al patégeno y al vector tiene una
utilidad parcial, pero no suficiente para el control de la enfermedad (Mc Coy et al., 1983),
el empleo de germoplasma resistente ha sido eficiente en el combate de ALC (Harrison y
Oropeza, 2008). Por otro lado, recientemente se reporté en Jamaica que al usar una
combinacién de practicas culturales, que incluyen principalmente deteccion temprana del
AL en las plantas, derribo y destruccion de palmas infectadas y la eliminaciéon de malezas
hay una reduccién en la incidencia de la enfermedad (Oropeza et al, 2009). Estas
mismas practicas han dado el mismo resultado en una enfermedad similar al ALC en
Ghana (Nkansah-Poku et al., 2009)

Las plantas poseen de forma natural, barreras de defensa contra patégenos, y una de
ellas es la resistencia sistémica adquirida (SAR), la cual es una de las armas mas
importantes que poseen las plantas para defenderse ante el ataque de patdgenos
(Durrant y Dong, 2004; Cao et al., 1997). La resistencia mediada por SAR se produce
cuando la célula vegetal identifica ciertas moléculas producidas por los patégenos
lamadas efectores, lo que desencadena una respuesta primaria conocida como la HR
(Heat, 2000; Pruski et al., 2000) que a su vez desencadena la SAR (Durrant y Dong,
2004). Molecularmente la SAR, se caracteriza por un incremento en la expresiéon de
genes PR que son considerados marcadores de esta respuesta (Durrant y Dong, 2004).
Actualmente se considera al gen NPR1 (no expresivo de genes PR-1) como un regulador
maestro de la SAR (Pieterse y Van Loon, 2004; Cao et al., 1997; Cao et al., 1994). Este
gen fue aislado por primera vez en 1997 a partir de una mutante de Arabidopsis thaliana
insensible a SA e INA con bajos niveles de expresién de los genes marcadores de la
SAR, PR1y PRS5, denominando a este gen “no expresivo de genes PR-1" (NPR1) (Cao et
al., 1997; Cao et al.,, 1994). En Arabidopsis, el gen NPR1 pertenece a una pequefia familia
génica que comprende a otros cinco miembros NPR2, NPR3, NPR4, NPR5 y NPR6

(Zhang et al., 2006; Hepworth et al., 2005; Liu et al., 2005).
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2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 MATERIAL VEGETAL

Las plantas empleadas para realizar los estudios de la expresiéon del gen tipo NPR1
fueron palmas de coco de la variedad Alto del Pacifico (AP) provenientes de cultivo in vitro
con una talla aproximada de 27 cm (Figura 2.1). Estas palmas han mostrado cierta
resistencia a la enfermedad del AL, pero se desconoce cual sea la causa de esta
resistencia.

Figura 2.1. Imagen representativa de una de las palmas que fueron sometidas a una
concentracién de 2.5 mM de &cido salicilico.

2.2.2 TRATAMIENTO DE LAS PLANTAS CON ACIDO SALICILICO (2.5 mM)

Las palmas provenientes de cultivo in vitro fueron lavadas con abundante agua estéril y
tranferidas a medio Y3 el cual contenia 2.5 mM de SA. Basados en la informacién de la
literatura, se decidié tomar un rango de tiempo de 0 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas,
96 horas y 120 horas para la evaluacion de la expresion de este gen en plantulas tratadas
con 2.5 mM de SA. Estas pruebas fueron realizadas por triplicado. Se tomaron como
controles (a) plantulas que contenian etanol (2 mL/L) en el medio Y3 en ausencia de SA
(b) y plantulas que solo contenian el medio Y3 en ausencia de SA (Cuadro 2.1).
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Posteriormente de acuerdo a los tiempos establecidos, se realizd la cosecha de los tejidos
a cada una de las plantas. Los tejidos cosechados fueron hoja, tallo y raiz y
posteriormente fueron congelados en nitrégeno liquido, para, evitar la degradacion del
ARN. Seguidamente los tejidos fueron puestos en congelacién en un ultracongelador a -

80°C, para la posterior extraccion del ARN (Figura 2.3).

|

E o]

Figura 2.3. Esquema representativo de la cosecha de los tejidos. A). Aspecto de la planta
hasta antes de ser cosechado; B). Proceso de cosecha de cada uno de los diferentes tejidos. C).
Contenedor con nitrégeno liquido en el cual eran puestos los tejidos cosechados antes de ser
ailmacenados a -80°C.

