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Resumen 

RESUMEN 

México ocupa el sexto lugar en producción de coco a nivel mundial y el segundo en 

producción de copra a nivel del Continente Americano, por lo que es una importante 

fuente de empleo para México y otros países del mundo. Sin embargo, el cocotero es 

susceptible a diferentes plagas y enfermedades, tales como el Amarillamiento Letal (AL), 

considerada la principal enfermedad que ataca a este cultivo . Las plantas al igual que los 

seres vivos, poseen mecanismos de defensa que ayudan a contrarrestar los efectos de 

las enfermedades ocasionados por patógenos. La resistencia sistémica adquirida (SAR, 

por sus siglas en inglés), es un mecanismo de defensa que brinda resistencia a la planta 

ante una amplia gama de microorganismos patogénicos como; virus, bacterias, hongos, 

entre otros. Esta resistencia es mediada por el ácido salicílico (SA, por sus siglas en 

inglés), el cual induce la síntesis y activación del gen NPR1 (No expresivo de genes PR-

1) , considerado como el regulador maestro de SAR. Hasta la fecha , se han reportado dos 

estudios sobre la posible presencia del mecanismo de defensa SAR en cocotero. El 

primero, reporta un incremento en la actividad de las 1,3 13-glucanasas en callos de 

cocotero tratados con quitosano (1 O mg/mL) y el segundo reporta el aislamiento de un 

fragmento del gen tipo NPR1 , a partir de ADN genómico de una planta de cocotero. De 

acuerdo a estos estudios, en el presente trabajo se plantearon los siguientes objetivos, 

evaluar los niveles de expresión del fragmento del gen tipo NPR1 en plantas de cocotero 

tratadas con SA (2.5 mM) y aislar el extremo 3' terminal del ADNc del gen tipo NPR1 de 

cocotero a partir de una planta tratada con SA. Los resultados mostraron, mayor 

expresión del fragmento del gen tipo NPR1 en las plantas tratadas con SA en 

compar;:1ción con los controles donde se observó una expresión basal de dicho gen. 

Posteriormente, se logró el aislamiento del extremo 3' terminal del ADNc del gen tipo 

NPR1 de cocotero y mediante el análisis bioinformático de la secuencia de aminoácidos 

se observó un 81% de identidad con banano y 78% con arroz y maíz, esta secuencia 

presentó un dominio conservado de ankirina, el cual es característico de la proteína NPR1 

de arabidopsis. Por último, el análisis filogenético de esta nueva secuencia aislada de 

cocotero, mostró homología con las proteínas AtNPR3 y AtNPR4 de arabidopsis, por lo 

que posiblemente esta nueva proteína aislada podría tener una función similar a dichas 

proteínas de encontradas en arabidopsis. 
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Abstract 

ABSTRACT 

Mexico is the sixth largest producer of coconut in the world and second in production of 

copra at the American Continent, making it an important source of employment for Mexico 

and other countries. However, the coconut is susceptible to various pests and diseases, 

such as lethal yellowing (AL), considered the main disease that attacks the crop. Plants 

like humans have defense mechanisms that help counteract the effects of diseases 

caused by phytopathogenic. Systemic acquired resistance (SAR) is a defense mechanism 

that gives the plant resistance to a wide range of pathogenic microorganisms such as, 

viruses, bacteria, fungi , among others. This resistance is mediated by salicylic acid (SA) , 

which induces the synthesis and activation of the NPR1 gene (not expressive of genes 

PR-1) , considered the master regulator of SAR. To date, two studies have reported on the 

possible presence of the SAR defense mechanism in coconut. The first , reports an 

increase in the activity of 1 ,3 13-glucanases in coconut callus treated with chitosan (1 O mg 1 

ml) and the second report the isolation of a type NPR1 gene fragment, from genomic ONA 

coconut plant. According to these studies, the present work raised the following objetives, 

evaluate the expression levels of type NPR1 gene fragment in coconut plants treated with 

SA (2.5 mM) and isolate the 3' end of cONA type NPR1 gene coconut from a plant treated 

with SA. The results showed increased expression of type NPR1 gene fragment in plants 

treated with SA compared to controls observed where a basal expression of said gene. 

Subsequently, it was isolated from the 3' terminus of the cONA type NPR1 gene coconut, 

and by bioinformatic analysis of the amino a cid sequen ce was observed a 81% identity 

and 78% with banana rice and maize, this sequence showed a conserved domain of 

ankyrin , which is characteristic of the arabidopsis NPR1 protein. Finally, phylogenetic 

analysis of this new coconut isolated sequence showed homology with proteins of 

arabidopsis AtNPR3 and AtNPR4, so possibly th is new protein isolate may have a function 

similar to those found in arabidopsis proteins. 
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Introducción 

INTRODUCCIÓN 

El cocotero es una especie de distribución pantropical , la predominancia de este cultivo se 

acentúa en las áreas costeras de México y el mundo. La explotación del cocotero es 

integral, pues cada una de sus partes puede ser utilizada para múltiples aplicaciones 

desde la construcción hasta la industria química (Punchihewa, 1999). Las plantaciones de 

cocotero han disminuido su productividad debido a varios factores; aumento en la 

incidencia de plagas y enfermedades, pobre rendimiento de plantaciones, el uso extensivo 

de variedades de baja producción y principalmente el envejecimiento de los cultivares los 

cuales son menos productivos con el paso de los años. Una de las principales amenazas 

del cultivo de cocotero es la enfermedad del Amarillamiento Letal (AL), que representa 

una de las más importantes para la región del Caribe por las pérdidas económicas 

ocasionadas y además que ha devastado grandes poblaciones de este cultivo en México 

(OIRSA, 201 O) . El conocimiento de los mecanismos de defensa en las plantas permitiría 

plantear estrategias para el mejoramiento genético (expresión de genes relacionados, 

utilización de inductores de respuestas de defensa etc.) , y el control de plagas y 

enfermedades. La resistencia sistémica adquirida (SAR, por sus siglas en inglés) es un 

mecanismo de defensa inducido que confiere protección contra un amplio número de 

microorganismos patogénicos, la cual requiere de la molécula señal del ácido salicílico 

(SA), que activa la proteína NPR1 , misma que se une a factores de transcripción (TGA, 

WRKY, etc.) promoviendo la síntesis y acumulación de proteínas relacionadas con la 

patogénesis (PR) las cuales contribuyen a la resistencia (Durrant and Dong, 2004). 

Recientemente en un estudio realizado en cocotero, se obtuvo evidencia de la presencia 

de un gen tipo NPR1 (Narváez, 201 0). Para continuar con este estudio, es importante 

obtener alguno de los extremos 3' y/o 5' terminales del gen tipo NPR1 de cocotero, para 

determinar si este gen se encuentra expresado en niveles basales en la planta o se 

expresa ante algún factor externo. Por lo que el presente trabajo tiene la finalidad de 

evaluar la expresión del gen tipo NPR1 en plantas de cocotero sometidas a un tratamiento 

con ácido salicílico (2 .5 mM) así como de aislar el extremo 3' terminal del ADNc del gen 

tipo NPR1 de cocotero. 
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Capítulo 1 

CAPÍTULO 1 

1.1 ANTECEDENTES GENERALES 

1.1.1 EL COCOTERO (Cocos nucífera L.) 

1.1.1.1 CARACTERÍSTICAS TAXONÓMICAS 

Cuadro 1.1. Clasificación taxonómica de la palma de coco. 

Familia 

Nombre científico 
Nombres comunes 
Etimología 
Lugar de origen 

Fuente: GESPLAN, 2008. 

Arecaceae (antes Palmaceae) 
Cocos nucífera L. 

Cocotero, Coco, Palma cocotera, Palma de coco 
"nucífera" deriva del latín y significa portador de nueces 
Nativa de las reg iones tropicales de Oriente. 

1.1.1.2 DESCRIPCIÓN TAXONÓMICA 

El cocotero es una planta muy longeva, puede alcanzar los 100 años de vida. Tiene un 

tronco único, alto hasta 20-30 m, con corteza lisa y gris marcada por las cicatrices 

anulares de las hojas viejas , hojas pinnadas y largas arqueadas de hasta 6m de longitud, 

floración durante todo el año. Se producen sucesivas oleadas de florecillas seguidas de 

frutos comestibles ovoides de envoltura fibrosa, fruto monoseminado, drupáceo, 

mesocarpo fibroso, endocarpo pétreo con 3 poros cerca de la base, endosperma sólido y 

líquido, con 1-2 kg de masa, es una drupa con epicarpo delgado, liso y de color marrón 

grisáceo y endocarpo leñoso; siendo ligero puede ser transportado por el mar a grandes 

distancias, sin que su germinación sea perjudicada. El cocotero es una sola especie con 

múltiples variedades, diferenciadas básicamente por el color del fruto (amarillo o verde) 

(GESPLAN, 2008). 
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1.1.1.3 IMPORTANCIA ECONÓMICA 

En México, la mayor superficie cultivada con cocotero se encuentra en áreas marginales 

de los suelos costeros, no obstante, es uno de los cultivos tropicales de mayor 

importancia económica, cubre una superficie de 100 mil hectáreas de las cuales 

dependen aproximadamente 50 mil familias que viven directamente del cultivo, además es 

fuente de ingreso para cerca de 20 mil trabajadores que viven de las labores del proceso 

de producción del cultivo y de las actividades en la industria de la transformación. Los 

estados productores de cocotero son Chiapas, Colima, Guerrero, Jalisco, Michoacán, 

Nayarit, Oaxaca, Quintana Roo, Sinaloa y Tabasco (www.conacoco.com.mx, 2008). Sin 

embargo durante los últimos 1 O años la superficie de cocotero ha disminuido a 

consecuencias tales como la vejez de las plantaciones y los daños 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 hectáreas 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 nucífera L.), así como a otras 38 especies más 

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 región del Caribe, 

América Central y México (Harrison y Oropeza, 2008) . 

1.1.2.1 DISPERSIÓN 

Esta enfermedad fue diagnosticada como tal en Key West (Florida) en 1950 y 

posteriormente en la región de Miami en 1971 , desde donde continúa extendiéndose 

hacia el norte. Esta enfermedad se observó por primera vez en México en la Isla de 

Cozumel, Quintana Roo en 1977 (Figura 1.1 ), pero su presencia fue confirmada cinco 

años después, mediante microscopía electrónica (Me Coy et al., 1982). Actualmente, la 

enfermedad se encuentra en gran parte del Caribe (Jamaica, Gran Caimán , Cuba, 

República Dominicana, Haití, Bahamas), México, Belice, Florida Texas, y más 

recientemente en Honduras y Guatemala. 
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Figura 1.1. Mapa representativo del área de dispersión del Amarillamiento Letal en México 

1.1.2.2 SÍNTOMAS 

Durante el desarrollo de la enfermedad del Amarillamiento Letal , las palmas exhiben los 

siguientes síntomas visuales: la caída prematura de los frutos (estadio 1), inflorescencia 

necrótica (estadios 2 y 3) , clorosis y senescencia de hojas (estadios 4-6) , (Maust et al., 

2003) . Las hojas adquieren después un color marrón, se desecan y mueren , permanecen 

colgando por algunos días y finalmente caen, quedando únicamente el tronco desnudo 

(Figura 1.2) (Me Coy et al., 1982). 

Figura 1.2. Esquema representativo de los estadías durante el desarrollo de la enfermedad del 
Amarillamiento Letal del Cocotero. 
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1.1.2.3 AGENTE CAUSAL Y VECTOR 

El agente causal se descubrió simultáneamente por tres grupos de investigadores en 

1972, al observar mediante el microscopio electrónico, la presencia de fitoplasmas en las 

células del floema de palmas afectadas (Beakbane et al., 1972; Heinze et al., 1972; 

Plavsic et al., 1972). El agente causal del AL es trasmitido por el homóptero Myndus 

crudus de acuerdo a diferentes pruebas realizadas en áreas afectadas por el AL en 

Jamaica y Florida, donde se observó que la única especie común encontrada en 

plantaciones de cocotero en ambos países fue Myndus crudus (Figura 1.3) (Howard y Me 

Coy, 1980). Estos estudios se realizaron en plantas juveniles que fueron aisladas en 

jaulas en ensayos que duraron más de un año e involucraron decenas de miles de 

insectos introducidos en las jaulas. El AL fue exitosamente transmitido por el insecto 

vector Myndus crudus en pruebas de transmisión en distintas especies de palmas como: 

C. nucifera, Veitchia merrillii y Pritchardia thusrtonii (Howard et al., 1983). 

Figura 1.3. Agente causal del AL, son los fitoplasmas, los cuales poseen un diametro aproximado 
de 142-295 nm y 1-16 ¡..¡m de longitud. En cuanto al posible vector se ha catalogado a Myndus 
crudus. 

Recientemente se logró obtener la trasmisión de fitoplasmas del AL a plántulas de 

cocotero en condiciones in vitro, utilizando al insecto chupador Myndus crudus, esto se 

llevó acabo en un sistema que requiere de alrededor de 50 insectos y en experimentos 

que duraron 4 semanas (CICY, resultados no publicados, 201 O) . Actualmente, también se 

ha logrado la transmisión del fitoplasma del AL en palmas de Pritchardia thusrtonii, 

mediante el uso de jaulas en donde estas palmas fueron sometidos a la introducción de 

una gran cantidad de insectos Myndus crudus (CICY, resultados no publicados 2012) . 

10 



Capítulo 1 

1.1.2.4 CONTROL DEL AMARILLAMIENTO LETAL 

Hasta el momento la forma más eficaz para enfrentar al AL es el uso de germoplasma 

resistente (Been , 1981). Desafortunadamente la identificación de genotipos resistentes de 

cocotero no es fácil. Para enfrentar a la enfermedad del AL en forma eficaz es necesario 

contar con métodos agiles de respuesta y capacidad de propagar en forma masiva y 

rápida a individuos seleccionados de genotipos resistentes, por lo que ya se cuenta con 

un protocolo que posee una gran capacidad de multiplicación con base a la 

embriogénesis somática (Pérez-Núñez et al, 2006). 

1.1.3 RESPUESTAS DE LAS PLANTAS ANTE PATÓGENOS 

Las plantas viven en ambientes complejos e interactúan con un amplio rango de 

patógenos microbiales con diferentes estilos de vida y estrategias de infección. La 

velocidad evolutiva de armas entre plantas y sus atacantes proveen plantas. con un 

sistema de defensa altamente sofisticado que, parecido al sistema inmune innato de los 

animales, reconoce moléculas patógenas y responde mediante la activación de defensas 

específicas que son directas contra los invasor (Pieterse et al., 2009) . El ataque de 

patógenos es una condición desfavorable para las plantas que generalmente activa una 

serie de mecanismos de defensa cuyo fin es detener, aminorar o contrarrestar la 

infección. Las plantas pueden poseer mecanismos constitutivos de defensa que proveen , 

de forma pasiva, resistencia contra patógenos. 

Los mecanismos de resistencia constitutiva se pueden dividir en Estructurales 

Constitutivos, como por ejemplo la presencia de capas gruesas de cutícula , presencia de 

tricomas, deposición de ceras, entre otros; y Químicos Constitutivos, como la acumulación 

de compuestos tóxicos en las células vegetales. Los mecanismos constitutivos, se basan 

en los rasgos distintivos de una especie o cultivar particular y generalmente no involucra 

una respuesta activa del hospedante ante la presencia del patógeno. A diferencia de la 

defensa constitutiva, los inducidos, dependen de la síntesis de novo de compuestos 

químicos antimicrobianos, cuya síntesis se activa después de un intento de invasión al 

tejido vegetal por un patógeno para que una planta sea capaz de reconocer de manera 

eficiente a un patógeno y así activar las respuestas de defensa apropiadas, existe 

evidencia de receptores localizados en la membrana plasmática de las células vegetales 

encargadas de activar las respuestas de defensa (García y Lozoya, 2004). 
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1.1.4 SISTEMA INMUNE DE LA PLANTA 

Recientes avances en la investigación de inmunidad vegetal proveen nuevas señales 

dentro de la subrayada red de señales de defensa. En la naturaleza, las plantas están 

continuamente amenazadas por un amplio rango de patógenos y plagas dañinos, 

incluyendo virus, bacterias, hongos, Oomicetos, nemátodos e insectos herbívoros. Cada 

uno de estos atacantes se aprovecha de altas características especializadas para 

establecer una relación parasítica con su planta hospedera. De acuerdo a su estilo de 

vida, los patógenos de plantas son generalmente divididos en biótrofos, necrótrofos y 

hemibiótrofos (Pieterse et al., 2009). Los patógenosx biótrofos, son aquellos que 

mantienen su hospedero vivo y causan un daño mínimo celular. Establecen contacto 

íntimamente intracelular y se alimentan de la célula hospedera. Por ejemplo están los 

mohos y micelios de los hongos, nemátodos endoparasíticos, ciertas bacterias y virus 

patogénicos. Los patógenos necrótrofos, son aquellos que matan al tejido hospedero 

mediante la producción de enzimas o toxinas que degradan la pared celular, conduciendo 

a la maceración del tejido hospedero, muestran un rango hospedero amplio, un ejemplo 

es la bacteria de raíz Erwinia. Los patógenos hemibiótrofos, son aquellos que muestran 

una fase inicial de biotrófico seguido por una necrotrófico 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 (o MAMPs) son reconocidos por PRRs, 

resultando en inmunidad activada por PAMP's (PTI , por sus siglas en inglés). En la fase 

2, los patógenos exitosos despliegan efectores que contribuyen a patógenos 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 

específicamente reconocido por una de las proteínas 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 infección. 
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En la fase 4, la selección natural conduce a patógenos a evitar ETI ya sea por vertimiento 

o diversificación de genes efectores reconocidos o mediante la adquisición adicional de 

efectores que supriman ETI. La selección natural resulta en nuevas proteínas R, 

específicas para que ETI pueda ser activado otra vez. Este modelo que se observa en la 

siguiente figura (Figura 1.4) ilustra la dinámica coevolución entre plantas y patógenos 

(Chisholm et al., 2006; Jones and Dangl , 2006). 

High PTI 

j ., 
"O 

o ., 
-g 
.E a. 
~ -- --- --

ETS 

Pathogen 
effectors 

Low ~ ~ 
O~O PAMPS 
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Threshold for HA 
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Figura 1.4. Modelo evolutivo de "Zig-Zag", representa el proceso evolutivo que existe actualmente 
entre plantas y patógenos. 