2.2.3 DISENO DE CEBADORES ESPECIFICOS

Se realiz6 el disefio de cebadores a partir del fragmento previamente clonado del gen tipo
NPR1 aislado del ADN genémico de cocotero (Narvaez, 2010. Tesis de Maestria). Este
fragmento se encuentra en el dominio repetido de Ankirina, el cual es un dominio de
interaccién proteina-proteina y es altamente conservado. E! disefio se realizé utifizando el
programa informatico Primer3Plus. Posteriormente el programa mismo nos mostré los
posibles pares de cebadores formados, también nos indicd el tamafio del amplicdén
esperado pa. cada par de cebadores. Los cebadores seleccionados se denominaron
NPR1-a (Tm=54°C) y NPR1-b (Tm=57°C). Después, estos cebadores, fueron anafizados
en el programa BLAST del banco de genes del Centro Nacional de Informacién
Bioinformatica (NCBI por sus siglas en inglés) para ver si mostraban cierta similitud con
alguna secuencia de NPR1 que haya sido caracterizada en alguna especie de planta.
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2.2.5 EXTRACCION DE ARN

CTABI/Kit Comercial: Se maceré 0.5 g de tejido de hoja con nitrégeno liquido en un
mortero previamente esterilizado (ARNsaway). Se le adicioné 600 uL de buffer CTAB+12
ul de B-mercaptoetanol (previamente calentado a 65°C) y la mezcla fue transferida a un
tubo eppendor de 2 mL. El extracto se incubdé a 65°C por 10 minutos. Después se
adicion6 600 pL de la mezcla Fenol-Cloroformo-Alcohol Iscamilico (25:24:1). Luego se
centrifugé a 14000 rpm por 5 minutos y se recuperd el sobrenadante en un tubo nuevo
agregando 1 volumen de isopropanol frio (-20°C) + 100 pL de acetato de sodio 3 M para
precipitar los acidos nucleicos y se incubé en hielo por 5 minutos. Posteriormente la
muestra fue centrifugada a 14000 rpm por 5 minutos desechando el sobrenadante
(observar la pastilla). La pastilla fue lavada con 1 mL de etanol al 70% y resuspendida en
40 pL de agua libre de nucleasas. Luego se le dio un segundo lavado agregando 700 uL
de SSTE + 700 uL de Fenol Cloroformo-Alcohol Isoamilico (25:24:1) + 100 uL de acetato
de sodio 3 M, se mezclé y centrifugé a 14000 rpm por 5 minutos. Posteriormente se
adicion6 un volumen de Isopropanol y se incubd 5 minutos a -20°C. El precipitado se
aplicé a una columna proporcionada por el kit de extraccién (ARNspin Mini Column) y se
centrifugdé a 10,000 rpm 1 minuto. El producto filtrado fue desechando. Luego se adicioné
350 pL del buffer MDB del kit (Membrane Desalting Buffer) y nuevamente se centrifugé a
10,000 rpm por 1 minuto para secar la membrana y el filtrado fue desechando. Después
se aplico 95 ul de la mezcla de reaccién de DNAsa del kit (10 uL. de ADNasa | + 90 yL de
buffer reaccion de DNAsa) a la columna y se incub6é a temperatura ambiente por 15
minutos. Posterior a eso se inactivé la enzima ADNasa | con 200 yL de buffer RA2.
Luego se adicioné 600 pL del buffer RA3 centrifugando durante 1 minuto a 10,000 rpm y
desechando el filtrado, luego se dio un lavado con 250 uL de buffer RA3 nuevamente pero
esta vez centrifugando por 2 minutos a 10,000 rpm. Posterior el ARN fue eluido en tubo
nuevo y aplicando 30 uL agua libre de nucleasas al centro de la columna y centrifugando
a 13,000 rpm durante 1 minuto. Finalmente el ARN fue fraccionado en un gel de agarosa

al 1% en una camara electroforética a 95V y 175A.
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Cuadro 2.2. Mezcla de reaccion, para el analisis de la expresion del gen tipo NPR1 de cocotero,

REACTIVO VOLUMEN
ADNc 2 uL
Agua estéril 123 pL
10X Buffer (-MgCl,) 5uL
MgCl; (50 mM) 1kl
Mezcla de dNTPs (10 mM) 0.5uL
F-NPR1-a (20 pMot) 2L
R-NPR1-a (20 pMol) 2L
Tag DNA Polymerasa 0.2 uL
Volumen Total 25 uL

Posteriormente en el cuadro 2.3, se observan las condiciones de temperatura empleados
para tal amplificaciéon. Para esto se empled una temperatura de hibridacion de 60°C por 1
minuto (Ver estandarizacion de la condiciones de PCR).

Cuadro 2.3. Condiciones de temperatura empleadas para la amplificacién del gen tipo NPR17 de
coco, durante el estudio de la expresién semicuantitativa.

Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
v4 4 minutos 1
94 1 minuto
60 30
72 30 segundos
72 10 minutos 1
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Las colonias positivas fueron crecidas en 5 mL de medio liquido con ampicilina (100 mg/L)
e incubadas a 37°C y 200 rpm durante toda la noche (16 horas aproximadamente) con el
objetivo de multiplicar la cantidad de plasmido recombinante. Luego, se tomaron 2 mL del
cultivo para realizar la subsecuente extraccion del plasmido mediante el kit comercial
Miniprep QlAprep (QIAGEN). El plasmido extraido fue cuantificado con la ayuda del
marcador de masas High Mass (Invitrogen) para asi determinar la concentracion
requerida para la secuenciacion. E! proceso de secuenciacion fue realizado por la
Universidad de Davis en California (Davis Sequencing), con el método dideoxi, ideado por
Sanger, basado en el empleo de didesoxinucleotidos que carecen de uno de los grupos
hidroxilo.

2.2.10 ANALISIS DE LOS PRODUCTOS SECUENCIADOS

Los Productos secuenciados se nombraron como PRODUCTO A (24 horas) y
PRODUCTOQO B (96 horas). Después de obtener la secuencia de estos productos, se
procedid a realizar el andlisis. Para empezar, se inicié con la obtencién del Marco de
Lectura de Abierto (ORF’s, p.. sus siglas en inglés), empleando el programa TRASLATE
de Biotools-Expasy (http://expasy.org/tools/). Después de obtener la ORF de estas
secuencias, se realizé una alineacién entre ellas, con la finalidad de saber si estos
fragmentos poseen la misma secuencia y si pertenecen al gen tipo NPR1 de coco.
También se realizé un alineamiento entre las secuencias de nucleétidos con el mismo fin.
Luego, se realizé un analisis de las ORF’s empleando el programa BLASTP del banco de

genes NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/).
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Cuadro 2.5. Resultados del andlisis del cebador NPR1F-a con el programa BLAST.

Accesion Descripcién Expect % ldentidad
XM002308245.1 Populus trichocarpa NPR1/NIM1_like regulatory  0.066 100
protein, mRNA
DQ152833.1 Cydonia oblonga clone co-2c¢10 NPR1-like 0.26 100

protein mRNA, partial Cds

El cebador NPR1-b, no mostré ninguna similitud con algun tipo de NPR1. Sin embardo, a
pesar de esto, este cebador fue empleado para la estandarizaciéon de la temperatura de

hibridacién y especificidad.

2.3.3 ESTANDARIZACION DE LAS CONDICIONES DE AMPLIFICACION

En la Figura 2.5, se observa el fraccionamiento del ADN genémico extraido de una palma
de cocotero (no sometida a SA), empleando el protocolo de extraccién con silica. El ADN
fue extraido por triplicado, para tener suficiente ADN durante las pruebas. Observamos
que este método de extraccién resulté ser eficiente ya que obtuvimos ADN de buena
integridad con una banda bien definida sin presencia de barrido y ausencia de ARN.

Figura 2.5. Fraccionamiento de ADN genémico de cocotero. Imagen representativa de un gel de
agarosa al 1% tefido con bromuro de etidio que muestra el ADN extraido para la estandarizacién
de ios cebadores. Carriles 1, 2, 3. Réplicas del ADN extraido.
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En este estudio, igual que NPR1 de arabidopsis, banano y cacao (Cao et al., 1997; Zhao
et al, 2008; Zi Shi et al., 2010) el gen tipo NPR1 de cocotero, se ha visto expresado
constitutivamente en tejido de hoja y se ha observado un aumento en el nivel de
expresién mediante la aplicacién de SA exdgeno. En cuando a los perfiles de expresion
del gen tipo NPR1 de cocotero, solamente fueron estudiados en tejido de hoja. El
resultado observado de los tejidos de hoja tratados con SA, muestran un aumento en el
nivel de expresioén tal como ha visto en otras especies estudiadas, en cuanto que los
controles, solamente se observé una constitutiva expresién basal. A pesar de haber
observado una expresién variable del gen tipo NPR1 de cocotero en las plantas tratadas
con SA, se pudo determinar que en dos de los tejidos de hoja cosechados a las 24 h y 96
h, mostraron un nivel de expresién muy definido (Figura 2.10). El primer pico de expresién
del gen tipo NPR1 de cocotero, fue observado a las 24 h, similar al tiempo observado en
arabidopsis (Cao et al., 1997). Sin embargo, posteriormente, se observa que el pico de
expresion disminuye a las 48 y 72 h, pero manteniendo siempre un nivel de expresion por
encima de los controles. Posteriormente se observa, que a las 96 h, el pico de expresion
aumenta nuevamente, algo muy poco visto en otras especies, donde se ha visto que
después de alcanzar un maximo nivel de expresién, nuevamente disminuyen hasta
alcanzar un nivel basal (Zhao et al., 2008).