1.1.4.2 TIPOS DE GENES DE RESISTENCIA 

Como se describió anteriormente las plantas han evolucionado sistemáticamente 

mecanismos de defensa capaces de reconocer y responder a una gran variedad de 

patógenos bacterianos, hongos, Oomicetos y virales, así como manifestar resistencia 

contra nemátodos e insectos. La evolución de proteínas efectoras secretadas por 

patógenos vegetales últimamente conduce a la adquisición de proteínas que 

específicamente reconocen estos patógenos. Hasta la fecha numerosos genes R han sido 

clonados de un amplio rango de especies de plantas. A pesar del amplio espectro de 

Resistencia impartida por las proteínas R, estos productos de genes pueden ser 

categorizados dentro de dos principales clases basados en la organización de los 

dominios (Figura 1.5) (Dangl and Jones, 2001). 
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Figura 1.5. Tipos de receptores celulares con sus respectivos dominios conservados LRR y NBS. 

La clase más grande de genes de resistencia clonados hasta la fecha es representada por 

una familia de proteínas cuya estructura molecular consiste en un sitio de unión a 

nucleótido (NBS, por sus siglas en inglés) y un dominio con repeticiones ricas en leucinas 

(LRR, por sus siglas en inglés). Los motivos de unión a nucleótidos comparten secuencias 

similares con las regiones NB de los reguladores de apoptosis tal como CED4 de C. 

e/egans y Apaf-1 de humanos (Dangl and Jones, 2001). El dominio LRR es típicamente 

de 20-30 aminoácidos de longitud y estos motivos han sido identificados en proteínas que 

van desde los virus a los eucariotas y participan en un rango de procesos de desarrollo de 

resistencia a enfermedad. 

La clase de genes NBS-LRR pueden ser además divididos en Coiled-Coil (CC) NBS-LRR 

y Toll-lnterleukin-1 Receptor (TIR) NBS-LRR de acuerdo a su dominio N-terminal. Dentro 

la clase NBS-LRR, los miembros mejor caracterizados incluyen RPS2, RPM1 y RPS5, 

proteínas R de Arabidopsis especifican resistencia a P. syringae llevando los efectores 

bacteriales AvrRpt2, AvrRpm1/AvrB y AvrPphB respectivamente. Solo en Arabidopsis más 

de 150 proteínas son predichas que son proteínas NBS-LRR y 40 de estos genes son 

específicos para diferentes líneas de patógenos. Estos genes fueron aislados de 1 O 

especies vegetales tanto monocotiledóneas como dicotiledóneas (lnnes, 2004). 

Colectivamente, esta clase de proteínas R determina resistencia a patógenos bacterianos, 

virus, hongos y Oomicetos (Chisholm et al. , 2006) 
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1.1.5 RECONOCIMIENTO DEL PATÓGENO 

En un ambiente rico en microbios potencialmente dañinos, las plantas sobreviven 

dependiendo en la eficiente percepción del microbio y las rápidas respuestas de defensa. 

Contrario a los sistemas inmunes de mamíferos compuestos de células especializadas 

para defensa (ej: linfocitos) , la inmunidad vegetal se basa en la habilidad de cada célula 

para reconocer patógenos. Un primer nivel de reconocimiento microbial es realizado 

mediante proteínas membranales llamados receptores de patrones de reconocimiento 

(PRR, por sus siglas en inglés), el cual percibe firmas moleculares característicos de toda 

clase de microbios, llamado patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP; por sus 

siglas en inglés) (Medzhitov and Janeway, 1997). 

Los PAMP son moléculas altamente conservadas entre las diferentes clases de 

microorganismos, por esta razón los PRR son altamente específicos y sensibles en la 

identificación de los PAMP's (Gohre y Robatzek, 2008; Benet y Mackey, 2007). La 

percepción de PAMPs mediante PRRs es común para todos los organismos 

multicelulares y conduce a una matriz de respuestas de defensa y redistribución de la 

energía celular en una forma rápida, eficiente y forma multirespuesta, previniendo la 

entrada del patógeno (Nicaise et al., 2009). En la Figura 1.6, se observa, que los PRR 

reconocen los PAMP activando PTI, confiriéndole a la planta una resistencia basal para 

evitar la virulencia del patógeno (Torto-Aialibo et al. , 2009; Benet y Mackey, 2007; 

Pieterse y Van Loon, 2004). 
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Figura 1.6. Modelo evolutivo del mecanismo de resistencia en plantas. 
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Frente a PTI , los patógenos 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 proteínas de resistencia (R) para 

directamente o indirectamente detectar estos efectores (previamente llamados proteínas 

de avirulencia o Avr) de acuerdo a la teoría gen a gen y conduciendo a la inmunidad 

activada por efectores (ETI , por sus siglas en inglés), el cual es a menudo acompañado 

por la respuesta hipersensible, una forma de muerte celular programada (Nicaise et al. , 

2009). La percepción 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 número de mecanismos de defensa contra el ataque 

de patógenos. El reconocimiento de un patógeno a menudo desencadena una reacción 

de resistencia localizada, conocido como Respuesta Hipersensible (HR por sus siglas en 

inglés), que se caracteriza por una rápida muerte celular en el sitio de infección 

(Hammond et al., 1996). En las interacciones raza-cultivar del tipo incompatible, muchas 

veces ocurre una alteración en el metabolismo de la planta que se manifiesta con la 

aparición de lesiones locales necróticas en el sitio mismo de infección (Figura 1.78) . Estas 

lesiones son el resultado de una muerte celular programada (PCD por sus siglas en 

ingles) o reacción hipersensible (HR por sus siglas en inglés). La respuesta hipersensible 

además está asociada a la expresión simultánea o paralela de otros mecanismos de 

defensa, incluyendo la acumulación de fitoalexinas, deposición de lignina, suberina y 

proteínas ricas en hidroxiprolina; y con la producción y acumulación de altas cantidades 

de proteínas relacionadas con la patogénesis o proteínas PR, que se asocian con el 

fenómeno de resistencia sistémica adquirida oSAR (Figura 1.7A) (Ryals et al., 1996). 
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Figura 1.7. Respuesta hipersensible. A. Proceso de reconocimiento y activación de HR. B. 
Lesiones necróticas formadas por la muerte celular programada (PCD). 

A pesar de que HR es un mecanismo sumamente efectivo que produce una reacción de 

resistencia casi absoluta, aún no existe consenso que defina si la HR es directamente 

responsable de la resistencia, al privar de tej ido vivo y nutrimentos al patógeno, o si más 

bien su acción está basada en la acumulación de compuestos dañinos que 

simultáneamente matan al patógeno y a las células hospedantes (Heath, 2000b). Sin 

embargo, cada vez existe más evidencia de que el proceso de HR ocurre como resultado 

de una necrosis controlada de forma similar a la apoptosis o muerte celular programada 

conocida en los tejidos animales (Raff, 1998). No obstante, aun quedan preguntas sin 

responder sobre el tipo de reacción y el programa de muerte celular que deben ser 

abordadas con técnicas genéticas, bioquímicas y citológicas (Kombrink y Schmelzer, 

2001). 

1.1.5.2 RESISTENCIA SISTÉMICA ADQUIRIDA (SAR) 

En los noventas, Ross mostró que las plantas de tabaco sufrían cambios con el virus 

mosaico del tabaco (TMV, por sus siglas en inglés) posteriormente éstas desarrollaron 

una mayor resistencia a una segunda infección en los tejidos distales (Figura 1.8A y B) 

(Ross, 1961 ). Esta propagación de resistencia por todos los tejidos de la planta fue 

denominada resistencia sistémica adquirida. SAR es una respuesta de defensa activa , 

sistémica, de amplio espectro que es asociada a una alta expresión de genes PR 

(Hammerschmidt, 1999b). 
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Figura 1.8. El mecanismo de defensa SAR es determinado por una primera infección en la cual se 
observa mayor daño (A) y posteriormente en una segunda infección en la cual se observa un 
menor daño (B) . 

SAR, es un mecanismo de defensa inducido que confiere una larga protección contra un 

amplio espectro de patógenos incluyendo virus, bacterias, hongos, Oomicetos (Ryals et 

al, 1996; Sticher et al, 1997) y fitoplasmas, ya que, actualmente en un estudio en la planta 

de Chrysanthemum carinatum se observó que cuando estas plantas eran asperjadas con 

2.4 mM de BTH (análogo sintético de SA), se inducía el mecanismo de defensa SAR, y 

posteriormente estas plantas mostraba ciert_a resistencia a fitoplasmas, retrasando el 

desarrollo de los síntomas de la enfermedad y evitando la multiplicación de los mismos 

(D'Amelio et al. , 201 0). SAR requiere la señal molecular del ácido salicílico (SA) y está 

asociado con acumulación de proteínas relacionadas a patogénesis (PR), las cuales se 

cree que contribuyen para la resistencia. La inoculación localizada con patógenos 

virulentos y avirulentos capaces de producir lesiones necróticas puede resultar en la 

inducción local o sistémica de resistencia . En ambos fenómenos, la planta muestra 

resistencia local (LAR) o sistémica a un ataque subsecuente del patógeno. 

Los primeros estudios acerca del fenómeno SAR se realizaron en plantas de tabaco 

infectadas con virus (Ross 1961). Sin embargo, se trabaja intensivamente con la planta 

modelo Arabidopsis (Giazebrook et al. 1997) y en menor grado con especies 

monocotiledóneas (Morris et al. 1998, Malina et al. 1999). La manifestación de SAR de 

manera sistémica en la planta implica la existencia de algún sistema de señales capaces 

de transmitirse a través de los tejidos. Las investigaciones realizadas indican que el ácido 

salicílico es la molécula para la cual se ha obtenido mayor evidencia de estar involucrada 

en las vías de SAR (Mauch-Mani y Traux, 1998). De esta forma, la inducción de SAR 

generalmente se correlaciona con incrementos en la acumulación de SA tanto localmente 

como sistémicamente (Lawton et al. , 1995). 
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La acumulación debida a la síntesis de novo de las proteínas PR como parte de los 

mecanismos de resistencia inducida, está estrechamente asociada a la manifestación de 

SAR (Ryals et al. , 1996, Uknes et al., 1996). Usando la planta modelo Arabidopsis, fue 

descubierto que la vía de lsocorismato es la principal fuente de ácido salicílico en SAR 

(Durrant and Dong, 2004). 

1.1.5.3 ÁCIDO SALICÍLICO 

Por más de 200 años, la hormona vegetal ácido salicílico (SA, por sus siglas en inglés) ha 

sido estudiada por su uso medicinal en humanos (aspirina). Sin embargo, su papel 

principal en plantas, particularmente en defensa contra patógenos, ha llegado a ser 

evidente durante los últimos 20 años. El SA es uno de los compuestos fenólicos de la 

amplia variedad relacionados al grupo hidroxi y sus derivados que son sintetizados por 

plantas. El SA en particular, influencía en la germinación de semillas, crecimiento celular, 

respiración , cierre de estomas, etc. Los esfuerzos por identificar la señal responsable para 

la activación de resistencia local y SAR, revelaron los importantes papeles que tiene el SA 

y su derivado, metil salicilato (MeSA) (VIot et al. , 2009). En los 90 's un posible vínculo 

entre la acumulación de ácido salicílico y SAR, fue descubierto (Malamy et al., 1990; 

Métraux et al., 1990; Rasmussen, Hammerschmidt and Zook, 1991 ). Estas primeras 

observaciones abrieron el campo a numerosas investigaciones y eventos moleculares 

involucrados en señalización de resistencia inducida. La importancia de SA en la 

inducción de SAR fue documentado con subsecuentes experimentos en plantas 

transgénicas sobrexpresando un gen salicilato hidroxilasa (nahG) (Gaffney et al., 1993; 

Delaney et al,. 1994). En respuesta al SA, la proteína positiva reguladora NPR1 se mueve 

al núcleo donde interactúa con factores de transcripción para inducir la expresión de 

genes de defensa, activando así SAR (Durrant and Dong, 2004). 

1.1.6 NPR1 (NO-EXPRESIVO DE GENES PR-1) 

NPR1 es una proteína reguladora positiva que se activa en respuesta al SA, se mueve a 

los núcleos donde interactúa con factores de transcripción (TGA , WRKY1) para inducir la 

expresión de genes PR y activar SAR (Durrant and Dong, 2004). La proteína NPR1 puede 

mediar el entrecruzamiento entre la vía de señalización del SA y la vía de señalización del 

ácido jasmónico (JA). 

19 



Capítulo 1 

Estudios realizados por diferentes investigadores para identificar componentes que 

envuelven señales de transducción de SA, utilizan una selección de mutantes en los 

cuales identificaron múltiples alelos de un gen simple NPR1/NIMI (Cao et al., 1994; 

Delaney et al. , 1995, Glazebrook et al., 1996; Shah et al. , 1997). Además la 

caracterización mostró que el papel de NPR1 no es limitar a SAR. NPR1 es importante 

para restringir el crecimiento de los patógenos en el sitio de infección (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 vías de señalización de 

ácido jasmónico y etileno, estas vías de señalización que confieren resistencia a insectos 

y algunos patógenos necrótrofos. Como se ha discutido anteriormente, NPR1 reduce la 

toxicidad por SA y acumula altos niveles endógenos, sugiriendo así, que tiene un papel 

importante en ambos, destoxificar y regular la biosíntesis de SA. Además, NPR1 tiene 

otras funciones que no son directamente relacionados con resistencia , tal como la 

regulación de la división celular y/o endoreduplicación . NPR1 es expresado totalmente a 

niveles bajos en las plantas y sus niveles de mARN en arroz son duplicados o triplicados 

después de la infección por el patógeno o tratamiento con SA (Ryals et al., 1997). 

La expresión de NPR1 es mediada probablemente por factores de transcripción WRKY, 

ya que mutaciones en los sitios de unión WRKY eliminan la expresión de NPR1 . La 

sobreexpresión de NPR1 en Arabidopsis mejora la resistencia a P. Parasítica, 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 rápida inducción de genes PR observados en las líneas sobrexpresadas. 

Esto indica que cuando los niveles de expresión son altos, la proteína NPR1 podría ser 

activada para inducir SAR. Estudios funcionales muestran que la acumulación de la 

proteína NPR1 en el núcleo después del tratamiento con inductores de SAR, es esencial 

para la inducción de genes PR (Kinkema et al. 2000). Homólogos de NPR1 han sido 

identificados en Arabidopsis thaliana , Oriza sativa , Mussa, lpomoea batatas, Nicotiana 

Bentamiana, Lycopersicum scu/entum, Citrus sinensis y sugieren que su función es 

conservada a través de especies de plantas. 

20 



Capítulo 1 

1.1.6.1 CARACTERIZACIÓN Y CLONACIÓN DEL GEN NPR1 

Fue en el año de 1994 cuando Cao y colaboradores reportan por primera vez la 

caracterización de una mutante de Arabidopsis npr1, la mutante fue identificada de un 

grupo de plantas transformadas con el constructo BGL2-GUS y mutagenizadas con 

Etilmetanosulfonato (EMS) , luego fueron seleccionados aquellas plantas insensibles al 

ácido salicílico, así como al 2,6-dicloroisonicotinico (INA). La mutante npr1 presentó las 

características, de no ser responsiva a SA e INA, al igual se observó una disminución en 

los niveles de expresión del gen PR-5 (5 veces) y PR-1 (20 veces) comparado con las 

plantas silvestres (Figura 1.9). Esta fue la razón por la cual a la mutante se le denominó 

NPR1 o "No expresivo de genes PR-1" (Cao et al. , 1994) . 

...... ...... ...... 
~ a ~ - ~ 

._ 
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e: e: e: 

SA + + 
INA + + 

GUS 

BGL2 

PR1 

PRS 

ATPase 

Figura 1.9. Análisis de expresión de genes PR en respuesta a tratamiento con SA o INA (Cao et 
al., 1994). 

Posteriormente en el año de 1997, Cao y colaboradores, lograron identificar y clonar al 

gen NPR1 , usando un mapa-basado en aproximaciones y fue encontrado que codifica 

para una nueva proteína con repeticiones de ankirina (Figura 1.1 O, 1,11 ). La lesión en un 

alelo mutante de npr1 interrumpió la secuencia consenso de Ankirina, sugiriendo que 

estas repeticiones son importantes para la función de NPR1. Además la transformación 

de la mutante con el gen silvestre NPR1 no solo completó las mutaciones, sino que 

tambien restauró las respuestas a la inducción de SAR con respecto a la expresión de 

genes PR y resistencia a infecciones, también propinó a las plantas transgénicas más 

resistencia a infecciones por P. syringae en ausencia de inducción de SAR (Cao et al., 

1997). 
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Figura 1.1 O. Mapa genético utilizado para la clonación del gen NPR1 (Cao et al., 1997). 

1.1.6.2 ESTRUCTURA CARACTERÍSTICA DE LA PROTEÍNA NPR1 

Varios estudios ha mostrado que la proteína NPR1 (no-expresar de genes PR-1 , también 

conocido como NIM1 y SAI1) funciona como un regulador positivo de la expresión de 

genes PR mediado por SA y de la resistencia a enfermedad en Arabidopsis thaliana (Zhao 

et al. , 2008; Guan-Shui et al., 2009). El gen NPR1 codifica una proteína que posee una 

secuencia de localización nuclear bipartita (NLS) y dos dominios conservados de 

interacción proteína-proteína: 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 

característico de proteínas de unión a actina y que está involucrado en la oligomerización 

de proteínas y en la formación de heterodímeros (eollins et al., 2001 ). 

Al igual este gen funciona como substrato para ligasas de ubiquitina las cuales son base 

para el complejo eullin3 (Spoel et al. , 2009) y el otro dominio es un dominio característico 

de la proteína, 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, 

TGA5 y TGA6) (Rochon et al., 2006; Zhang et al., 1999). Esta proteína presenta también, 

en el e-terminal un motivo fosfodegrón tipo IKB (eollins et al., 2001) , residuos de eys que 

controlan el estado de oligomerización y la localización nuclear de la proteína (Rochón et 

al., 2006) , y se ha identificado que la e-terminal es importante para su localización nuclear 

(Figura 1.11 ) (Rochon et al., 2006; Kinkema et al., 2000). 
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8TB/ POZ 

Figura 1.11. Modelo estructural de la proteína NPR1 . Se observa los residuos Cys 82 y Cys 216, 
junto con el dominio repetido de Ankirina y el Dominio BTB/POZ. 