Nuestros resultados indican que el gen tipo NPR1 de cocotero, fue constitutivamente
expresado en bajos niveles, sin embargo, estos niveles pueden ser aumentados dos a
tres veces después de ser sometido a tratamiento con SA, tal como se reporta en
arabidopsis (Cao et al., 1997; Ryals et al., 1997). Posteriormente para descartar la posible
duda de haber estado amplificando fragmentos inespecificos, se secuenciaron dos de los
productos observados de mayor expresion en este ensayo (24 y 96 horas) y de acuerdo a
los resultados obtenidos después del analisis con el programa BLASTP de la base de
datos del GeneBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), los dos fragmentos mostraron un
100% de alineacién entre ellas y un 83% de identidad con la proteina NPR1 de Musa del
grupo ABB y un valor de Expect=9e-28, al igual mostré similitud con la proteina NPR1 de
Cydonia oblonga (76% de identidad y Expect=4e-26), Pyrus communis (76% identidad,
E=4e-26), Prunus laurocerasus (76% identidad, E=5e-26). Por lo tanto, se dedujo que los
fragmentos amplificados durante el estudio de expresién corresponden al fragmento de un

gen tipo NPR1 de cocotero, ubicado dentro del dominio conservado de ankirina.
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Por lo que es necesario la identificacién, aislamiento y caracterizacién de homélogos de
NPR1 en ofras especies de plantas, particularmente plantas monocotiledéneas. Como se
mencioné en el capitulo anterior, se ha logrado aislar un fragmento de un gen tipo NPR1
en cocotero, el cual es inducido por SA, teniendo con ello las primeras evidencias de este
gen en Cocos nucifera L.

Por lo tanto el objetivo de este capitulo, fue el aislamiento e identificacién del extremo 3’
terminal del gen tipo NPR1 de cocotero a partir de ADNc, empleando el kit comercial
GeneRacer (Invitrogen). Como primer paso se disefiaron nuevos cebadores especificos
de esta secuencia previamente aislada con cebadores degenerados (Narvaez, 2010.
Tesis de Maestria). Posteriormente se empléo ARN de una planta que anteriormente en
los analisis de expresién mostré un mayor nivel del gen tipo NPR1. Luego los fragmentos
amplificados, fueron secuenciados y posteriorrmente analizados con el Programa
BLASTP, para determinar el porcentaje de identidad con secuencias homélogas de genes
NPR1 caracterizadas en otras especies de plantas. Por ultimo, se identificaron los
dominios conservados y se realizaron los analisis filogenéticos correspondientes para
sustentar las relaciones filogenéticas con genes NPR1 descritos.
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3.2.2 UBICACION DE LOS CEBADORES EN EL FRAGMENTO DEL GEN TIPO
NPR1 DE COCOTERO AISLADO DE ADN GENOMICO DE COCOTERO

Los tres cebadores (Forward), fueron ubicados dentro la secuencia del fragmento del gen
tipo NPR1 aislado del ADN gendémico de cocotero (Narvaez, 2010. Tesis de Maestria). La
ubicacion de estos cebadores, fue con la finalidad de determinar cual de ellos debia ser
empleado para la primera reaccion de amplificacion (GeneRacer PCR) y de ser necesario,
cual de ellos iba a ser empleado en una posible segunda reaccién de amplificacion
(GeneRacer Nestéd-PCR).

3.2.3 ANALISIS DE LOS CEBADORES EN EL GENEBANK

Después del disefio y la ubicacion de los cebadores, estos, fueron analizados empleando
el programa BLASTN (http:/blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), con la finalidad de
determinar el porcentaje de identidad de cada uno de los cebadores con genes
homologos de NPR1 caracterizados en otras especies de plantas.

3.2.4 PREDICCION DEL EXTREMO 3’ TERMINAL DEL GEN TIPO NPR1 DE
COCOTERO

Posteriormente, se optoé por hacer un alineamiento de la secuencia de aminoacidos del
fragmento aislado del ADN genémico de cocotero (Narvaez, 2010. Tesis de maestria),
con las secuencia de aminoacidos de los homdélogos de MANPR1 de musa spp. ABB
[Dongguan Dajiao] (FJ357442) y OsNPR1 de arroz [Oryza sativa Japénica Group]
(AY923983.1). Se seleccionaron estas dos secuencias homélogas, debido a que
pertenecen al grupo de las monocotiledéneas, igual que la palma de cocotero (Cocos
nucifera L.). Por lo tanto, el objetivo de este alineamiento fue para deducir el tamafo
aproximado del extremo 3’ terminal faltante. El alineamiento fue realizado empleando el
programa BOXSHADE (http://www.ch.embnet.org/software/ClustalW.html).
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3.2.7 AISLAMIENTO DEL EXTREMO 3' TERMINAL DEL GEN TIPO NPR1
(FRAGMENTO 1)

3.2.7.1 PRIMERA REACCION DE AMPLIFICACION (GeneRacer PCR)

La primera reaccion de amplificaciéon (GeneRacer PCR) fue hecho empleando el Forward
del cebador NPR1-A. Las condiciones para la preparacién de la mezcla, fueron tomadas
del manual del GeneRacer (Invitrogen) para un volumen final de 25 uL (Cuadro 3.1).