1.1.6.3 NPR1 Y SU INTERACCIÓN CON PROTEÍNAS 

La señalización posterior de SA es mayormente regulada vía NPR1. La proteína se 

encuentra en el núcleo, donde su función mediada por SA induce genes PR-1 y en el 

citosol, donde juega un papel de antagonista entrecruzado entre SA y JA. El NPR1 

oligomérico que se encuentra en el citosol se mantiene unido por puentes disulfuro y se 

monomeriza por cambios inducidos por SA en el estado celular Rédox permitiendo la 

reducción de dos residuos de cisteína (Cys82 y Cys216) por THIOREDOXIN-H5 (TRX-H5) 

y/o TRX-H3. Los monómeros de NPR1 son subsecuentemente transportados del citosol al 

núcleo donde se activa la transcripción de genes de defensa; en algunos reportes se han 

hecho las mutaciones de estos dos residuos de Cys82 y Cys216 elevando el nivel 

monomérico y la localización nuclear de NPR1 , el cual correlaciona con la constitutiva 

expresión regulada de PR-1 . Además, una forma mutante de NPR1 que está 

constitutivamente monomérico y presente en el núcleo ha mostrado recientemente un 

aumento en la resistencia. 

Sin embargo las plantas que expresaban solo esta forma mutante de NPR1 fueron 

incapaces de mantener una respuesta propia de SAR dependiente de SA para la rápida 

degradación de NPR1 . Estos descubrimientos sugirieron que tanto la monomerización y 

oligomerización de NPR1 son requeridos para el completo arreglo de mecanismos de 

resistencia mediado por SA y provee además una unión entre SA y señales Rédox porque 

la oligomerización es facilitado por S-Nitrosilación de Cys156 de NPR1 (Figura 1.12). 
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Figura 1.12. Esquema que representa la ruta de señalización del SA y la activación con NPR1 
(VIot et al., 2009). 

Se han hecho ensayos de dos híbridos y se han descubierto que existen interacciones 

directas entre NPR1 y varios miembros de la famil ia de factores de transcripción TGA de 

bZIP, así como con otras tres proteínas, NIMIN1 , 2 y 3 (NIM1-interacting1 , 2, 3). Aunque 

NIMIN1, 2 y 3 son inducidos transitoriamente temprano después del tratamiento con SA 

en Arabidopsis, NIMIN1 parece regular negativamente las señales SA/NPR1 ; la 

sobrexpresión de NIMIM1 resultó en comprometer ETI y SAR, mientras la expresión 

reducida de algunos genes aumentó la inducción de expresión de PR-1 por SAR. NPR1 

interactúa con cinco diferentes factores TGA de Arabidopsis en levadura y más de 7 en 

plantas. En plantas la interacción entre NPR1 y TGA 1 o TGA4 fue detectado únicamente 

en tratamiento de hojas con SA. La interacción depende de los cambios inducidos por SA 

para el ambiente rédox que resulta en la reducción de dos residuos de cisteína que son 

conservados en TGA 1 y TGA4. 

En plantas la interacción entre NPR1 y TGA2 puede ser detectado sin la presencia de SA, 

pero es mejorado por tratamiento de hojas con SA, mientras la habilidad de TGA2 y TGA3 

para activar la transcripción requiere SA y NPR1 . Porque NIMIN1 un complejo con TGA2 

o TGA6, NPR1 , y elemento promotor PR-1 en levaduras, esto puede modular la activación 
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transcripcional dependiente de TGA de genes regulados por SA. En adición a los TGA's, 

varios miembros de la familia de factores de transcripción WRKY son regulados 

diferencialmente por señales de SA. La habilidad de SA para inducir expresión de genes 

vía ruta independiente de NPR1 puede requerir miembros de la familia de factores de 

transcripción WHIRL Y (WHY); estas proteínas se unen a simples cadenas de ADN en una 

manera independiente de NPR1. 

1.1.6.4 PROTEÍNAS RELACIONADAS A PATOGÉNESIS (PR) 

Estas proteínas también llamadas proteínas PR, son un grupo variable que se acumulan 

en las plantas después y durante la infección con patógenos. Las proteínas PR se 

identificaron inicialmente en tabaco durante la interacción con el virus del mosaico del 

tabaco. Estas se caracterizan por su bajo peso molecular, resistencia a las proteasas, de 

localización extracelular y con valores de pH extremos (Van Loon y Van Kammen, 1970). 

La clasificación más simple se basa en los cinco grupos originalmente identificados para 

las proteínas PR de tabaco. Sin embargo, éstas han sido identificadas tanto en 

dicotiledóneas como en monocotiledóneas, lo que ha generado una nueva clasificación 

(Van Loon y Van Strien, 1999). Algunas de las proteínas PR poseen actividades definidas 

tal como las PR-2 (1 ,3 r?>-glucanasas) y PR-3 (quitinasas). Esto sugiere que la alta 

expresión de las glucanasas y las quitinasas durante la patogénesis tiene una función 

importante en la defensa contra patógenos que contienen 1,3 r?>-glucano y quitina. De 

hecho, plantas de trigo y arroz manipuladas genéticamente para sobrexpresar ciertas 

quitinasas demostraron ser más resistentes a los hongos Erysiphe graminis y 

Magnaporthe grisea respectivamente (Biiffeld et al., 1999, Nishizawa et al. , 1999). 

A pesar de que algunas proteínas PR como las PR-2 y PR-3 poseen actividad 

antimicrobiana, aún se desconoce la función que tienen el resto de ellas durante las 

respuesta de defensa a patógenos y particularmente a patógenos virales. En adición se 

han identificado varios genes clave en respuestas de defensas y, la proteína reguladora 

de NPR 1 producto del gen NONEXPRESSER OF PR GENES 1/NONINDUCIBLE 

IMMUNITY 1 (NPR1/NIM1) se mueve al núcleo donde interacciona con factores de 

transcripción para inducir la expresión de genes de defensa (Durrant y Dong, 2004) . 
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Esto incluye a las proteínas PR de las cuales hasta la fecha se conocen 17 familias PR-1 

a PR 17, siendo la famil ia PR-1 una de las más estudiadas (ver cuadro 1.2), es altamente 

conservada y parece estar representada en cada especie de planta estudiada. Son 

notables porque se usan como marcadoras de capacidad de defensa mejorada durante la 

respuesta de SAR inducida por patógenos. 

Cuadro 1.2. Familias de genes PR, que se han visto se encuentran involucradas en respuestas de 
defensa. 

Familia Tipo de Miembro Propiedades Símbolo del gen 
PR1 Tabaco Pr-1a Antifúngico Ypr1 

PR2 Tabaco Pr2 B-1-3 glucanasa Ypr2·, Gns2(Gib) 

PR3 Tabaco P Q Quitinasa tipo 11, IV V VI VIl Ypr3, Chia 

PR4 Tabaco R Quitinasa tipo 11, 111 Ypr4, Chid 

PRS Tabaco S Tipo-Taumatina Ypr5 

PR6 Tomate lnhibidor 1 lnhibidor- Proteinasa Ypr6, Pis (Pín) 
PR7 Tomate P69 Endo proteinasa Ypr7, 
PR8 Calabasa Quitinasa Quitinasa tipo 111 Ypr8, Chic 

PR9 Tabaco Peroxidasa Ypr9, Prx 
PR10 Parsley PR1 Tipo-Ribonucleasa Ypr10 

PR1 1 Tabaco Class V Quitinasa tipo 1 Ypr11 chic 

PR12 Radish Rs-AFP3 Defencina Ypr1 2 

PR13 Arabidopsis THI 2.1 Tionina Ypr13, Thi 

PR14 Cebada LTP4 Proteína de Ypr14, Lpt 
transferencia de lípidos 

PR15 Cebada OxOa Oxalato oxidasa Ypr15 

PR16 Cebada OxO LP Tipo-Oxalato oxidasa Ypr1 6 

PR17 Tabaco PRp27 Desconocido Ypr17 
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1.1.6.5 GENES TIPO NPR1 CARACTERIZADAS EN OTRAS ESPECIES DE 

PLANTAS 

En la especie de Arabidopsis thaliana se ha encontrado que el gen NPR1 pertenece a una 

pequeña famil ia génica que comprende a otros cinco miembros NPR2, NPR3, NPR4, 

NPR5 y NPR6 (Figura 1.13) (Zhang et al., 2006; Hepworth et al., 2005; Liu et al., 2005). 

NPR1 es el único gen de la familia que ha demostrado tener una función como regulador 

positivo de la SAR y ser dependiente de SA (Malnoy et al. , 2007; Makandar et al. , 2006; 

Chern et al., 2005; Fitzgerald et al., 2004; Lin et al. , 2004; Cao et al., 1998). NPR3 y NPR4 

al parecer son reguladores negativos de la SAR y no son dependientes de SA (Zhang et 

al., 2006) . Sin embargo, un estudio reciente en la planta modelo Arabidosis, se descubrió 

que estos dos genes, funcionan como receptores de SA y se encargan de regular la 

expresión de NPR1 en la planta (Fu et al. , 2012). Los genes NPR5 y NPR6 poseen 

funciones en los patrones de desarrollo de las zonas distal y proximal de la lámina de la 

hoja, en los patrones de simetría floral e interviene en la regulación de la abscisión de 

este órgano. Tanto NPR5 como NPR6 no se relacionan con la resistencia a patógenos 

(Hepworth et al., 2005). 

.......----:---NPR1 (At1 g64280 
...__-NPR2(At4g26120) 

NPR3 At5g4511 0 

NPR4(At4g1 9660 

NPRS(At2g41 370 
NPR6 At3g571 30 

Figura 1.13. Árbol filogenético de la fam ilia de genes tipo NPR1 en Arabidopsis (Lui et al. , 2005). 

Actualmente existen otras especies de plantas en las cuales se han caracterizado familias 

de genes tipo NPR1 , como es el caso de Oriza sativa, Populus trichocarpa , Vitis Vinífera y 

actualmente Carica papaya (Cuadro 1.3). 
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Cuadro 1.3. Familias de genes tipo NPR1 , que han sido caracterizados en otras especies 
de plantas. 

Especie 
Arabidopsis thaliana 
Populus trichocarpa 
Vitis vinífera 
Oryza sativa 
Carica papaya 

Proteínas tipo NPR1 
6 
5 
2 
5 
4 

1.1.6.6 BIOTECNOLOGÍA DE NPR1 

Referencias Bibliográficas 
The Arabidopsis Genome lniciative, 2005 

Tuskan et al., 2006 
Henanff et al., 2009 
Yuang et al. , 2007 

Peraza-Echevería et al., 2012 

En varios estudios se ha logrado la sobreexpresión del gen NPR1 en diferentes especies 

(Cuadro 1.4). Los resultados de la sobreexpresión de este gen en algodón (Parkh i et al., 

2010), naranja (Zhang et al., 2010), zanahoria (Wally et al., 2009), canola (Potlakayala et 

al. , 2007) , arabidopsis (Ca o et al. , 1998), trigo (Fitzgerald et al. , 2004) , tomate (Lin et al., 

2004) y manzana (Malnoy et al., 2007) han permitido ·llegar a la conclusión de que el 

aumento en el número de copias de NPR1 aumenta la resistencia a bacterias y hongos. 

En el caso particular de la sobrexpresión de NPR1 en arroz, donde se obseNa un 

incremento en la resistencia a bacterias, aunque se produce un efecto pleiotrópico, este 

efecto se origina debido a los niveles constitutivamente altos de SA presentes en esta 

especie (Fitzgerald et al., 2004; Chern et al. , 2005). 

Cuadro 1.4. Especies de plantas en las cuales se ha sobreexpresado el gen NPR1. 

ESPECIE 
Cotton 

Citrus 

Daucus carota L. 

PATOGENO 
Verticillium dahliae 

Xanthomonas Citri 

Botrytis cinerea, 
Altenaria radicina and S. sclerotioruml 
Erysiphe heraclei, Xanthomonas hortorum 

FUENTE 
Parkh i et al. , 201 O 

Zhang et al., 201 O 

Wally et al., 2009 

Arabidopsis thaliana y Pseudomonas syringae Potlakayala et al., 
Brassica napus 2007 

Arabidopsis thaliana Psm ES4526 Cao et al., 1998 

Chern et al. , 2005 Oriza sativa 
Solanum lycopersicum 

Triticum sp. 
Malus pumila 

Theobroma cacao 

X. oryzae pv oryzae 
Fusarium oxysporum f. 
Stemphy/ium solani 

sp. lycopersici Lin et al., 2004 

F. grminearum Makandar et al., 2006 
Venturia inaequalis, Erwinia amylovora, Malnoy et al., 2007 
Gymnosporangium juniperi-virginianae 
Pseudomonas syringae pv. tomato Zi Shi et al., 201 O 
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1.1.7 MECANISMOS DE DEFENSA EN COCOTERO (Cocos nucífera L.) 

Hasta el momento se conocen dos estudios en los cuales se han reportado la presencia 

de mecanismos de defensa en palmas de cocotero. En el primer estudio se trataron 

cultivos in vitro de cocotero (callos) con quitosano, el cual funciona como un inductor 

general de mecanismos de defensa. Los resultados mostraron que el tratamiento con 

quitosano a una concentración de 1 O mg/mL resultó en un incremento en la actividad de 

1,3 /3-g/ucanasas , los cuales son proteínas del grupo PR-2 que han sido aceptadas como 

parámetros inductivos de defensa en plantas. Además se observó la acumulación de 

peróxido de hidrogeno, que como se sabe el incremento de este compuesto es uno de los 

eventos que se desencadenan durante la respuesta de hipersensibilidad (Figura 1.14). 
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Figura 1.14. Grafica que muestra los niveles de peróxido de hidrógeno. Se observa que el nivel de 
peróxido de hidrógeno, fue aumentando al momento de que los callos fueron tratados con 
quitosano (Lizama et al., 2007). 

Al igual la adición de quitosano modificó diferencialmente la expresión de algunos genes, 

cuya secuencia de ADN mostró alta similitud a receptores tipo quinasas, proteínas tipo 

Verticillium y sustitutos de oxidasa mitocondrial 1 b. La adicción de Ácido salicílico a los 

callos también modificó abundantemente la trascripción para estos genes, mientras el 

metil jasmonato (MeJa) no pareció influir en su expresión , lo cual implica que el SA en 

callos de cocotero puede participar en las respuestas de defensa (Liza m a et al. , 2007). 
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En el segundo estudio se evaluó la presencia del mecanismo de defensa SAR en 

cocotero y su posible inducción mediante la aplicación de SA, para posteriormente realizar 

pruebas de resistencia con el hongo patogénico Phytophthora capsici. Las plantas in vitro 

de cocotero fueron expuestas a concentraciones de 0.1 y 2.5 mM de SA y posteriormente 

inoculadas con el hongo P. capsici. Los resultados mostraron que el sistema de plantas in 

vitro Cocotero-P. capsici (patógeno modelo) podría funcionar para evaluar mecanismos de 

defensa en cocotero. Las plantas in vitro no tratadas y las que fueron tratadas con 1 mM 

de SA, desarrollaron una enfermedad tipo pudrición de cogollo con daño en hojas y tallo al 

ser inoculadas con el patógeno (Figura 1.158), mientras que las plantas tratadas con 2.5 

mM de SA, presentaron una reducción de estos síntomas (Fig . 1.15C). 

Necrosis en Control 
partes de planta Positivo 

Hoju(%) 
Tilo(%) 

~M~! ele 

1 O mM SA 2.5 mM SA Control negativo 

38.0 

Figura 1.15. Se observa que a una concentración de 2.5 mM deSAla planta de coco sufrió menos 
daño después de ser inoculado con el hongo patogénico Phytophthora capsici (Narváez, 2010. 
Tesis de Maestría). 

Otro de los objetivos de este estudio fue verificar si un homólogo del gen NPR1 se 

encontraba presente en el genoma de cocotero. Para esto, se usó un par de cebadores 

degenerados diseñadas a partir de secuencias homologas de NPR1 de las especies de 

Arabidopsis, Tabaco, Tomate, Arroz y Maíz (F1-AGGCAYTGGAYTCDGATGATGTTGA, 

R1-TCTYTHCKCATYGCAGCCAKRTGRAG). El resultado fue que se obtuvo la secuencia 

de un fragmento homólogo del gen NPR1 de Arabidopsis en cocotero, el cual mostró un 

82% de identidad con el gen NPR1 de Musa del grupo ABB del cultivar Dongguan Dajiao, 

molécula tipo mARN (Figura 1.16). 
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Por lo que, estos resultados mostraron por vez primera que bajo las condiciones 

empleadas, P. capsici puede causar síntomas de pudrición de cogollo y además se 

observó una reducción del daño aplicando SA, al igual hubo evidencia de que un 

homólogo de NPR1 puede estar presente en el genoma de cocotero, lo que sugiere que 

SAR podría estar operando como un sistema de defensa en cocotero (Narváez, 201 O. 

Tesis de Maestría) . 

• oudfm --------- --- -ALDSDDVELVK!.~LSESN'::TLDDANALHYAAAYCDSKVVAELLEMGSANVNLRNDRGY:PLil'!AA.'L'U<E,------------- 69 

nusn ABB Group 2 4 8 DPMLB RIKiU HRALDSDDV::L VKLLLNESGV:LDDTYALiiYAAA YCDSKV:AELLDLGSi\NVNLKNDRGY':'PLH:.A.1l~PAVIVSLL TI< GAS 343 

lilyrint mu _61 DALS KRI'i'RIHl<ALDSDDVELV:~LLLNESD :TLDEANA:.l!YAl>.AYCDPKWS:::vLGLGLANVNI.RNSil.GY'F> LH:A.ro..lo!?~l(EPSI :VSL TKGAC 356 

~ryza satín 300 DPVHEKRVR.1\IHaALDSDDVELVKLLLNESEI':LDDANALHYAAAYCDSKWSELLDLRLAN~NLKNSRGYTALHL.1\A.1o!RREPAI :MCLLNKGAA 395 

Figura 1.16. Alineación múltiple de la secuencia de la proteína de NPR1 de cocotero con otras 
especies (banano, soya y arroz) (Narváez, 201 O. Tesis de Maestría). 