Cuadro 3.1. Condiciones para la preparacién de la mezcla de la primera reaccién para el
aislamiento del extremo 3’ terminal.

Reactivos Volumen
RT Templado 2L
Agua estéril 12.3 uL
10X Buffer (-MgCl,) 5L
MgCl, (50 mM) 1L
Mezcla de dNTPs (10 mM) 0.5uL
GeneRacer™ 3’ Primer, 10 uM 2L
(Forward) A, 10 uM 2 ul
Taq ADN Polymerasa 0.2 uL

Volumen Total 25 L

En cuanto a las condiciones de temperatura de hibridacién para este cebador, se
emplearon dos temperaturas (70°C y 72°C), para asi, poder determinar cual de ellas
mostraba mejores resultados. El programa empleado para esta primera reaccion, se basé
del recomendado en el manual del GeneRacer (Cuadro 3.2). Posteriormente, el producto
amplificado fue fraccionado en un gel de agarosa al 2%, empleando una camara
electroforética a 90V y 175°A.
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Cuadro 3.3. Condiciones empleadas para la preparacién de la mezcla en la segunda de reaccién
de amplificacién del extremo 3’ terminal.

Reactivos Volumen
Producto de la 1° Amplificacion 2L
Agua esteéril 12.3 pL
10X Buffer (-MgCl,) 5uL
MgCl, (50 mM) 1ul
Mezcla de dNTPs (10 mM) 0.5 uL
GeneRacer™ 3' Nested (10 uM) 2uL
(Forward)-B (10 uM) 2ul
Taq ADN Polymerasa 0.2 yL
Volumen Total 25 uL

El programa de temperaturas para esta segunda reaccién de amplificacion fue tomado del
manual del GeneRacer, sin embargo, para este cebador, se probaron tres diferentes
temperaturas de hibridacion: 66°C, 68°C y 70°C (Ver cuadro 3.4), con la finalidad de
determinar cual de ellas mostraba mejores resultados. El producto amplificadd fue
fraccionado en un gel de agarosa al 1.5%.

Cuadro 3.4. Condiciones de temperatura empleadas para la segunda reaccion de amplificacion del
extremo 3’ terminal.

Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
94 2 minutos 1
94 30 segundos
66, 68, 70 30 segundos 25
72 2 minutos
72 10 minutos 1

Posteriormente, también se empled el cebador NPR1-C, para reamplificar el producto
obtenido con el cebador NPR1-A. Las condiciones para la preparacion de la mezcla y las
temperaturas de hibridacién fueron las mismas que se emplearon para el cebador NPR1-
B (Ver cuadro 3.3 y cuadro 3.4).
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3.2.10 ANALISIS Y OBTENCION DE LAS ORF’'S DE LOS FRAGMENTOS
CLONADOS

Para obtener el marco de lectura abierto (ORF, por sus siglas en inglés) de las secuencias
aisladas, éstas, fueron sometidas al programa TRASLATE de BIOTOOL-ExPasy
(http://web.expasy.org/translate/) posteriormente fueron alineadas, empleando el
programa CLUSTALW (http://www.ch.embnet.org/software/ClustalW.html) y sombreadas
con el programa BOXSHADE (http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html), con la
finalidad determinar el tamafo total de la secuencia de aminoacidos del extremo 3’
terminal aislado.

3.211 ALINEAMIENTO E |[IDENTIFICACION DE LOS DOMINIOS
CONSERVADOS DEL EXTREMO 3’ TERMINAL DEL GEN TIPO NPR1 DE
COCOTERO

Se realizé el alineamiento de la secuencia de aminoacidos la proteina tipo NPR1 de
cocotero, con las secuencias de aminoacidos de las proteinas de MANPR1 (FJ357442),
OsNPR1 (AY923983.1), ZmNPR1 (NM001154115.1) y AtNPR1 (U76707.1), con la
finalidad de identificar si este extremo aislado presenta alguno de los dominios
conservados de la proteina NPR1 (Dominios BTB/POZ y ANKIRINA). El alineamiento fue
realizado con el programa CLUSTALW (http://www.ch.embnet.org/software/Clustal\W.html)
y posteriormente sombreado con el programa BOXSHADE
(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html).

3.2.12 ANALISIS FILOGENETICO DEL EXTREMO 3’ TERMINAL DEL GEN
TIPO NPR1 DE COCOTERO

Para analisis filogenético se emplearon 35 secuencias homélogas NPR1 de diferentes
especies de plantas. La historia evolutiva fue inferida usando el método de Neighbor-
Joining (Saitou y Nei, 1987) y un analisis de bootstrap con 1000 réplicas. Este analisis
filogenético fue realizado utilizando el software MEGA v. 5.0. Para este analisis, se
emplearon las secuencias de aminoacidos de las familias de proteinas tipo NPR1 de
Arabidopsis thaliana (seis miembros), Oryza sativa (cinco miembros) y Carica papaya
(cuatro miembros).
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Figura 3.1. Imagen representativa de la posicion de los tres cebadores disefiados (Forward),
dentro de la secuencia del fragmento inicial del gen tipo NPR1 de cocotero (amplicén de 217 pb) y
posteriormente empleados en el aislamiento del extremo 3’ terminal.