Posteriormente en otro estudio fueron aisladas e identificadas 80 secuencias análogas a 

genes de resistencia por medio de la técnica de PCR empleando cebadores degenerados, 

que fueron diseñados a partir de secuencias homologas a genes de resistencia. Los 

fragmentos amplificados fueron secuenciados, y con base a los análisis bioinformáticos, 

fueron agrupadas en 29 grupos diferentes (Figura 1.17). La secuencia deducida de 

aminoácidos, reveló la presencia de los motivos característicos de las proteínas de 

resistencia del tipo NBS-LRR y el análisis filogenético agrupó a los RGCs dentro de la 

familia non-TIR-NBS-LRR. Es el primer estudio, que reporta el aislamiento de secuencias 

análogas a genes de resistencia en palmas de cocotero (Puch Hau, 2012. Tesis de 

Maestría) . 
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Figura 1.17. Árbol filogenético en el cual se observan los ciados en los que fueron agrupados las 
secuencias aisladas en ese trabajo (Puch Hau, 2012. Tesis de Maestría) . 

32 



Capítulo 1 

1.2 HIPÓTESIS 

Los niveles de expresión del gen NPR1 en plantas de cocotero incrementan después de 

ser tratadas con 2.5 mM de ácido salicílico. 

1.3 OBJETIVOS 

1.3.1 GENERAL 

Caracterizar la expresión del gen tipo NPR1 en plantas de cocotero después de ser 

tratadas con ácido salicílico. 

1.3.2 ESPECÍFICOS 

o Estudiar el curso temporal de expresión del gen tipo NPR1 en tejidos de hoja de 

plantas de cocotero después de ser tratadas con 2.5 mM de ácido salicílico. 

Obtener la secuencia del extremo 3' terminal del ADNc del gen tipo NPR1 a partir del 

tejido de una planta de cocotero sometida a tratamiento con ácido salicílico 2.5 mM. 
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Figura. 1.18. Diagrama de cada uno de los pasos realizados durante el trabajo de investigación. 
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CAPÍTULO 11 

ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE UN GEN TIPO NPR1 EN PLANTAS DE 

COCOTERO TRATADAS CON ÁCIDO SALICÍLICO 

2.1 INTRODUCCIÓN 

El coco es una planta que pertenece a la familia Arecaceae, cuyo nombre científico es 

Cocos nucífera y es conocido comúnmente como palma de coco. El coco es la palmera 

más cultivada e importante del mundo, ya que actualmente es la principal especie 

productora de grasa vegetal. Es una de las plantas que proporciona una mayor diversidad 

de productos del mundo, siendo una fuente primaria de alimento y bebida (Gutiérrez, 

2009). Además, un producto nuevo con un gran potencial es el coco-biodiesel (obtenido a 

partir del aceite) , que en Filipinas se usa para producir comercialmente un aditivo para 

mejorar el desempeño del diese! fósil , el iminando prácticamente las emisiones nocivas de 

su combustión y contribuyendo con ello a mejorar el medio ambiente (Lao 2008; 2009). 

La producción mundial de coco está localizada en países tales como Indonesia, Filipinas e 

India, los cuales en conjunto suman el 75% de la producción mundial del coco. En lo 

referente a la producción del cocotero en América Latina, se observa que son 

básicamente Brasil y México los países que sobresalen en cuanto a volumen de la 

producción se refiere, los cuales en el 2004 participaron con el 5.54% y 1.79% de la 

producción respectivamente ubicándose como el cuarto y séptimo productor a nivel 

mundial (COECOCO, 2005). El mercado más interesante del coco es el agua envasada 

tanto en Asia como en Europa y Norteamérica ya que se trata de una bebida con mucha 

aceptación y el mercado consume cantidades mayores cada año (FAOSTAT, 2009). El 

cocotero se encuentra ampliamente distribuido en todos los países tropicales de América 

Latina y el Caribe y en Florida en Estados Unidos. Desafortunadamente, una de las 

principales plagas que lo afecta en esta región es el Amarillamiento Letal del Cocotero 

(ALC) , enfermedad devastadora que ha matado millones de palmas en Jamaica, Cuba, 

Islas caimán , Estados Unidos, México Belice, Honduras, Guatemala (Harrison y Oropeza, 

2008). 
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El ALC es una enfermedad causado por fitoplasmas (Beakbane et al., 1972; Me Coy 

1972) se dispersa muy rápidamente (Me Coy et al., 1983), pues es transmitido por un 

insecto volador, el homóptero 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 países tropicales de Latinoamérica y el Caribe (Kramer, 1979; Villanueva-Barradas, 

1991 ). El uso de antibióticos e insecticidas para controlar al patógeno y al vector tiene una 

utilidad parcial , pero no suficiente para el control de la enfermedad (Me 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 reportó en Jamaica que al usar una 

combinación de prácticas culturales, que incluyen principalmente detección temprana del 

AL en las plantas, derribo y destrucción de palmas infectadas y la eliminación de malezas 

hay una reducción 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 patógenos, y una de 

ellas es la resistencia sistémica adquirida (SAR), la cual es una de las armas más 

importantes que poseen las plantas para defenderse ante el ataque de patógenos 

(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 patógenos 

llamadas 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 expresión 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 Loan, 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 expresión de los genes marcadores de la 

SAR, PR1 y PR5, 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 pequeña 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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Existen pocos reportes sobre análisis de expresión basal de los genes tipo NPR1. En 

1998 el grupo de Cao reporta la presencia de la proteína NPR1 detectada mediante 

Inmune Blot en muestras de hojas de plantas silvestres de arabidopsis. En plantas como 

arabidopsis, arroz, así como también en otras de importancia económica se ha reportado 

que la expresión de NPR1 Está relacionado con la resistencia a una amplia gama de 

patógenos como virus, bacterias y hongos. En coco, se ha evaluado el efecto de SA en 

contra del patógeno Phytopthora capsici, las plántulas de cocotero fueron tratadas con 

0.5, 1, y 2.5 mM de SA de forma independiente previo a la inoculación con el omiceto 

patogénico. El tratamiento con 2.5 mM de SA fue el que mejor resultado dio, ya que, las 

plántulas de cocotero con este tratamiento previo tuvieron una mayor tolerancia a 

Phytopthora capsici en comparación con la plántulas control. En ese punto del trabajo los 

resultados sugieren que posiblemente SA esta relacionado con la tolerancia conferida a 

cocotero en contra de Phytopthora capsici, anexo a este trabajo, también se obtuvo un 

fragmento de la secuencia del gen tipo NPR1 (217pb) usando cebadores degenerados, 

diseñados a partir de secuencias homólogas de NPR1 en arabidopsis, tabaco, tomate, 

arroz y maíz (Narváez, 201 O. Tesis de Maestría) . De acuerdo a estos resultados previos, 

se planteó como objetivo, analizar los niveles de expresión del gen tipo NPR1 en plántas 

de cocotero tratadas con 2.5 mM de SA, empleando cebadores específicos diseñados a 

partir de la secuencia conocida de este gen tipo NPR1 . 
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2.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

2.2.1 MATERIAL VEGETAL 

Las plantas empleadas para realizar los estudios de la expresión del gen tipo NPR1 

fueron palmas de coco de la variedad Alto del Pacífico (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 
concentración de 2.5 mM de ácido sal icíl ico. 

2.2.2 TRATAMIENTO DE LAS PLANTAS CON ÁCIDO SALICÍLICO (2.5 mM) 

Las palmas provenientes de cultivo in vitro fueron lavadas con abundante agua estéril y 

tranferidas a medio Y3 el cual contenía 2.5 mM de SA. Basados en la información de la 

literatura, se decidió tomar un rango de tiempo de O horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 

96 horas y 120 horas para la evaluación de la expresión de este gen en plántulas tratadas 

con 2.5 mM de SA. Estas pruebas fueron realizadas por triplicado. Se tomaron como 

controles (a) plántulas que contenían etanol (2 mLIL) en el medio Y3 en ausencia de SA 

(b) y plántulas que solo contenían el medio Y3 en ausencia de SA (Cuadro 2.1). 
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Cuadro 2.1. Condiciones empleadas para el ensayo del estudio de la expresión semicuantitativa 
del gen tipo NPR1 de cocotero. 

Tiempo del Número de Plantas Núme·ro de Plantas Número de Plantas 
Tratamiento Tratadas con SA (2.5 mM) Control (a) Control (b) 

(Horas) 
o 3 3 1 

24 3 3 1 
48 3 3 1 
72 3 3 1 
96 3 3 1 
120 3 3 1 

Total 18 18 6 

El medio Y3 empleado para los tratamientos con SA y EtOH fue sin sacarosa y sin carbón 

activado (debido a que el carbón podría estar disminuyendo la absorción del SA). Este 

ensayo fue realizado en recipientes que fueron cubiertos con bolsas especiales que 

permitían el intercambio gaseoso (bolsas de polipropileno) , para así evitar la acumulación 

de etileno, el cual como se sabe es un regulador negativo de SAR. Las plantas estuvieron 

en contacto con los medios SA y EtOH. Hasta el tiempo en que los tejidos fueron 

cosechados (Figura 2.2) . 

A B 

Moodio Y3/ SA (2 .5mM) 
estéril 

Bolsa qua 
permite la 

tlansplrac:ión 

Cajataro 

e 

Med iO 
Y31SA 

-(2.5m M) 

Figura 2.2. Representación esquemática del proceso de tratamiento de plantas con SA. A). 
Se observa una planta antes de ser sometida al tratamiento con SA. 8). Cajetero conteniendo 
medio de cultivo líquido Y3 con una concentración de 2.5 mM de SA estéril. C). Imagen 
representativa de una la planta durante el tiempo sometido al tratamiento. 
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Posteriormente de acuerdo a los tiempos establecidos, se realizó la cosecha de los tejidos 

a cada una de las plantas. Los tejidos cosechados fueron hoja, tallo y raíz y 

posteriormente fueron congelados en nitrógeno líquido, para, evitar la degradación del 

ARN. Seguidamente los tejidos fueron puestos en congelación en un ultracongelador a -

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

!:..s-u:-~ 

:a-r tv' a 
nr..s:.~:-::. 8 e 

Fruc.o con N2 

Figura 2.3. Esquema representativo de la cosecha de los tejidos. A). Aspecto de la planta 
hasta antes de ser cosechado; 8). Proceso de cosecha de cada uno de los diferentes tejidos. C). 
Contenedor con nitrógeno líquido en el cual eran puestos los tejidos cosechados antes de ser 
almacenados a -80°C. 

2.2.3 DISEÑO DE CEBADORES ESPECÍFICOS 

Se real izó el diseño de cebadores a partir del fragmento previamente clonado del gen tipo 

NPR1 aislado del ADN genómico de cocotero (Narváez, 2010. Tesis de Maestría) . Este 

fragmento se encuentra en el dominio repetido de Ankirina, el cual es un dominio de 

interacción proteína-proteína y es altamente conservado. El diseño se realizó utilizando el 

programa informático Primer3Pius. Posteriormente el programa mismo nos mostró los 

posibles pares de cebadores formados, también nos indicó el tamaño del amplicón 

esperado para cada par de cebadores. Los cebadores seleccionados se denominaron 

NPR1-a (Tm=54°C) y NPR1-b (Tm=57°C). Después, estos cebadores, fueron analizados 

en el programa BLAST del banco de genes del Centro Nacional de Información 

Bioinformática (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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2.2.4 ESTANDARIZACIÓN DE LAS CONDICIONES DE PCR PARA EL 

ESTUDIO DE EXPRESIÓN DE NPR1 

Antes de inciar con el estudio de expresión se realizó realizó la extracción de ADN de una 

planta que no fue sometida a tratamiento, para las pruebas de amplificación. La extracción 

del ADN se realizó con un protocolo empleando sílica. 

2.2.4.1 EXTRACCIÓN DE ADN 

Se tomó 0.5 g de tejido de hoja, luego se maceró con N2 líquido y se agregó 1 mL de 

amortiguador de extracción (100 mM Tris pH 8, 50 mM EDTA, 500 mM NaCI, 10 mM ¡3-

mercapto-etanol) , durante la maceración se agregó 0.5 g de PVP (PolyVinyi-Pyrrolidone). 

Se colocó la mezcla en un tubo eppendorf de 2 mL y se agregó 100 IJL de la solución SOS 

al 20%, se incubó a 65°C por 1 O minutos. Pasado el tiempo de incubación se adicionó 500 

iJL de acetato de potasio 5 M, se incubó en hielo por 20 minutos. Seguidamente se 

centrifugo a 14000 rpm por 20 minutos a 1 ooc y se recuperó el sobrenadante en un tubo 2 

ml. Posteriormente se adicionó 300 iJL de sílica (homogéneamente mezclado) y se 

mezcló manualmente por 3-5 minutos. Se centrifugó a 12000 rpm por 5 minutos y se 

desechó el sobrenadante y se lavó la pastilla con 500 iJL de etanol al 70%, se centrifugó a 

14000 rpm por 3 minutos y luego se desechó el sobrenadante, repitiendo nuevamente el 

lavado. Por ultimo se secó la pastilla por 20-25 minutos a temperatura ambiente y se 

disolvió la pastilla con 50 iJL de agua libre de nucleasas, luego se incubó a 55°C durante 

5-10 minutos. Por ultimo se centrifugó a 14000 rpm por 3 minutos y se recuperó el 

sobrenadante en un tubo eppendorf de 2 m L. Para verificar la integridad de la muestra se 

corrió en un gel de agarosa al 1% en una cámara electroforética a 95V y 175A. 

2.2.4.2 ESTANDARIZACIÓN DE LAS TEMPERATURAS DE HIBRIDACIÓN DE 

LOS CEBADORES 

Luego de la extracción de ADN , se estandarizó las condiciones de hibridación de los 

cebadores, para lo cual , se probaron cuatro temperaturas diferentes para cada cebador. 

Las temperaturas probadas se basaron de acuerdo a la temperatura de hibridación a las 

que se diseñaron estos cebadores, las temperaturas probadas fueron: 62°C, 60°C, 58°C y 

56°C. 
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2.2.5 EXTRACCIÓN DE ARN 

CTAB/Kit Comercial: Se maceró 0.5 g de tejido de hoja con nitrógeno líquido en un 

mortero previamente esterilizado (ARNsaway). Se le adicionó 600 IJL de buffer CTAB+12 

IJI de {3-mercaptoetano/ (previamente calentado a 65°C) y la mezcla fue transferida a un 

tubo eppendor de 2 m L. El extracto se incubó a 65°C por 1 O minutos. Después se 

adicionó 600 IJL de la mezcla Fenoi-Cioroformo-Aicohol lsoamílico (25:24:1). Luego se 

centrifugó a 14000 rpm por 5 minutos y se recuperó el sobrenadante en un tubo nuevo 

agregando 1 volumen de isopropanol frío ( -20°C) + 100 IJL de acetato de sodio 3 M para 

precipitar los ácidos nucleicos y se incubó 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 IJL de agua libre de nucleasas. Luego se le dio un segundo lavado agregando 700 IJL 

de SSTE + 700 IJL de Fenol Cloroformo-Alcohol lsoamílico (25:24:1) + 100 IJL de acetato 

de sodio 3 M, se mezcló y centrifugó a 14000 rpm por 5 minutos. Posteriormente se 

adicionó un volumen de lsopropanol y se incubó 5 minutos a -20°C. El precipitado se 

aplicó a una columna proporcionada por el kit de extracción (ARNspin Mini Column) y se 

centrifugó a 10,000 rpm 1 minuto. El producto filtrado fue desechando. Luego se adicionó 

350 IJL del buffer MDB del kit (Membrane Desalting Buffer) y nuevamente se centrifugó a 

10,000 rpm por 1 minuto para secar la membrana y el filtrado fue desechando. Después 

se aplicó 95 IJL de la mezcla de reacción de DNAsa del kit (10 IJL de ADNasa 1 + 90 IJL de 

buffer reacción de DNAsa) a la columna y se incubó a temperatura ambiente por 15 

minutos. Posterior a eso se inactivó la enzima ADNasa 1 con 200 IJL de buffer RA2. 

Luego se adicionó 600 IJL del buffer RA3 centrifugando durante 1 minuto a 10,000 rpm y 

desechando el filtrado, luego se dio un lavado con 250 IJL 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 IJL 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 cámara electroforética a 95V y 175A. 
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2.2.6 TRATAMIENTO CON LA ENZIMA ADNasa 1 

Con el fin de eliminar cualquier ADN contaminante de las muestras de ARN, se realizó un 

tratamiento con la enzima ADNasa 1 (Ambión). Se tomaron 101JL de ARN total a los que 

se le agregaron 1 IJL de Buffer de DNAsa 10X, 1 IJL de ADNasa 1 (10 U/IJL) y 1 IJL de 

inhibidor de ARNsa (RNAsaOut). Luego se dejó incubar 30-40 minutos a 37°C. 

Posteriormente se agregó 1 IJL del inactivador (DNAse lnactivation Reagent, Ambión) y se 

incubó por 2 minutos a temperatura ambiente, finalmente se centrifugó 1 minuto a 11 ,000 

rpm y se recuperó el sobrenadante en un tubo nuevo. Las muestras tratadas fueron 

fraccionadas en un gel de agarosa al 1%, cargando 1 IJL de la muestra tratada y fue 

corrido en una cámara electroforética a 95V y 175A. Finalmente las muestras de ARN 

fueron cuantificadas con un Nanodrop. 

2.2. 7 SÍNTESIS DE ADNC 

Para la síntesis de ADNc, se empleó la enzima Retrotranscriptasa SuperScript 1/ 

(lnvitrogen) , a partir de 500 ng del ARN total , en un volumen total de 20 IJL, el cual 

contiene: 4 !JL del buffer 5X (20 mM Tris-HCI, pH 7.5, 100 mM NaCI, 0.1 mM EDTA, 1 mM 

DTT, 0.01% (v/v) NP-40, 50% (v/v) glicerol) , 1 IJL de la mezcla de dNTPs (1 O mM), 2 IJL 

de DTT (0.1 M) , 1 IJL de ARNseOUT (40 U/!JL), 1 IJL Random Primers (250 ng). La mezcla 

fue incubada a 42°C por 1 hora y luego se inactivó la Retrotranscriptasa a 70°C durante 

15 minutos. 

2.2.8 ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DEL GEN NPR1 DE COCOTERO 

El análisis de la expresión de NPR1 se realizó por PCR punto final. En el cuadro 2.2, se 

observan las condiciones empleadas de la preparación de la mezcla de reacción para la 

amplificación del transcrito con el cebador NPR 1-a. 
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Cuadro 2.2. Mezcla de reacción , para el análisis de la expresión del gen tipo NPR1 de cocotero, 

ADNc 

Agua estéril 

1 OX Buffer ( -MgCI2) 

MgCI2 (50 mM) 

Mezcla de dNTPs (10 mM) 

F-NPR1-a (20 pMol) 

R-NPR1-a (20 pMol) 

Taq DNA Polymerasa 

Volumen Total 

REACTIVO VOLUMEN 

2 J.JL 

12.3 J.JL 

5 J.JL 

1 J.JL 

0.5 J.JL 

2 J.JL 

2 J.JL 

0.2 J.JL 

25 JJL 

Posteriormente en el cuadro 2.3, se observan las condiciones de temperatura empleados 

para tal amplificación. Para esto se empleó una temperatura de hibridación de 60°C por 1 

minuto (Ver estandarización de la condiciones de PCR) . 

Cuadro 2.3. Condiciones de temperatura empleadas para la amplificación del gen tipo NPR1 de 
coco, durante el estudio de la expresión semicuantitativa. 

Temperatura (0 C) Tiempo Ciclos 

94 4 minutos 1 

94 1 minuto 

~ 1i,!!.!lltt1 30 

72 30 segundos 

72 10 minutos 1 
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2.2.9 CLONACIÓN DE LOS PRODUCTOS OBTENIDOS DEL ESTUDIO DE 

EXPRESIÓN DE GEN TIPO NPR1 

Los productos de la amplificación con los iniciadores F-NPR1-a/R-NPR1-a que mostraron 

mayor nivel de transcrito fueron purificados con el kit de purificación QIAquick (QIAGEN), 

posteriormente ligados con el vector pGEM-T-Easy (Promega). Para la mezcla de la 

reacción de ligación fueron empleados, 5 IJL del amortiguador de ligación (2x) , 1 IJL de la 

enzima T4 ADN ligasa (1 U/IJL) . 1 IJL del vector pGEM-T-Easy (50 ng/IJL) (Figura 2.4), 4 

IJL del producto purificado del PCR y finalmente se aforó a un volumen final de 12 IJL con 

1 IJL de agua estéril. Esta mezcla fue incubada por una hora a temperatura ambiente 

(25°C) y finalmente se dejaron por 24 horas en refrigeración. 

Figura 2.4. Imagen representativa que muestra los principales puntos de referencia del vector de 
clonación pGEM-T Easy. 

Después de la incubación, se tomó 4 IJL del producto ligado y se realizó la transformación 

de las células competentes de Escherichia coli mediante choque térmico a 42°C por 45 

segundos. Posteriormente se crecieron en 1 mL de medio líquido LB (3rC a 200 rpm por 

1 hora). Luego, estas colonias fueron sembradas en cajas Petri conteniendo medio sólido 

LB con Ampicilina (100 mg/L) como antibiótico de selección de colonias transformadas. 

Para corroborar que las colonias blancas no resultan ser falsos positivos, se realizó una 

PCR empleando los cebadores universales M13 para amplificar la sección del sitio 

multiple de clonación que el vector pGEM-T-Easy contiene, el amplicón esperado es de 

1500pb, 200pb de la región del vector y 1300 del cONA del gen tipo NPR1 . 
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Las colonias positivas fueron crecidas en 5 mL de medio líquido con ampicilina (1 00 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 plásmido recombinante. Luego, se tomaron 2 mL del 

cultivo para realizar la subsecuente extracción del plásmido mediante el kit comercial 

Miniprep QIAprep (QIAGEN). El plásmido extraído fue cuantificado con la ayuda del 

marcador de masas High Mass (lnvitrogen) para así determinar la concentración 

requerida para la secuenciación . El proceso de secuenciación 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. 

2.2.1 O ANÁLISIS DE LOS PRODUCTOS SECUENCIADOS 

Los Productos secuenciados se nombraron como PRODUCTO A (24 horas) y 

PRODUCTO B (96 horas). Después de obtener la secuencia de estos productos, se 

procedió a realizar el análisis. Para empezar, se inició con la obtención del Marco de 

Lectura de Abierto (ORF's, por sus siglas en inglés), empleando el programa TRASLATE 

de Biotools-Expasy (http://expasy.org/tools/) . Después de obtener la ORF de estas 

secuencias, se realizó una alineación 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 realizó un alineamiento entre las secuencias de nucleótidos con el mismo fin. 

Luego, se realizó un análisis de las ORF's empleando el programa BLASTP del banco de 

genes NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih .gov/). 
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2.3 RESULTADOS 

2.3.1 PLANTAS TRATADAS CON ÁCIDO SALICÍLICO (2.5 MM). 

En cuanto a las plantas tratadas con SA, se pudo observar que las plantas no presentaron 

ningun tipo de daño por intoxicación. Al igual no se observó daño alguno que pudiera 

desencadenar algún otro tipo de respuesta , tal como la ruta de jasmónico o etileno. En 

cuanto a la cosecha de los tejidos (hoja, tallo y raíz) , estos fueron congelados y 

almacenados en el ultracongelador a -80°C para la posterior extraccion del ARN. 

2.3.2 SELECCIÓN DE CEBADORES 

Después de someter los parámetros requeridos para el diseño de los cebadores en el 

programa Primer3Pius, se seleccionaron 2 juegos de cebadores. En el cuadro 2.4, se 

observan las características emitidas por el programa para cada cebador. 

Cuadro 2.4. Características de los 2 cebadores seleccionados para el estudio del nivel de 
expresión del gen tipo NPR1 de coco. 

Cebador Secuencia Tamaño {Tm~ Am~licón 
(F) NPR1-a CTGGACTCGGATGATGTTGA 20 54 

(R) NPR1-a AGCCATGTGGAGGGGTGT 18 59 
189 pb 

(F) NPR1-b TAGGCACTGGACTCGGATGA 20 57 

(R) NPR1-b TCTAACAACTCGGCCACAAC 20 55 
134 pb 

En cuanto al análisis de estos 2 cebadores con el programa BLASTN, el cebador NPR1 F­

a mostró 100% de identidad con un gen tipo NPR1 de Populus trichocarpa (Álamo 

Balsámico de California) y un valor de E=0.066 y 100% de identidad con el NPR1 de 

Cydonia oblonga (Membrillero) y un valor de E=0.26, al igual presentó 95% de identidad 

con un gen de NPR1 de Musa (Cuadro 2.5). 
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Cuadro 2.5. Resultados del anál isis del cebador NPR1 F-a con el programa BLAST. 

Accesión Descripción Expect %Identidad 

XM002308245.1 Populus trichocarpa NPR1/NIM1_1ike regulatory 0.066 100 

protein, mRNA 

DQ152833.1 Cydonia oblonga clone co-2c10 NPR1-Iike 0.26 100 

protein mRNA, partía/ Cds 

El cebador NPR 1-b, no mostró ninguna similitud con algún tipo de NPR1 . Sin embardo, a 

pesar de esto, este cebador fue empleado para la estandarización de la temperatura de 

hibridación y especificidad. 

2.3.3 ESTANDARIZACIÓN DE LAS CONDICIONES DE AMPLIFICACIÓN 

En la Figura 2.5, se observa el fraccionamiento del ADN genómico extraído de una palma 

de cocotero (no sometida a SA) , empleando el protocolo de extracción con sílica. El ADN 

fue extraído por triplicado, para tener suficiente ADN durante las pruebas. Observamos 

que este método de extracción resultó ser eficiente ya que obtuvimos ADN de buena 

integridad con una banda bien definida sin presencia de barrido y ausencia de ARN. 

ADN 

Figura 2.5. Fraccionamiento de ADN genómico de cocotero. Imagen representativa de un gel de 
agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio que muestra el ADN extraído para la estandarización 
de los cebadores. Carriles 1, 2, 3. Réplicas del ADN extraído. 
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El resulado de la estandarización de las condiciones de PCR del cebador NPR1-a, se 

presenta en la figura 2.6, donde se observa que para la temperatura de 58°C y 56°C no 

hubo una amplificación específica y en cuanto a la temperatura de hibridación que mejor 

resultado mostró para este cebador, fue la de 60°C, ya que se obtuvo un producto de 

PCR del tamaño esperado bien definido y con una buena concentración (Figura 2.6, Carril 

2). 

600 pb 

Figura 2.6. Imagen que muestra los productos obtenidos con el cebador NPR1-a, empleando las 
diferentes temperaturas de hibridación. 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 mostró la mejor temperatura de hibridación. 

Contrario al cebador NPR1-a, el cebador NPR1-b, no mostró ningún fragmento específico. 

Como se observa en la figura 2. 7, carril 1, 2 y 3, a temperaturas de hibridación de 60, 62 y 

58°C se obtuvienron productos inespecíficos, mientras que a una temperatura de 56°C no 

hubo amplificación alguna (Figura 2.7, Carril4) . 

1,636 pb 

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 1 kb. 
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En base a estos resultados obtenidos, tanto de los del análisis en BLASTN y así como los 

productos inespecíficos amplificados con el cebador NPR1-b, se optó por emplear el 

cebador NPR1-a para el posterior estudio de los niveles de expresión del gen tipo NPR1 

de cocotero. 

2.3.4 EXTRACCIÓN DE ARN 

Debido a que en coco no se existe un protocolo estandarizado para extracción de ARN de 

tejidos de hojas, tallo y raíz, se probaron varios protocolos para determinar cual de ellos 

mostraba mejores resultados. Por lo tanto, se emplearon 4 protocolos: el primero fue un 

protocolo el cual empleaba el reactivo Trizo! , pero debido a que las muestras se 

fenolizaban rápidamente y por lo tanto el ARN se degradaba (Figura 2.8, Cariil 1), se 

decidió utilizar otro protocolo. El segundo protocolo empleado fue el Concert (Concert 

Plant ARN Reagent) , pero el problema fue que se extraía más ADN que ARN, por lo tanto 

era necesario emplear más enzima ADNsa 1 (5-1 O IJL) y más tiempo de incubación, por lo 

que el ARN se degrada (Figura 2.8, carril 2). Para el tercer protocolo se utilizó el buffer 

CTAB (hexadecyltrimethylammonium bromide) , con este protocolo se obtuvoa buena 

cantidad de ARN, el inconveniente fue que era más tardado y también se empleaba 

demasiada enzima ADNsa 1 para eliminar el ADN contaminante (Figura 2.8, carril 3) . Por 

último se probó un Kit comercial (ARNspin Mini ARN lsolation Kit, General Electric) , pero 

igual que los otros protocolos, tuvo un inconveniente, no se obtenía suficiente ARN 

(Figura 2.8, carril 4) , por lo se optó realizar una combinación del protocolo con CTAB y el 

Kit Comercial. Como se observa en la figura 2.8 , carril 5, se puede ver que las muestras 

extraida con este protocolo modificado (Ver materiales y métodos) presentan una buena 

integridad de ARN, ya que se logra observar tanto la subunidad mayor asi como la 

subunidad menor. Este protocolo fue realizado en menor tiempo comparado con los otros, 

al igual mostró menos contaminación con ADN y en cuanto a la calidad del ARN fue 

mucho mejor. Por lo tanto se optó por emplear este protocolo para extraer el ARN de 

todos los tejidos de hoja cosechados durante el ensayo. 
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1 2 3 4 5 

28S 

18S 

Figura 2.8. ARN extraído con distintos protocolos. Carril 1. Protocolo empleando el reactivo 
Trizo!; Carril 2. Empleando el Reactivo Concert; Carril 3. Empleando el Reactivo CTAB; Carril 4. 
Empleando el Kit comercial ; Carril 5. Protocolo combinado de CTAB/Kit. 

Posteriormente se realizó la síntesis de ADNc de las muestras extraídas, en la Figura 2.9, 

se presenta una imagen representativa de algunas muestras de ADNc después de ser 

fraccionados en un gel de agarosa al 1 %, la característica de una buena síntesis de ADNc 

es un barrido, que va de las pozas hasta aproximadamente los 100 pb, ya que representa 

la presencia de la población de mensajeros los cuales son de diversos tamaños. 

Figura 2.9. ADNc de plantas tratadas con SA y sintetizado con la enzima SuperScript 11. 
Carril1 y 8. Marcador de 1 kb; Carril 2. O Horas; Carril 3. 24 Horas; Carril 4. 48 Horas; Carril 5. 72 
Horas; Carril 6. 96 Horas; Carril 7. 120 Horas. 
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2.3.5 ANÁLISIS DE EXPRESIÓN 

Para el análisis de la presencia de los trasncritos de NPR1 en los tejidos tratados con SA 

empleando diversos tiempos, se usó la PCR de punto final. En el primer ensayo realizado 

se logró observar que el transcrito del gen NPR1 se observó un incremento en la 

intensidad de la banda a las 72 horas respecto a la de 48 horas y el tiempo cero (Figura 

2.1 O.A). Lo que nos sirvió de base para tomar la decisión de que tiempos considerarían 

para el segundo ensayo. 

En el segundo ensayo se observó la presencia basal de los transcritos de NPR1 ya que, 

en ambos controles se detectó la misma intensidad de banda, no hubo una variación en la 

concentración del producto de PCR en los diferentes tiempos del análisis para ambos 

controles. En el análisis de las muestras provenientes de las plántulas tratadas con SA, se 

observa la presencia basal de NPR1 en el tiempo O, sin embargo se observa una mayor 

intensidad de la banda en la muestra correspondiente a 24 horas despues del tratamiento, 

esta intensidad decae a las 48 y 72 horas, observando un incremento a las 96 horas 

despues del tratamiento. Cada muestra fue analizada a la misma concentración , esto fue 

demostrado al amplificar el gen de mantenimiento 18S ya que todas las muestras se 

presentaron a la misma concentración (Figura 2.1 OB), cabe destacar que se tuvo 3 

repeticiones de cada muestra analizada. 

Si bien este método de análisis de expresión no es el mas sensible, el resultado muestra 

que si hubo cambios significativos en la expresión del gen tipo NPR1 de cocotero, 

comparado con las muestras control que fueron sometidas a tratamiento con 2.5 mM de 

SA, por laque se concluye que el tratamiento con SA induce la expresión del gen tipo 

NPR1 de cocotero, mostrando una mayor expresión a las 24 y 96 horas despues del 

tratamiento (Figura 2.1 OC). 
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Figura 2.10. Nivel de transcritos del gen tipo NPR1 en tejido de hoja de plantas de C. 
nucífera. Los amplicones fueron fraccionados por electroforesis en gel de agarosa al 2% 
teñido con bromuro de etidio . A. Primer ensayo, en el recuadro rojo señala que a las 72 h hubo 
un mayor nivel de transcritos comparado con las O h y 48 h; B. Segundo ensayo, el recuadro rojo 
señala los tiempos en el cual el nivel de transcrito del gen tipo NPR1 fue mayor; C. Tercer ensayo; 
el recuadro rojo señala los tiempos donde el nivel del transcrito del gen tipo NPR1 fue mayor 
comparado con los controles; los recuadros amarrillos señalan aumento del nivel de transcrito de 
NPR1 igual que en el segundo ensayo. El tamaño esperado del amplicón del gen tipo NPR1 es de 
189 pb y 18s: 190 pb. Las Flechas en rojo, indican los dos fragmentos clonados. 
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2.3.6 ANÁLISIS DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS DURANTE EL 

ESTUDIO DE EXPRESIÓN DEL GEN TIPO NPR1 DE COCOTERO 

El tamaño del fragmento secuenciado del Producto A (24 horas) , fue de 262 pb y el del 

Producto B (96 horas) fue de 191 pb. En cuanto al tamaño del marco de lectura abierto 

(ORF's, por sus siglas en inglés) de cada uno de ellos, el Producto A, tuvo un tamaño de 

86 aminoácidos y el del Producto B, tuvo un tamaño de 63 aminoácidos (Figura 2.11 ). 

Producto A (262 pb) 

GTAAGeeeeGeeTTeTGGAeTeGGATGATGTTGAAeTTGTAAAGTTGeTTeTTAGeGAGTCAAATAeCAeT 
TTAGATGATGeCAATGCTeTACAeTATGCAGeTGeeTAeTGTGATTeCAAAGTTGTGGeeGAGTTGTTAGA 
AATGGGTTCAGeTAATGTGAATeTAAGGAATGATAGAGGATATACAeeeeTeCACATGGCTATeGeeTTAT 
TeeTTTTTTGGeGCAATTTGAeTTeTGTTTTTGGeeTAeeeeGAAAeGe 

Marco de lectura de 86 aminoácidos 

K P R L L D S D D V E L V K L L L S E S N T T L D D A N A L H Y A A A Y 
e D S K V V A E L L E M G S A N V N L R N D R G Y T P L H M A I A L F L 
F W R N L T S V F G L P R N 

Producto B (191 pb) 

TAGeCATGTGGAGGGGTGTATATeeTeTATCATTeeTTAGATTCACATTAGeTGAAeeCATTTeTAACAAe 
TeGGeCACAAeTTTGGAATCACAGTAGGCAGeTGCATAGTGTAGAGCATTGGCATCATeTAAAGTGGTATT 
TGAeTeGeTAAGAAGCAAeTTTACAAGTTCAACATCATeeGAGTeCAGA 

Marco de lectura de 63 aminoácidos 

L D S D D V E L V K L L L S E S N T T L D D A N A L H Y A A A Y e D S K 
VVAELLEMGSANVNLRNDRGYTPLHMA 

Figura 2.11. Secuencias de nucleótidos y aminoácidos de los 2 fragmentos clonados, productos de 
la amplificación del ADNc, del gen tipo NPR1 de coco. 

Posteriormente, con el propósito de saber si se trataban del mismo gen tipo NPR1 de 

coco, se realizó el alineamiento de la secuencias nucleótidos (Figura 2.12A) y el 

alineamiento de la secuencia de aminoácidos (Figura 2.128), empleando el programa 

CLUSTALW (http://www.ch.embnet.org/software/CiustaiW.html) y fueron sombreados con 

el programa BOXSHADE (http://www. eh .embnet. org/software/BOX_form. html) . 