3.3.3 ANALISIS DE LOS CEBADORES EN EL GENEBANK

El resultado del andlisis de los cebadores con la base de datos del GenBank, fueron los
siguientes: El primer cebador NPR1-A, mostré un porcentaje de identidad de 96% con el
gen NPR1 de Pyrus communis (Exp= 0.001) y 100% de identidad con el gen NPR1 de
Cydonia oblonga (Exp= 0.004). El segundo cebador NPR1-B, mostré un porcentaje de
identidad de 96% con el gen NPR1 de Mussa del grupo ABB (Exp= 0.004) y 92% de
identidad con el gen NPR1 de Oryza sativa (Exp= 4.2). El tercer cebador NPR1-C, mostré
un porcentaje de identidad de 96% con el gen NPR1 de Mussa del grupo ABB (Exp=
0.17). Esto nos indicé que los tres cebadores disefiados mostraron un cierto porcentaje de
identidad con genes homoélogos de NPR1 caracterizados en otras especies de plantas
(Cuadro 3.6).

Cuadro 3.6 Resultados del analsis de los tres cebadores en la base de datos del GenBank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/).

Cebador # Accesion Especie Valor de E %
Identidad

DQ149930 Pyrus communis-NPR1-like 0.001 96

NPR1-A protein mRNA
DQ149962 Cydonia  oblonga-NPR1-like 0.004 100

protein mRNA
EU747883 Musa ABB Group NPR1-like 0.004 96

NPR1-B protein mRNA
DQ152832 Platanus x acerifolia NPR1-like 0.27 96

protein mRNA
EU747883 Musa ABB Group NPR1-like 0.17 96

NPR1-C protein mRNA
XMOQ03569852 Brachypodium distachyon 10 95

regulatory protein NPR3-like
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Después de determinar que estas secuencias corresponden a un gen tipo NPR171 de
cocotero, se procedio a la deduccién del Marco de Lectura Abierto (ORF, por sus siglas
en inglés) de cada secuencia, empleando el programa TRASLATE de ExPasy
(http://expasy.org/tools/). El Fragmento 1 (485 pb), tuvo una ORF de 154 aminoacidos, el
Fragmento 2 (1,196 pb), una ORF de 177 aminoacidos y el Fragmento 3 (1,134 pb), una
ORF de 261 aminoacidos (Figura 3.12).

Fragmento 1 (154 aa)
HYAAAYCDSKVVAELLELGSSNVNLEKNHRGYTPLHL
AAMRREPAIIVSLLTKGASASETTSDGQSAVMICRR R
LTRAKDYNTEKTQQCQESNEKDRICIDILEREMRRNPM
AVEDSVTSPLLADDLQMKLLYLENRGFPFLEKEKSTFCTLR
KQFRFYFQLL

Fragmento 2 (177 aa)
REMRRNPMAVEDSVTSPLLADDLQOQMKLLYLENRVATF
ARLFFPAEAKVAMEIAQAETTSELRGLLTSRSSSNL
REVDLNETPTMQNKRLRSRVDALVKTVELGRRYTFPH
CSQVLDKFLEEDLHDLFYLQKGTPDEOQKIZKRMRETCE
LKEDVRKAFNQDKADSVRSGLSSSSSSSSSLKG

Fragmento 3 (261 aa)
RIHTPFHLAAMRREPAIIVSSSHPKVLLHQKTTSDG
QSAVMICRRLTRAKDYNTEKTQQCQESNEKDRICIDIL
EREMRRNPMAVEDSVTSPLLADDLQMEKLLYLENRVA
FARLFFPAEAKVAMEIRAQAETTSELRGLLTSRSSSN
LREVDLNETPTMQNKRLRSRVDALVKTVELGRRYTFP
HCSQVLDKFLEEDLHDLFYLQKGTPDEQKIEKRMREC
ELKEDVRKAFNQDKADSVRSGLSSSSSSSSSLKGDT
RHSKAVMKL

Figura 3.12, Marcos de lectura abierto de los fragmentos aislados del gen tipo NPR1.