64 



Capítulo 11 

A) Alineamiento de nucleótidos 

PA 1 
PB 1 ------------

PA 61 
PB 48 

PA 121 
PB 108 

PA 181 
PB 168 

PA 241 
PB 

PA 1 
PB 1 

PA 61 
PB 57 

CAAATACCACTTTAGATGATGCCAATGCTCTACACTATGCAGCTGCCTACTGTGATTCC 
CAAATACCACTTTAGATGATGCCAATGCTCTACACTATGCAGCTGCCTACTGTGATTCC 

GTTGTGGCCGAGTTGTTAGAAATGGGTTCAGCTAATGTGAATCTAAGGAATGATAGAG 
GTTGTGGCCGAGTTGTTAGAAATGGGTTCAGCTAATGTGAATCTAAGGAATGATAGAG 

TTTTTGGCCTACCCCGAAACGC 

8) Alineamiento de aminoácidos 

PRLLDSDDVELVKLLLSESNTTLDDANALHYAAAYCDSKVVAELLEMGSANVNLRNDRG 
LDSDDVELVKLLLSESNTTLDDANALHYAAAYCDSKVVAELLEMGSANVNLRNDRG 

Figura 2.12. Alineamiento de los 2 productos secuenciados, productos amplificados durante el 
estudio de expresión del gen NPR1 de coco. a) Alineamiento de Nucleótidos. b). Alineamiento de 
Aminoácidos. PA. Producto A; PB. Producto B. 

De acuerdo a estos resultados, se dedujo que se trataban del mismo fragmento (Producto 

A y Producto 8) , ya que se obtuvo un porcentaje del 100% en el alineamiento , tanto para 

nucleótidos como para aminoácidos. El análisis de la secuencia de aminoácidos (Producto 

B) con el Programa BLASTP (http://www.ncbi.nlm .nih .gov/), nos mostró que la secuencia 

posee un 83% de identidad con una proteína NPR 1 de Musa del grupo ABB y un valor de 

E=9e-28, al igual mostró similitud con la proteína NPR1 de Cydonia oblonga (76% de 

identidad y E=4e-26) , Pyrus communis (76% identidad, E=4e-26), Prunus laurocerasus 

(76% identidad, E=Se-26). Por lo que se deduce que los fragmentos amplificados durante 

el análisis de la expresión corresponden a un gen tipo NPR1 de cocotero (Figura 2.13). 
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~ 211m s;overae' _ fn!K .!!l!i8l!t i 
113 75% 9e-28 83% 

103 76% 4e-26 76% 

103 76% 4e-26 76% 

103 76% 4e-26 76% 

105 76% 4e-26 76% 

103 76% Se-26 76% 

103 76% Se-26 76% 

102 76% Be-26 76% 

102 761fo le-25 74% 

Figura 2.13. Resultados del análisis de la secuencia de aminoácidos del Producto A (86 aa) . La 
secuencia de aminoácidos se ubica en el dominio repetido de ankirina del gen NPR1 . 
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2.4 DISCUSIÓN 

Múltiples estudios hechos en monocotiledóneas y dicotiledóneas han mostrado que el 

ácido salicílico juega un papel principal como molécula señal en SAR (Cao et al. , 1994; Le 

Henanff et al. , 2009) . Después del ataque del patógeno, los niveles de SA incrementan 

local y sistemáticamente en plantas infectadas. Además, el SA es requerido para inducir 

la expresión de un conjunto de genes relacionados a patogénesis (PR) (Cao et al., 1994, 

Gaffney et al. , 1993; Loake et al., 2007). El principal regulador de esta resistencia 

mediada por SA, es el gen NPR1 , el cual es funcionalmente conservado en diversas 

especies de plantas (Durrant and Dong , 2004), tales como: uva (Le Henanff et al. , 2009), 

tomate (Chen et al. , 2009), manzana (Malnoy et al. , 2007) , banano (Endah et al. , 2008), 

algodón (Zhang et al. , 2008) , tabaco (Liu et al., 2002) y arroz (Yuan et al. , 2007). El alto 

grado de conservación funcional sugiere que la función de NPR1 evolucionó muy pronto 

en el desarrollo de plantas superiores y que juega un papel fundamental en el desarrollo 

de la planta y su exitosa reproducción (Zi et al., 201 0). Sin embargo, los reportes previos 

sobre análisis de expresión basal de NPR1 se enfocan a servir como una herramienta 

para identificar la presencia de este gen en estudios dirigidos a identificar los niveles de 

expresión de NPR1 ante algún inductor (Cao et al. , 1998; Le Henanff et al., 2009), o al ser 

sobrexpresadas (Manloy et al., 2007). 

En este trabajo, se reporta el estudio de la expresión semicuantitativa del gen tipo NPR1 

en plantas de cocotero, luego de ser sometidos a un tratamiento con ácido salicílico 

aplicando una concentración de 2.5 mM al medio líquido de cultivo Y3. El estudio de 

expresión fue hecho empleando cebadores diseñados a partir de un fragmento de 217 pb 

aislado de ADN genómico de un gen tipo NPR1 de. En cuanto al nombre de esta pequeña 

secuencia aislada de cocotero (Narváez, 201 O. Tesis de Maestría) , se le nombró como 

gen tipo NPR1 , debido al nombre científico de la especie de la cual fue aislada (Cocos 

nucífera) tal como se ha hecho con otros genes NPR1 aislados de otras especies, por 

ejemplo AtNPR1 de Arabidopsis thaliana y MdNPR1 de Musa spp. ABB (Cao et al. 1997; 

Zhao et al. , 2008). El gen NPR1 de arabidopsis, fue encontrado constitutivamente 

expresado en plantas no tratadas y fue moderadamente inducido mediante la aplicación 

de SA exógeno o análogo (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) . 

67 



Capítulo 11 

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 

expresión mediante la aplicación de SA exógeno. En cuando a los perfiles de expresión 

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 expresión tal como ha visto en otras especies estudiadas, en cuanto que los 

controles, solamente se observó una constitutiva expresión basal. A pesar de haber 

observado una expresión 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 expresión muy definido (Figura 2.1 0). El primer pico de expresión 

del gen tipo NPR1 de cocotero, fue observado a las 24 h, similar al tiempo observado en 

arabidopsis (Ca o et al., 1997). Sin embargo, posteriormente, se observa que el pico de 

expresión disminuye a las 48 y 72 h, pero manteniendo siempre un nivel de expresión por 

encima de los controles. Posteriormente se observa, que a las 96 h, el pico de expresión 

aumenta nuevamente, algo muy poco visto en otras especies, donde se ha visto que 

después de alcanzar un máximo nivel de expresión , 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 inespecíficos, se secuenciaron dos de los 

productos observados de mayor expresión en este ensayo (24 y 96 horas) y de acuerdo a 

los resultados obtenidos después del análisis con el programa BLASTP de la base de 

datos del GeneBank (http://www.ncbi.nlm.nih .gov/), los dos fragmentos mostraron un 

100% de alineación entre ellas y un 83% de identidad con la proteína NPR1 de Musa del 

grupo ABB y un valor de Expect=9e-28 , al igual mostró similitud con la proteína NPR1 de 

Cydonia oblonga (76% de identidad y Expect=4e-26) , Pyrus communis (76% identidad, 

E=4e-26), Prunus laurocerasus (76% identidad, E=Se-26). Por lo tanto, se dedujo que los 

fragmentos amplificados durante el estudio de expresión corresponden al fragmento de un 

gen tipo NPR1 de cocotero, ubicado dentro del dominio conservado de ankirina. 
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Cabe recalcar que, el método de aplicación del SA y la concentración empleada en la 

planta de cocotero para el estudio de expresión del gen tipo NPR1 de cocotero, fue 

diferente a los reportados en estudios anteriores, donde la aplicación de SA ha sido de 

manera asperjada sobre las hojas de las plantas y empleando una concentración de 1 

mM, tal como banano (Zhao et al. , 2008), cacao (Zi Shi et al. , 201 0) , camote y arabidopsis 

(Chen et al., 2009, Cao et al., 1997) por mencionar algunos. Sin embargo, este trabajo 

contribuye al conocimiento de una forma alterna de aplicación de SA a la planta. Además 

de conocer, si los perfiles de expresión del gen tipo NPR1 de cocotero se expresan 

similarmente a los reportados en estudios previos. 
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CAPÍTULO 111 

AISLAMIENTO DEL EXTREMO 3' TERMINAL DEL GEN NPR1 DE LA PALMA 

DE COCOTERO 

3.1 INTRODUCCIÓN 

Actualmente se sabe que el gen NPR1 , es un gen clave en la resistencia sistémica 

adquirida (SAR). Este gen fue identificado por primera vez en 1994 y posteriormente fue 

clonado en 1997, a partir de una planta mutante de Arabidopsis, la cual falló en la 

expresión de genes PR, después de la inducción de SAR, por lo que se el denominó "No­

expresivo de genes PR-1" (Cao et al. , 1997; Cao et al. , 1994). Posteriormente se ha 

logrado dilucidar la estructura de la proteína NPR1 , la cual posee una secuencia de 

localización nuclear bipartita y dos dominios de interacción proteína-proteína: un dominio 

repetido de ankirina y un dominio BTB/POZ (Cao et al., 1997). La localización nuclear de 

NPR1 es esencial para su función ·en la inducción de la expresión de genes PR (Kinkema 

et al., 2000). NPR1 se encuentra localizado en el citoplasma en un forma oligomérica 

(inactivo) y dentro del núcleo en su forma monomérica (activa) , los cambios 

conformacionales son inducidos debido a que la acumulación de SA provoca un cambio 

en el potencial redox dentro del citoplasma, induciendo el rompimiento de los puentes 

disulfuro del oligómero y activando de esta manera a la proteína NPR1 (Liu et al., 2005; 

Durant and Dong, 2004; Pieterse y Van Loon, 2004; Kinkema et al., 2000). 

De acuerdo a la información que se tiene del gen NPR1 , se han venido realizando varios 

trabajos de sobreexpresión tal es el caso, en donde el gen AtNPR1 de Arabidopsis 

thaliana fue sobreexpresado en las especies de arroz, tomate, trigo y manzana, 

mostrando un aumento de resistencia contra hongos y bacterías (Cao et al. , 1998; Chern 

et al. , 2001 ; Lin et al. , 2004; Makandar et al. , 2006; Malnoy et al., 2007). Por lo tanto, 

NPR1 representa un blanco ideal para la ingeniería en resistencia de amplio espectro a 

patógenos en la agricultura. Además, un estudio con NPR1 de arroz reveló, que aunque 

arroz y arabidopsis comparten rutas de defensa conservadas, la regulación de esa rutas y 

la unión a otras rutas de plantas pueden ser divergentes (Chern et al., 2005) . 
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Por lo que es necesario la identificación, aislamiento y caracterización de homólogos de 

NPR1 en otras especies de plantas, particularmente plantas monocotiledóneas. Como se 

mencionó en el capítulo 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 nucífera L. 

Por lo tanto el objetivo de este capítulo, fue el aislamiento e identificación del extremo 3' 

terminal del gen tipo NPR1 de cocotero a partir de ADNc, empleando el kit comercial 

GeneRacer (lnvitrogen) . Como primer paso se diseñaron nuevos cebadores específicos 

de esta secuencia previamente aislada con cebadores degenerados (Narváez, 201 O. 

Tesis de Maestría) . Posteriormente se empléo ARN de una planta que anteriormente en 

los análisis de expresión mostró 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 homólogas de genes 

NPR1 caracterizadas en otras especies de plantas. Por último, se identificaron los 

dominios conservados y se realizaron los análisis filogenéticos correspondientes para 

sustentar las relaciones filogenéticas con genes NPR1 descritos. 
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3.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

3.2.1 DISEÑO DE CEBADORES 

Previo al aislamiento del extremo 3' terminal del gen tipo NPR1 en cocotero, es de 

considerarse que para este aislamiento únicamente se requiere, la secuencia Forward 

(sentido) del cebador, de acuerdo a las recomendaciones sugeridas en el manual 

empleado del GeneRacer (lnvitrogen) . Por lo tanto, antes de iniciar con el aislamiento, se 

realizó el diseño de tres cebadores (Forward) , a partir de la secuencia previamente 

aislada del ADN genómico de la palma de cocotero (Narváez, 201 O. Tesis de Maestría). 

Los cebadores se diseñaron de acuerdo a las características sugeridas en el manual del 

GeneRacer (lnvitrogen), el cual nos indica que cada cebador debe poseer las siguientes 

características: 

• Un porcentaje de 50-70% de GC para obtener una alta temperatura de alineamiento. 

• Una longitud de 23-28 nucleótidos para incrementar la especificidad. 

• Bajo contenido de GC en el 3' terminal (no más que dos residuos de G o C en las 

últimas cinco bases) . 

• Una temperatura de alineamiento mayor a 72°C. Para aumentar la especificidad de la 

PCR y permita el uso de un Touchdown PCR. 

Estos tres cebadores fueron previamente diseñados manualmente empleando la siguiente 

formula sugerida de acuerdo al manual del GeneRacer: 

Tm = 4 x (G+C) + 2 x (A+ T) 

Posteriormente las secuencias de estos cebadores fueron introducidos a un programa 

denominado Oligo-Analyzer (V.1.0.2), para verificar que cumplan con las características 

antes mencionadas. 
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3.2.2 UBICACIÓN DE LOS CEBADORES EN EL FRAGMENTO DEL GEN TIPO 

NPR1 DE COCOTERO AISLADO DE ADN GENÓMICO DE COCOTERO 

Los tres cebadores (Forward) , fueron ubicados dentro la secuencia del fragmento del gen 

tipo NPR1 aislado del ADN genómico de cocotero (Narváez, 2010. Tesis de Maestría). La 

ubicación de estos cebadores, fue con la finalidad de determinar cuál de ellos debía ser 

empleado para la primera reacción de amplificación (GeneRacer PCR) y de ser necesario, 

cuál de ellos iba a ser empleado en una posible segunda reacción de amplificación 

(GeneRacer Nestéd-PCR). 

3.2.3 ANÁLISIS DE LOS CEBADORES "EN EL GENEBANK 

Después del diseño y la ubicación de los cebadores, estos, fueron analizados empleando 

el programa BLASTN (http://blast.ncbi.nlm.nih .gov/Biast.cgi), con la finalidad de 

determinar el porcentaje de identidad de cada uno de los cebadores con genes 

homólogos de NPR1 caracterizados en otras especies de plantas. 

3.2.4 PREDICCIÓN DEL EXTREMO 3' TERMINAL DEL GEN TIPO NPR1 DE 

COCOTERO 

Posteriormente, se optó por hacer un alineamiento de la secuencia de aminoácidos del 

fragmento aislado del ADN genómico de cocotero (Narváez, 2010. Tesis de maestría), 

con las secuencia de aminoácidos de los homólogos de MdNPR1 de musa spp. ABB 

[Dongguan Dajiao] (FJ357442) y OsNPR1 de arroz [Oryza sativa Japónica Group] 

(A Y923983.1 ). Se seleccionaron estas dos secuencias homólogas, debido a que 

pertenecen al grupo de las monocotiledóneas, igual que la palma de cocotero (Cocos 

nucífera L.). Por lo tanto , el objetivo de este alineamiento fue para deducir el tamaño 

aproximado del extremo 3' terminal faltante. El alineamiento fue realizado empleando el 

programa BOXSHADE (http://www.ch.embnet.org/software/CiustaiW.html). 
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3.2.5 EXTRACCIÓN DE ARN 

La extracción del ARN fue realizada empleando el protocolo estandarizado en el capitulo 

anterior (Ver materiales y métodos del capitulo 2), en el cual se observó que el ARN 

extraído de los tejidos de hoja sometidos a tratamiento con ácido salicílico (24 horas y 96 

horas), mostró un cambio en el nivel de expresión del gen tipo NPR1 de cocotero, 

respecto a los controles. Basándonos en este resultado, se descongeló únicamente el 

ARN extraído del tiempo de 96 horas (almacenado a -80°C) y posteriormente fue tratado 

con la enzima ADNasa 1 (Ambión). Por ultimo el ARN fue fraccionado en un gel de 

agarosa al 1%. 

3.2.6 SÍNTESIS DE ADNc 

Posteriormente se realizó la síntesis del ADNc, de acuerdo al manual del GeneRacer, en 

el cual se sugieren 2 protocolos: la Retrotranscriptasa SuperScript™ 111 RT y la 

Retrotranscriptasa Cloned AMV RT. En este caso se optó por el protocolo del Cloned 

AMV RT, en el cual fueron empleados Oligo dT (GeneRacer™ Oligo dT Primer Sequence) 

para la síntesis de la primera cadena. Se agregó 1 ¡JL de Oligo dT (50 !JM) , 1 !JL de la 

mezcla de dNTP (1 O mM) a 2 IJL del ARN total (3 ¡Jg) y seguidamente se aforó a un 

volumen de 12 IJL (agua libre de nucleasas), seguidamente se incubó a 65°C por 5 

minutos. Luego se colocó en hielo por 2 minutos y se centrifugó brevemente; 

posteriormente se agregó 4 !JL del buffer SX RT (250 mM Tris acetato, pH 8.4; 375 mM 

acetato de potasio; 40 mM acetato de magnesio; estabilizador y 20 ¡Jg/mL BSA) , 1 !JL de 

la enzima Cloned AMV RT (15 U/¡JL), 2 ¡JL agua estéril y 1 !JL de ARNsaOut™ (40 U/¡JL) 

para un volumen total de 20 ¡JL, seguidamente se mezcló brevemente y fue incubado a 

45°C por 1 hora y luego se inactivó la enzima Cloned AMV RT a 85°C por 15 minutos. El 

ADNc fue fraccionado en un gel de agarosa al 1%. 

79 



Capítulo 111 

3.2.7 AISLAMIENTO DEL EXTREMO 3' TERMINAL DEL GEN TIPO NPR1 

(FRAGMENTO 1) 

3.2.7.1 PRIMERA REACCIÓN DE AMPLIFICACIÓN (GeneRacer PCR) 

La primera reacción de amplificación (GeneRacer PCR) fue hecho empleando el Forward 

del cebador NPR 1-A. Las condiciones para la preparación de la mezcla, fueron tomadas 

del manual del GeneRacer (lnvitrogen) para un volumen final de 25 ~L (Cuadro 3.1). 

Cuadro 3.1. Condiciones para la preparación de la mezcla de la primera reacción para el 
aislamiento del extremo 3' terminal. 

Reactivos 

RTTemplado 

Agua estéril 

1 OX Buffer ( -MgCI2) 

MgCI2 (50 mM) 

Mezcla de dNTPs (1 O mM) 

GeneRacer™ 3' Primer, 1 O 1-JM 

(Forward) A, 10 IJM 

T aq ADN Polymerasa 

Volumen Total 

Volumen 

21-JL 

12.3 1-JL 

51-JL 

1 1-JL 

0.51-JL 

21-JL 

21-JL 

0.21-JL 

25¡JL 

En cuanto a las condiciones de temperatura de hibridación para este cebador, se 

emplearon dos temperaturas (70°C y 72°C), para así, poder determinar cual de ellas 

mostraba mejores resultados. El programa empleado para esta primera reacción, se basó 

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 cámara 

electroforética a 90V y 175° A. 
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Cuadro 3.2. Condiciones de temperatura empleadas para la primera reacción de amplificación del 
extremo 3' term inal. 

Temperatura (0 C} Tiempo Ciclos 

94 2 minutos 1 

94 30 segundos 5 

72 1:30 minutos 

94 30 segundos 5 

70 1:30 minutos 

94 30 segundos 

mE 30 segundos 25 

72 1:30 minutos 

72 10 minutos 

3.2.7.2 SEGUNDA REACCIÓN DE AMPLIFICACIÓN (GeneRacer-Nested PCR) 

De acuerdo al resultado observado en la primera reacción de amplificación (no hubo 

ningún fragmento definido) , se optó por realizar una segunda reacción de amplificación 

(GeneRacer-Nested PCR) . Para esta segunda reacción de amplificación , se optó por 

emplear el cebador NPR1-B (debido a la posición en la que fue diseñado ver figura 3.1). 

Las condiciones para la preparación de la mezcla de reacción , fueron tomadas del manual 

del GeneRacer para un volumen final de 25 IJL (Ver cuadro 3.3). 
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Cuadro 3.3. Condiciones empleadas para la preparación de la mezcla en la segunda de reacción 
de amplificación del extremo 3' term inal. 

Reactivos 

Producto de la 1 a Amplificación 

Agua estéri l 

1 OX Buffer ( -MgCI2) 

MgCI2 (50 mM) 

Mezcla de dNTPs (10 mM) 

GeneRacer™ 3' Nested (1 O 1-JM) 

(Forward)-B (10 !JM) 

Taq ADN Polymerasa 

Volumen Total 

Volumen 

2 1-JL 

12.3 1-JL 

5 1-JL 

1 1-JL 

0.5 1-JL 

2 1-JL 

2 1-JL 

0.2 1-JL 

251JL 

El programa de temperaturas para esta segunda reacción de amplificación fue tomado del 

manual del GeneRacer, sin embargo, para este cebador, se probaron tres diferentes 

temperaturas de hibridación: 66°C, 68°C y 70°C (Ver cuadro 3.4) , con la finalidad de 

determinar cual de ellas mostraba mejores resultados. El producto amplificadó fue 

fraccionado en un gel de agarosa al 1.5%. 

Cuadro 3.4. Condiciones de temperatura empleadas para la segunda reacción de amplificación del 
extremo 3' terminal. 

Temperatura (0 C) Tiempo Ciclos 

94 2 minutos 1 

94 30 segundos 

@ld:Q 30 segundos 25 

72 2 minutos 

72 10 minutos 

Posteriormente, también se empleó el cebador NPR 1-C, para reamplificar el producto 

obtenido con el cebador NPR 1-A. Las condiciones para la preparación de la mezcla y las 

temperaturas de hibridación fueron las mismas que se emplearon para el cebador NPR1-

B (Ver cuadro 3.3 y cuadro 3.4) . 

82 



Capítulo 111 

3.2.8 AISLAMIENTO DEL EXTREMO 3' TERMINAL DEL GEN TIPO NPR1 DE 

COCOTERO (FRAGMENTO 2) 

Luego de observar el tamaño del fragmento que se obtuvo en las amplificaciones 

anteriores (FRAGMENTO 1), se optó por intentar aislar nuevamente otro fragmento del 

extremo 3' terminal , partiendo nuevamente del ADNc (96 horas) . Las condiciones para la 

preparación de la mezcla para esta primera reacción de amplificación (GeneRacer PCR), 

fueron las mismas empleadas con anterioridad , excepto que para esta reacción , se 

empleó el cebador NPR1-B (ver cuadro 3.1). El programa de temperatura fue el mismo, 

sin embargo, la temperatura de hibridación empleada fue solo la de 68°C (ver cuadro 3.2). 

El producto amplificado fue fraccionado en un gel de agarosa al 1.5%, empleando una 

cámara electroforética a 95V y 175A. 

Posteriormente de acuerdo al resultado obtenido de esta primera reacción de 

amplificación, se logró observar un fragmento de un tamaño aproximado de 1 ,200 pb, sin 

embargo, hubo ciertos fragmentos inespecíficos, por lo que fue necesario realizar una 

reamplificación del primer producto (GeneRacer-Nested PCR). En cuando a las 

condiciones para la preparación de la mezcla y las condiciones de temperaturas 

hbridación fueron las mismas empleadas anteriormente (Ver cuadro 3.3 y 3.4) , excepto 

que en esta segunda reacción de amplificación se empleó el cebador NPR1-C en la 

mezcla y la temperatura de hibridación empleada fue de 68°C. Por último, el producto de 

esta amplificación, fue fraccionado en un gel de agarosa al 1.5%. 

3.2.9 CLONACIÓN DE LOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS DEL EXTREMO 3' 

TERMINAL 

En total , fueron tres los fragmentos amplificados del extremo 3' terminal , los cuales fueron 

nombrados de acuerdo al orden en el cual fueron amplificados (Fragmento 1, fue el de 

aproximadamente 500 pb; Fragmento 2, es el de aproximadamente 1 ,200 pb y el 

Fragmento 3, es el de aproximadamente 1,100 pb). Previo a la clonación , los productos 

amplificados fueron purificados con el kit de purificación QIAquick (QIAGEN) . El protocolo 

de clonación, fue el mismo que se empleó para clonar los fragmentos amplificados en la 

expresión del gen tipo NPR1 de cocotero en el capitulo anterior (Ver Materiales y métodos 

del capitulo 2, Sección 2.2.9) 
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3.2.10 ANÁLISIS Y OBTENCIÓN 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/CiustaiW.html) y sombreadas 

con el programa BOXSHADE (http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html) , con la 

finalidad determinar el tamaño total de la secuencia de aminoácidos del extremo 3' 

terminal aislado. 

3.2.11 ALINEAMIENTO E IDENTIFICACIÓN DE LOS DOMINIOS 

CONSERVADOS DEL EXTREMO 3' TERMINAL DEL GEN TIPO NPR1 DE 

COCOTERO 

Se realizó el alineamiento de la secuencia de aminoácidos la proteína tipo NPR1 de 

cocotero, con las secuencias de aminoácidos de las proteínas de MdNPR1 (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 proteína NPR1 (Dominios BTB/POZ y ANKIRINA) . El alineamiento fue 

realizado con el programa CLUSTALW (http://www.ch .embnet.org/software/CiustaiW.html) 

y posteriormente sombreado con el programa BOXSHADE 

(http://www.ch .embnet.org/software/BOX_form.html) . 

3.2.12 ANÁLISIS FILOGENÉTICO DEL EXTREMO 3' TERMINAL DEL GEN 

TIPO NPR1 DE COCOTERO 

Para análisis filogenético se emplearon 35 secuencias homólogas NPR1 de diferentes 

especies de plantas. La historia evolutiva fue inferida usando el método de Neighbor­

Joining (Saitou y Nei, 1987) y un análisis de bootstrap con 1000 réplicas. Este análisis 

filogenético fue realizado utilizando el software MEGA v. 5.0. Para este análisis, se 

emplearon las secuencias de aminoácidos de las familias de proteínas tipo NPR1 de 

Arabidopsis thaliana (seis miembros), Oryza sativa (cinco miembros) y Carica papaya 

(cuatro miembros). 
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3.3 RESULTADOS 

3.3.1 CEBADORES DISEÑADOS PARA EL AISLAMIENTO DEL EXTREMO 3' 

TERMINAL DEL GEN TIPO NPR1 DE COCOTERO 

Los tres cebadores diseñados fueron nombrados como: NPR1-A, NPR1-B y NPR1-C. Las 

características de los tres cebadores, luego de ser análizados con el programa Oligo­

Analyzer, se describen a continuación (Cuadro 3.5) . 

Cuadro 3.5. Características de los cebadores empleados para el aislamiento del extremo 3' 
terminal del gen t ipo NPR1 . 

Cebador Secuencia (Forward) Tamaño Tm (°C) %GC ES 

NPR1-A GGCACTGGACTCGGATGATGTTGAACTT 28 pb 72 50 No 

NPR1-B CACTATGCAGCTGCCTACTGTGATTCC 27 pb 68 52 No 

NPR1-C TGCAGCTGCCTACTGTGATTCCAA 24 pb 68 50 No 

Tm. Temperatura de alineamiento; %GC. Porcentaje de los nucleótidos GC; ES. Estructuras 
secundarias. 

3.3.2 POSICIÓN DE LOS CEBADORES EN EL FRAGMENTO DEL GEN TIPO 

NPR1 AISLADO DEL ADN GENÓMICO 

La posición de los tres cebadores, fue la siguiente, el primer cebador denominado NPR1-

A, fue ubicado al inicio del fragmento , a partir del nucleótido 9 al nucleótido 37. El 

segundo cebador denominado NPR1-B, se ubicó en la parte central del fragmento, a partir 

del nucleótido 92 al nucleótido 119. El tercer cebador denominado NPR1-C, también fue 

ubicado en la parte central del fragmento, a partir del nucleótido 97 al nucleótido 121 

(Figura 3.1). De acuerdo a las posiciones de los cebadores, se optó por emplear el 

cebador NPR1-A para la primera reacción de amplificación (GeneRacer PCR) y los 

Cebadores NPR1-B y NPR1-C para una segunda reacción de amplificación (GeneRacer­

Nested PCR). 
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1 F: CnNPR1-A 1 

CnNPR1 1 ATTCGAT TAGGCACTGGACTCGGATGATGTTGAACTTGTAAAGTTGCTTCTTAGCGAGTCAAATACCACT 

1 F: CnNPR1-B 1 

CnNPR1 7 1 TTAGATGATGCCAATGCTCTACACTATGCAAGCTGCCTACTGTGATT=AAGTTGTGGCCGAGTTGTTAG 

1 F: CnNPR1-C 1 

CnNPR1. 1 41 AAAT GGGTTCAGCTAATGTGAATCTAAGGAATGATAGAGGATATACA=CCTCCACATGGCTGCGATGCG 

CnNPR1 2 11 TAAAGAA 

Figura 3.1. Imagen representativa de la posición de los tres cebadores diseñados (Forward) , 
dentro de la secuencia del fragmento inicial del gen tipo NPR1 de cocotero (amplicón de 217 pb) y 
posteriormente empleados en el aislamiento del extremo 3' terminal. 

3.3.3 ANÁLISIS DE LOS CEBADORES EN EL GENEBANK 

El resultado del análisis de los cebadores con la base de datos del GenBank, fueron los 

siguientes: El primer cebador NPR1-A, mostró 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, mostró 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, mostró 

un porcentaje de identidad de 96% con el gen NPR1 de Mussa del grupo ABB (Exp= 

0.17). Esto nos indicó que los tres cebadores diseñados mostraron un cierto porcentaje de 

identidad con genes homólogos de NPR1 caracterizados en otras especies de plantas 

(Cuadro 3.6) . 

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

Cebador #Accesión Especie Valor de E % 
Identidad 

DQ149930 Pyrus communis-NPR 1-/ike 0.001 96 
NPR1-A protein mRNA 

DQ149962 Cydonia oblonga-NPR 1-like 0.004 100 
protein mRNA 

EU747883 Musa ABB Group NPR1-Iike 0.004 96 
NPR1-B protein mRNA 

DQ152832 Platanus x acerifolia NPR1-Iike 0.27 96 
protein mRNA 

EU747883 Musa ABB Group NPR1-Iike 0.17 96 
NPR1-C protein mRNA 

XM003569852 Brachypodium distachyon 10 95 
regulatory protein NPR3-Iike 
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3.3.4 DEDUCCIÓN DEL EXTREMO 3' TERMINAL DEL GEN TIPO NPR1 DE 

COCOTERO 

El alineamiento de la secuencia de aminoácidos de los genes NPR1 de arroz (OsNPR1) y 

banano (MdNPR1), junto con los 69 aminoácidos de la secuencia inicial del gen tipo 

NPR1 de cocotero (Narváez, 2010. Tesis de Maestría), nos permitió determinar una 

aproximación del extremo 3' terminal faltante (Figura 3.2). 

Mussa 
OsNPR1 
CnNPR1 

Mussa 
OsNPR1 
CnNPR1 

Mussa 
OsNPR1 
CnNPR1 

Mussa 
OsNPR1 
CnNPR1 

Mussa 
OsNPR1 
CnNPR1 

Mussa 
OsNPR1 
CnNPR1 

Mussa 
OsNPR1 
CnNPR1 

Mussa 
OsNPR1 
CnNPR1 

Mussa 
OsNPR1 
C:nNPR1 

Mussa 
OsNPR1 
C:nNPR1 

Mussa 
OsNPR1 
CnNPR1 

1 MPNPTEPSSSIS~ 
1 --------------------ME:PP'rs 
1 ------------------------------------------------------------

61 IJEH:r;LLDT~-
41 iJAAAFRSPeDFA 

1 ------------------------------------------------------------

111 
101 

1 ------------------------------------------------------------

167 
161 

1 ------------------------------------------------------------

2:25 
221 

1 ---------------------------------------------------------

:285 
:279 

3 

345 
339 

63 

405 
399 

70 ------------------------------------------------------------

46 
459 

' ll.\i! t " L.3KI\'EL ;;R.R¡iFffiCS !J\ · 
·Rt- AlSKr.~L ::::KRFFffi ,-SN"" 

70 ------------------------------------------------------------

5:23 
519 

70 ------------------------------------------------------------

583 PRSEEI<.Y!EMVARN 
575 I~IRPRll-----
70 -------------

Figura 3.2. Alineamiento de la secuencia de aminoácidos homólogos de NPR1 de banano, arroz y 
coco. El rectángulo rojo, muestra el sitio donde la secuencia conocida de coco (69 aa) se alinea 
con estas secuencias, mostrando así, el tamaño aproximado de los extremos terminales por aislar. 

De acuerdo al alineamiento observado en la figura anterior, se dedujo el tamaño 

aproximado del extremo 3' terminal faltante, así como el extremo 5' terminal (Cuadro 3.7). 
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Cuadro 3.7. Secuencias empleadas como referencia para determinar el tamaño de los extremos 3' 
y 5' terminales del gen tipo NPR1 de coco. El sombreado gris, muestra el tamaño del fragmento 
aislado del ADN genómico y las partes no sombreadas, muestran los tamaños aproximados de los 
extremos faltantes. 

Gen 

Arroz (AY923983.1) 

Banano(FJ357442) 

Extremo 3' 

237 aa 

244 aa 

NPR1 

69aa 

69aa 

3.3.5 EXTRACCIÓN DEL ARN Y SÍNTESIS DE ADNc 

Extremo 5' Tamaño 

276 aa 582 aa 

282 aa 526 aa 

El ARN descongelado fue fraccionado en un gel de agarosa y se observó que presentaba 

una ligera contaminación con ADN (Figura 3.3a). Sin embargo después del tratamiento 

con la enzima ADNsa 1 (Ambión} , se logró eliminar la presencia del ADN contaminante 

(Figura 3.3b). La cuantificación de este ARN total , mostró una concentración de 1.5 

¡Jg/¡JL, por lo que fue adecuado para la síntesis de ADNc. La síntesis de ADNc empleando 

el protocolo recomendado por el manual del GeneRacer (Cioned AMV RT} fue 

correctamente realizado, tal como se puede observar en la Figura 3.3c. 

285 

185 

Figura 3.3. Muestra de ARN empleado para el aislamiento del extremo terminal 3'. a) ARN total 
despues de ser descongelado (96 horas) con presencia de ADN contaminante. b) ARN 
previamente tratado con ADNsa 1 (Ambión) . e) ADNc sintetizado con la enzima Cloned AMV RT 
empleando 31-Jg de ARN total. 

88 



Capítulo 111 

3.3.6 AISLAMIENTO DEL EXTREMO 3' TERMINAL DEL GEN TIPO NPR1 DE 

COCOTERO(FRAGMENT01) 

3.3.6.1 PRIMERA REACCIÓN DE AMPLIFICACIÓN (GeneRacer PCR) 

El resultado de la primera amplificación (GeneRacer PCR) empleando el cebador NPR1-A 

se observa en la figura 3.4, en el cual se muestra los productos obtenidos de las dos 

temperaturas de hibridación probadas. En el carril 1, se observa el producto amplificado 

con una temperatura de hibridación de 70°C y se observan algunos fragmentos 

amplificados de aproximadamente 700 pb. En el carril 2, se observa el producto 

amplificado con una temperatura de hibridación de 72°C, y al igual que el producto 

anterior, muestran fragmentos de aproximadamente 700 pb. Sin embargo, ambos 

productos amplificados no se observan completamente definidos, por lo que se realizó 

una segunda amplificación (GeneRacer-Nested PCR) . 

1 M 

-700pb 

! 

2 

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

3.3.6.2 SEGUNDA REACCIÓN DE AMPLIFICACIÓN (GeneRacer-Nested PCR) 

En la Figura 3.5, se observan dos geles de agarosa, que muestran los productos 

amplificados en esta segunda amplificación con los cebador NPR1-B y NPR1-C. El primer 

gel, muestra fragmentos amplificados de aproximadamente 500 pb con el cebador NPR1-

B (figura 3.5a). El segundo gel muestra también un fragmento amplificado de 

aproximadamente 500 pb, con el cebador NPR1-C (figura 3.5b). 
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En cuanto a las tres temperaturas de hibridación probadas, la que mejor resultado mostró, 

fue la de 68°C para ambos cebadores. Debido a que los fragmentos amplificados con 

estos dos cebadores prácticamente eran del mismo tamaño, se optó por clonar y 

secuenciar solamente el fragmento amplificado con el cebador NPR1-B. 

600 pb 

Figura 3.5. Productos de la segunda amplificación, 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 de aproximadamente 500 pb. 

3.3.7 AISLAMIENTO DEL EXTREMO 3' TERMINAL DEL GEN TIPO NPR1 DE 

COCOTERO (FRAGMENTO 2) 

El resultado de la primera amplificación (GeneRacer PCR) empleando el cebador NPR1-

B, fue un fragmento de aproximadamente 1,200 pb (flecha roja) , que posteriormente fue 

clonado (Ver figura 3.6. Carril 2) . 