3.3.10 ALINEAMIENTO DE LOS MARCOS DE LECTURA ABIERTO (ORF’S)
DE LOS EXTREMOS AISLADOS

En la figura 3.13, se observa el alineamiento de las 3 secuencias de aminoacidos, el cual
ayudé a determinar el tamafio total de la secuencia aislada del extremo 3’ terminal. El
alineamiento de la secuencia de aminoacidos del Fragmento 2, mostré un alineamiento
completo con la secuencia de aminoacidos del fragmento 3, iniciando en el aminoacido 66

(Figura 3.13a). Esto era de esperarse debido a que el Fragmento 3 corresponde a una
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3.3.12 ALINEAMIENTO E IDENTIFICACION DE LOS DOMINIOS
CONSERVADOS DEL EXTREMO AISLADO

El alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la gen tipo NPR7 de coco, con la
secuencia de aminoacidos de MdNPR1 (FJ357442), OsNPR1 (AY923983.1), ZmNPR1
(NM001154115.1) y AtNPR1 (U76707.1), fue con la finalidad de identificar las regiones
conservadas. El alineamiento muestra que esta secuencia aislada de coco, posee al
menos la regiébn conservada del dominio de ankirina. También se identificaron tres
residuos Lys-541, Arg-544 y Lys-554, los cuales se ubican dentro de la sefal de
localizacién nuclear (NLS, por sus siglas en inglés) y son importantes para la entrada de
la proteina al nucieo (Figura 3.17). En cuanto a los residuos Cys-82 y Cys-216, no fue
posible localizarlos, debido a que no se obtuvo el extremo 5 terminal, estos residuos
funcionan reduciéndose para liberar en forma de monémero a la proteina de NPR1 del
complejo oligémero y asi permitir su entrada al nacleo (Mou et al., 2003).
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3.4 DISCUSION

Las plantas se defienden contra el ataque estimulacién de
multiples rutas de sefalizacion (Zhao et al fensa generada
mediante la induccion de estas rutas pu n patégeno en
particular como es el caso para la resistenc :neral contra un
amplio espectro de patégenos. La resistenc ) de la cascada
de respuestas es una de las respuestas as en plantas,
particularmente dicotiledéneas. SAR es c¢: ncia de amplio

espectro contra virus, hongos, baterias y Oomicetos patogénico  "3i  n esta asociado
con necrosis localizada (Ryals et al., 1996).

E! No-expresor de genes relacionados a patogénesis 1 (NPR1), juega un papel principal
en la resistencia sistémica adquirida (Zh: ot al., 2008). A partir de la identificacion y
clonacién de NPR1 en Arabidopsis thaliana (Zhang et al., 2006; Liu et al., 2005; Hepwort
et al, 2005; Cao et al.,, 1997), se ha real 1o el aislamiento y caracterizacién de otros
genes homélogos de NPR1 en especies como tabaco (Liu et al., 2002), girasol (Radwan
et al., 2005), tomate (Ekengren et al., 2003), & z (Yuexing et al., 2007; Chern et al.,
2005), manzana (Mainoy et al., 2007), uva (Henanaff et al., 2008) y banano (Zhao et al.,
2008; Endah et al., 2008). Estructuralmente, la proteina NPR1, posee una secuencia
bipartita de localizacién nuclear y dos dominios conservados de interaccion a Proteina-
Proteina: un dominio repetido de ankirina y un dominio BTB/POZ (Cao et al., 1997). Este
trabajo reporta el aislamiento del extremo 3’ terminal de un gen tipo NPR1 en la palma'de
cocotero, empleando cebadores especificos disefiados a partir de una pequefia secuencia
aislada de ADN genémico de cocotero, el cu  nostré 82% de identidad con el gen NPR1
de Musa ssp. ABB del cultivar Dongguan Dajiao, molécula tipo ARNm (Narvaez, 2010.
Tesis de Maestria).

El tamafio del extremo 3' terminal de | gen tipo NPR1 de coco que fue aislado es de 316
aminoacidos, abarcando por completo el dominio conservado de repeticiones de ankirina,
uno de los dominios caracteristicos conservados de las proteinas homoélogas de NPR1
(Rochon et al., 2006; Liu et al., 2005; Hepwort et al., 2005; Cao et al., 1997). El fragmento
aislado presentoé las cuatro repeticiones ankirinas, de acuerdo a lo reportado para AtNPR1
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Desde el descubrimiento de este gen se ha reportado la presencia de homélogos en
varias especies de plantas (Zhao et al., 2009; Endah et al., 2008; Henanaff et al., 2008;
Malnoy et al., 2007; Yuexing et al., 2007, Chern et al., 2005, Radwan et al., 2005;
Ekengren et al., 2003; Liu et al., 2002)

Este trabajo, reporta el estudio de la expresion semicuantitativa del fragmento de un gen
homélogo de NPR1 aislado de plantas de cocotero luego de ser sometidos a un
tratamiento con acido salicilico aplicando una concentraciéon de 2.5 mM al medio de
cultivo liquido Y3. El estudio de expresiéon fue hecho empleando cebadores especificos
disefiados a partir del fragmento de un gen tipo NPR1 de cocotero aislado de ADN
genémico de esta palma (Narvaez, 2010. Tesis de maestria). En cuanto al nombre de
esta secuencia aislada de cocotero, se le nombré como NPR1, debido a las letras iniciales
del nombre cientifico de la especie en la cual fue aislada, Cocos nucifera L., tal como se
ha hecho con otros genes homélogos de NPR1 aislados de otras especies, tal como
AtNPR1 de Arabidopsis thaliana, y MONPR1 de Musa spp. ABB (Cao et al. 1997; Zhao et
al., 2008). El gen NPR1 ha sido encontrado constitutivamente expresado en plantas no
tratadas y ha sido moderadamente inducido mediante la aplicacién de SA exb6geno o
analogo en otras plantas (Cao et al. 1997; Yuan et al., 2007; Meura et al., 2006; Zhang et
al., 2008; Tang et al., 2007; Weigel et al., 2001; Blanco et al., 2005).

En cuanto a la expresion del gen tipo NPR1 de cocotero, se observaron dos picos de
expresion muy marcados en los tejidos de hoja cosechados a las 24 horas y 96 horas. La
expresién de NPR1 observada a las 24 horas, es similar al reportado en Arabidopsis
thaliana (Cao et al., 1997). Posteriormente se observé una leve disminucién en los tejidos
cosechados a las 48 y 72 horas, sin embargo los niveles de transcritos aumentaron
nuevamente a las 96 horas, algo inusual en otras especies, en los cuales se ha visto que
una vez que alcanzan un nivel maximo de expresion, tienden a disminuir hasta alcanzar
un nivel basal sin volver a aumentar (Zhao et al., 2008). En cuanto a las plantas control
solo se observé expresién basal. De acuerdo a los resultados observados este trabajo, el
gen tipo NPR1 de cocotero fue constitutivamente expresado en bajos niveles, sin
embargo, estos niveles pueden ser aumentados de dos a tres veces después de ser
sometido a tratamiento con SA, tal como se ha reportado en Arabidopsis thaliana (Cao et
al. 1997; Ryals et al. 1997). Posteriormente los productos amplificados de mayor
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banano, arroz y arabidopsis. Sin embargo, aun faltaria obtener el extremo 5’ terminal, que
el cual contiene el dominio conservado BTB/POZ, para poder conocer mas a cerca de la
estructura y funcién de esta nueva proteina de cocotero.

En cuanto a otros miembros de la familia de NPR1 en cocotero, es dificil saberlo aun, ya
que el genoma de coco aun no ha sido secuenciado por lo cual resulta complicado
afirmario, aunque, basandonos en especies cercanamente relacionadas a coco, como lo
es la planta de arroz, que es una planta monocotiledénea y en la cual se ha reportado que
posee una pequefia familia de cinco miembros (Goff et al., 2002; Yu et al, 2002),
podriamos deducir que en coco posiblemente pudieran existir una familia de genes
homologos de NPR1. Existen otras especies de plantas generalmente dicotiledoneasn en
las cuales se han visto que poseen una familia de NPR1, tal como la planta modelo
Arabidopsis thaliana con seis miembros reportados (The Arabidopsis Genome Iniciative,
2005), cinco miembros en Populus trichocarpa (Tuskan et al., 2006), dos miembros en
Vitis vinifera (Moroldo et al., 2008; Jaillon et al., 2007) y actualmente se ha reportado que
la familia de NPR1 en Carica papaya posee cuatro miembros (Peraza-Echeveria et al.,
2012).

El analisis filogenético del extremo 3’ terminal de la proteina tipo NPR1 de cocotero,
mostré una cercana relacion con las proteinas AtNPR3 y AtNPR4 de arabidopsis,
ubicados en el clado dos y los cuales funcionan como reguladores negativos de SAR
(Zhang et al., 2006), sin embargo, actualmente en un nuevo estudio se descubrié que
NPR3 y NPR4 de arabidopsis funcionan como receptores del acido salicilico para
posteriormente formar un complejos y llevando a cabo la regulacién de NPR1 (Fu et al,
2012). Por lo que la secuencia de este gen tipo NPR1 aislada de cocotero, posiblemente
funcione como un receptor del acido salicilico y por lo tanto, en la respuesta inmune de la

palma de cocotero.
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4.3 PERSPECTIVAS

v Llevar a cabo el aislamiento del extremo 5’ terminal, para determinar con precision
si este gen podria estar funcionado como un ortélogo del gen AINPR1 de
Arabidosis thaliana.

v' También esta la propuesta de disefiar una sonda TapMan para cuantificar los
niveles de expresion del gen tipo NPR1 en las plantas de cocotero tratada con SA

empleando la técnica de PCR Tiempo Real.

v Aislamiento de un gen marcador de SAR (PR-1), para realizar ensayos de

resistencia.
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