1,200 

Figura 3.6. Fragmentos de la primera reaccion de amplificación con el cebador NPR1-B. Carril1. 
Marcador molecular de 100 pb; Carril 2. Fragmento amplificado de aproximadamente 1,200 pb 
(flecha roja) con el cebador NPR1-B. Las flechas negras, señalan posibles fragmentos 
in específicos. 
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Sin embargo, también se observaron otros fragmentos poco visibles de diferentes 

tamaños, aproximadamente entre 200 pb y 2,000 pb, por lo cual , se realizó una segunda 

amplificación (GeneRacer-Nested PCR) empleando el cebador NPR1-C. El resultado de 

esta segunda amplificación , fue un fragmento de un tamaño aproximado de 1,100 pb (ver 

Figura 3.7). Sin embargo, también se observaron fragmentos que anteriormente habían 

sido amplificados con el cebador NPR1-B en la primera reaccion (Figura 3.6, carril 2) , 

pero debido a que mostraban tamaño menor al predicho, no fueron tomados en cuenta. 

En tanto que el fragmento amplificado (1 , 100 pb) fue clonado para su posterior 

secuenciación . 

2,072 

1,100 

600 

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

3.3.8 CLONACIÓN DE LOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS DEL EXTREMO 3' 

TERMINAL 

La cantidad de los productos purificados de los tres fragmentos amplificados (purificados 

con el kit de purificación QIAquick de QIAGEN) fue determinado empleando el marcador 

de masas HighMass (lnvitrogen). En la figura 3.8, carri les 2, 3 y 4, se observan que los 

tres productos contenían la cantidad suficiente de ADN (60 ng/¡..JL) para dar inicio con la 

ligación de los mismos, dentro del vector de transfromación pGEM-T Easy. 
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10 ng/IJL 

Figura 3.8. Imagen representativa de los 3 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) . 

En la figura 3.9, se observan los productos que se obtuvieron de la PCR empleando los 

cebadores M13 (amplicón de 200 pb). Esto, nos indica que las colonias analizadas 

(colonias blancas), fueron exitosamente transformadas con los 3 fragmentos de interés 

(500 pb, 1 ,200 pb y 1,100 pb). Los fragmentos observados en la figura, contienen los 

fragmentos de interés, así como parte de la región amplificada por el cebador M 13; es 

decir, para el Fragmento 1 (500 pb) , se observa un tamaño aproximado de 700 pb, para el 

Fragmento 2 (1 ,200 pb) un tamaño aproximado de 1400 pb y para el Fragmento 3 (1 , 100 

pb) , se obtuvo un tamaño aproximado de 1,300 pb (Figura 3.9) . 

1,500 pb 

700 pb 

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) . 
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Luego de haber multiplicado las colonias transformadas, se extrajo el plásmido. En la 

figura 3.1 O se observan los resultados que se obtuvieron de esta extracción. El carril 1, 

muestra el plásmido que contiene el fragmento de 500 pb, el carril 2, muestra el plásmido 

que contiene el fragmento de 1 ,200 pb, el carril 3, muestra el plásmido que contiene el 

fragmento de 1,100 pb y por ultimo, el carril 4, muestra el marcador de masas Highmass 

empleado, para deducir la concentración (ng/~L) de cada una de las muestras. Al parecer, 

los 3 plásmidos extraídos muestran una concentración adecuada ya que poseen una 

concentración mayor a 100 ng/~L , lo cual es requerido para su posterior secuenciación . 

100 ng/~JL 

Figura 3.10. Concentración de los plásmidos extraídos los cuales contienen los fragmentos de 
interés. Carril 1. Plásmido con el fragmento 1 (500 pb); Carril 2. Plásmido con el fragmento 2 
(1 ,200 pb); Carril 3. Plásmido con el fragmento 3 (1 ,200 pb) y Carril 4. Marcador de Masas 
Highmass. 

3.3.9 ANÁLISIS DE LA SECUENCIA DE LOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS 

DEL EXTREMO 3' TERMINAL 

Los fragmentos secuenciados tuvieron los siguientes tamaños: el primer fragmento tuvo 

una secuencia total de nucleótidos de 485 pb, el segundo fragmento fue de 1,196 pb y el 

tercer fragmento fue de 1,134 pb. En el Figura 3.11 , se observa las secuencias completas 

de nucleótidos de los tres fragmentos aislados. 
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Fragmento 1 (485 pb) 

TGTCACTGTGAAACTATTTTCAAAGTAATTGAAAATAAAAGCGGAATTGTTTACGAAGGCAGAAAGATTTT 
TTTAAAAAAAAACCTCTGTTTTCCAGGTACAGAAGCTTCATCTGAAGGTCATCAGCTAATAACGGTGATGT 
GACCGAGTCTTCCACAGCCATGGGATTCCTCCGCATCTCTCTCTCTAGAATGTCAATGCATATCCGGTCTT 
TATTTGACTCTTGACACTGCTGAGTCTTTGTATTATAATCTTTTGCCCTTGTTAGCCTCCTACAAATCATA 
ACAGCACTCTGCCCATCAGATGTTGTTTCTGATGCAGAAGCACCTTTGGTGAGAAGAGAAACAATAATAGC 
TGGCTCCCTTCTCATGGCAGCTAAATGGAGGGGTGTGTATCCTCTATGATTCTTCAGATTCACATTAGATG 
ACCCCAGTTCTAACAACTCTGCTACAACTTTGGAATCACAGTAGGCAGCTGCATAGTGA 

Fragmento 2 (1,196 pb) 

TTTTTTACAAAAATAAGCTGCTATTAGCACTTCCATATAACTTACAGCCAATGGTATCACAGTCCATTAGG 
TTATTATAGCAATAATGTTAACACCCATCCCAATGCCATTATCAGTTGAGAGCATGCTTCCAGTTCTGGTA 
ATTGCTTGAAGGCCAGGAAAAGAGAGAGAGAGAGAGAGAAGCAAGAAAACAAAACACTCATGACATCGTTC 
TGCAGCACGAAAAAAAGCAACTACTCTGATGTGCAGCCTCTCCTGATGGTTTAGATTTCAGGCAGCTAATA 
TCACCTCATGTAGCATCTATCTATAATACATGTACCACAATAACTCTACAACTTCATTACAGCCTTGGAAT 
GCCCTTGTATCACCCTTTCAATGAGGAGGATGATGATGATGATGAAGACAGCCCCGAGCGGACGCTATCAG 
CCTTGTCCTGGTTGAAGGCCTTGCGAACATCCTCCTTTAACTCACAGAAACGCATCCGCTTGATCTTTTGC 
TCATCGGGTGTTCCCTTCTGAAGGTAGAACAGATCGTGCAAGTCTTCTTCGAGAAACTTATCCAAAACTTG 
TGAACAATGTGGGAAATAGCGCCTGCCCAGCTCCACTGTTTTCACAAGGGCGTCAACCCTCGAACGTAGCC 
GTTTGTTCTGCATTGTAGGTGTCTCATTCAAATCAACCTCCCTCAGGTTACTTGAGCTCCTTGATGTCAAA 
AGACCTCTGAGTTCTGATGTTGTCTCTGCTTGTGCAATTTCCATGGCTACCTTGGCTTCAGCAGGGAAGAA 
TAATCTCGCAAATGCAACTCTGTTTTCCAGGTACAGAAGCTTCATTTGAAGGTCATCAGCTAATAACGGTG 
ATGTGACCGAGTCTTCCACAGCCATGGGATTCCTCCGCATCTCTCTCTAGAATGTCAATGCATATCCGGTC 
TTTATTTGACTCTTGACACTGCTGAGTCTTTGTATTATAATCTTTTGCCCTTGTTAGCCTCCTACAAATCA 
TAACAGCACTCTGCCCATCAGATGTTGTTTCTGATGCAGAAGCACCTTTGGTGAGAAGAGAAACAATAATA 
GCTGGCTCCCTTCTCATGGCAGCTAAATGGAGGGGTGTGTATCCTCTATGATTCTTCAGATTCACATTAGA 
TGACCCCAGTTCTAACAACTCTGCTACAACTTNGGAATCACAGTAGGCAGCTGCATAGTG 

Fragmento 3 (1,134 pb) 

TGCAGCTGCCTACTGTGGATTCCAAAGTTGTAGCAGAGTTGTTAGAACTGGGGTCATCTAATGTGAATCTG 
AAGAATCATAGAGGATACACACCCCCTTCCATTTAGCTGCCATGAGAAGGGAGCCAGCTATTATTGTTTCC 
TCTTCTCACCCAAAGGTGCTTCTGCATCAGAAAACAACATCTGATGGGCAGAGTGCTGTTATGATTTGTAG 
GAGGCTAACAAGGGCAAAAGATTATAATACAAAGACTCAGCAGTGTCAAGAGTCAAATAAAGACCGGATAT 
GCATTGACATTCTAGAGAGAGAGATGCGGAGGAATCCCATGGCTGTGGAAGACTCGGTCACATCACCGTTA 
TTAGCTGATGACCTTCAAATGAAGCTTCTGTACCTGGAAAACAGAGTTGCATTTGCGAGATTATTCTTCCC 
TGCTGAAGCCAAGGTAGCCATGGAAATTGCACAAGCAGAGACAACATCAGAACTCAGAGGTCTTTTGACAT 
CAAGGAGCTCAAGTAACCTGAGGGAGGTTGATCTGAATGAGACACCTACAATGCAGAACAAACGGCTACGT 
TCGAGGGTTGATGCCCTTGTGAAAACAGTGGAGCTGGGCAGGCGCTATTTCCCACATTGTTCACAAGTTTT 
GGATAAGTTTCTCGAAGAAGACTTGCACGATCTGTTCTACCTTCAGAAGGGAACACCCGATGAGCAAAAGA 
TCAAGCGGATGCGTTTCTGCGAGTTAAAGGAGGATGTTCGCAAGGCCTTCAACCAGGACAAGGCTGATAGC 
GTCCGCTCGGGGCTGTCTTCATCATCATCATCATCCTCCTCATTGAAGGGTGATACAAGGCATTCCAAGGC 
TGTAATGAAGTTGTAGAGTTATTGTGGTACATGTATTATAGATAGATGCTACATGAGGTGATATTAGCTGC 
CTGAAATCTAAACCATCAGGAGAGGCTGCAACATCAGAGTAGTTGCTTTTTTTCGTGCTGCAGAACGATGT 
CATGAGTGTTTGTTTCTTGCTTCTCTCTCTCTCTCTCTTTTCCTGGCCTTCAAGCAATACCAGAACTGGAA 
GCATGCTTTTCAAAAAAAAAAAATAAGAAAAAACCACTGTCAATGCCGGTTCGAAGCGAATTCGAAATT 

Figura 3.11. Secuencia de nucleótidos de los 3 fragmentos aislados del extremo 3' terminal del 
gen tipo NPR1 de cocotero. 
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En el cuadro 3.8, se observa el resultado del análisis de las tres secuencias aisladas, 

empleando el programa BLASTN. Se observa que las secuencias aisladas muestran 

mayor porcentaje de identidad con los genes NPR1 de Mussa ssp. ABB (FJ357442.1) , 

Oriza sativa (HM991166.1), Zea Mays (NM001154115.1) , G/ycine max (NM001251729.1), 

Nicotiana tabacum (AY640382.1) y Populus trichocarpa (XM002322315.1). También se 

observan los valores de E (probabilidad de que el alineamiento en BLAST, no fue al azar) , 

los cuales son altos. En base a estos datos, se deduce que los fragmentos aislados 

pertenecen a un gen tipo NPR1 de cocotero (Cocos nucífera L.) . 

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

Secuencias Especies (NPR1) %Identidad Valor de E 

Mussa ABB Group 84 9e-120 

Oriza sativa 76 4e-74 

Fragmento 1 Zea mays 76 4e-73 

G/ycine max 73 8e-57 

Nicotiana tabacum 70 5e-41 

Populus trichocarpa 69 3e-31 

Mussa ABB Group 84 2e-114 

Oriza sativa 75 2e-140 

Fragmento 2 Zea mays 75 6e-146 

G/ycine max 73 1e-128 

Nicotiana tabacum 71 5e-102 

Populus trichocarpa 72 8e-113 

Mussa ABB Group 83 2e-106 

Oriza sativa 74 2e-132 

Fragmento 3 Zea mays 74 1e-140 

G/ycine max 73 3e-124 

Nicotiana tabacum 72 1e-96 

Populus trichocarpa 68 9e-55 
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Después de determinar que estas secuencias corresponden a un gen tipo NPR1 de 

cocotero, se procedio a la deducción 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 aminoácidos, el 

Fragmento 2 (1 , 196 pb) , una ORF de 177 aminoácidos y el Fragmento 3 (1 , 134 pb) , una 

ORF de 261 aminoácidos (Figura 3.12). 

Fragmento 1 (154 aa) 

H Y A A A Y e D S K V V A E L L E L G S S N V N L K N H R G Y T P L H L 
A A M R R E P A I I V S L L T K G A S A S E T T S D G Q S A V M I e R R 
L T R A K D Y N T K T Q Q e Q E S N K D R I e I D I L E R E M R R N P M 
A V E D S V T S P L L A D D L Q M K L L Y L E N R G F F L K K S F e L R 
K Q F R F Y F Q L L 

Fragmento 2 (177 aa) 

R E M R R N P M A V E D S V T S P L L A D D L Q M K L L Y L E N R V A F 
A R L F F P A E A K V A M E I A Q A E T T S E L R G L L T S R S S S N L 
R E V D L N E T P T M Q N K R L R S R V D A L V K T V E L G R R Y F P H 
e S Q V L D K F L E E D L H D L F Y L Q K G T P D E Q K I K R M R F e E 
L K E D V R K A F N Q D K A D S V R S G L S S S S S S S S S L K G 

Fragmento 3 (261 aa) 

R I H T P F H L A A M R R E P A I I V S S S H P K V L L H Q K T T S D G 
Q S A V M I e R R L T R A K D Y N T K T Q Q e Q E S N K D R I e I D I L 
E R E M R R N P M A V E D S V T S P L L A D D L Q M K L L Y L E N R V A 
F A R L F F P A E A K V A M E I A Q A E T T S E L R G L L T S R S S S N 
L R E V D L N E T P T M Q N K R L R S R V D A L V K T V E L G R R Y F P 
H e S Q V L D K F L E E D L H D L F Y L Q K G T P D E Q K I K R M R F e 
E L K E D V R K A F N Q D K A D S V R S G L S S S S S S S S S L K G D T 
R H S K A V M K L 

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 aminoácidos, el cual 

ayudó a determinar el tamaño total de la secuencia aislada del extremo 3' terminal. El 

alineamiento de la secuencia de aminoácidos del Fragmento 2, mostró un alineamiento 

completo con la secuencia de aminoácidos del fragmento 3, iniciando en el aminoácido 66 

(Figura 3.13a). Esto era de esperarse debido a que el Fragmento 3 corresponde a una 
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segunda amplificación del producto del Fragmento 2 (ver materiales y métodos, sección 

3.2.8). En cuanto al alineamiento de la secuencia de aminoácidos del Fragmento 1 con la 

secuencia del Fragmento 3, se observó un alineamiento parcial al principio del Fragmento 

3 (Figura 3.13b). Posteriormente observando estos resultados, se logró deducir la 

secuencia total de aminoácidos del extremo 3' terminal que fue aislado, el cual fue de 289 

aminoácidos (Figura 3.13c). 

a) 

F3 1 

F3 61 
F2 1 

F3 121 
F2 48 

F3 181 
F2 108 

F3 241 
F2 168 ---------

b) 

1 F1 
F3 1 ---------------------------

F1 60 
F3 33 

LLTI GASASEI 
P VLLHQKfl 

F1 
F3 

120 
93 

l'- rr'LOr·TKl~ 1, ~- J.F.l\lF 

., ;::: 'L(Jí~KLu_._·¡_j~'Ji=\ 
G 
V 

L KSI CLRKQFRFYFQLL------------------------­
· LFJPAEAKVAMEIAQAMW-

F3 153 

F3 213 ••••••••••••••••••••••• 

e) 

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 del Fragmento 1 con la secuencia del Fragmento 3; e) Secuencia final de 
aminoácidos aislado (289 aa) , mediante la unión las secuencias de los tres fragmentos. 
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Después de obtener la secuencia de aminoácidos total aislada (Figura 3.14a), se realizó 

la unión junto con la secuencia aislada de cocotero por Narváez en 201 O. (Figura 3.14b), y 

posteriormente se obtuvo la secuencia final de aminoácidos del extremo 3' terminal del 

gen tipo NPR1 de cocotero, el cual fue de 316 aminoácidos (Figura 3.14c). 

a) Secuencia Nuevo (289 aa) 

HYAAAYCDSKVVAELLELGSSNVNLKNHRIHTPFHLAAMRREPAIIVSSSHPKVLLHQKTTSDGQSAVMIC 
RRLTRAKDYNTKTQQCQESNKDRICIDILEREMRRNPMAVEDSVTSPLLADDLQMKLLYLENRVAFARLFF 
PAEAKVAMEIAQAETTSELRGLLTSRSSSNLREVDLNETPTMQNKRLRSRVDALVKTVELGRRYFPHCSQV 
LDKFLEEDLHDLFYLQKGTPDEQKIKRMRFCELKEDVRKAFNQDKADSVRSGLSSSSSSSSSLKGDTRHSK 
AVMKL 

b) Secuencia Inicial (69 aa) 

DSDDVELVKLLLSESNTTLDDANALI YAAAYCDSKVVAELLEMGSANVNLRNDRGYTPLHMAAMRRE 

e) Secuencia Final (316 aa) 

DSDDVELVKLLLSESNTTLDDANALI YAAAYCDSKVVAELLELGSSNVNLKNHRIHTPFHLAAMRREPA 
IIVSSSHPKVLLHQKTTSDGQSAVMICRRLTRAKDYNTKTQQCQESNKDRICIDILEREMRRNPMAVEDSV 
TSPLLADDLQMKLLYLENRVAFARLFFPAEAKVAMEIAQAETTSELRGLLTSRSSSNLREVDLNETPTMQN 
KRLRSRVDALVKTVELGRRYFPHCSQVLDKFLEEDLHDLFYLQKGTPDEQKIKRMRFCELKEDVRKAFNQD 
KADSVRSGLSSSSSSSSSLKGDTRHSKAVMKL 

Figura 3.14. Secuencia final de aminoácidos del extremo 3' terminal aislado. a) Secuencia de 
aminoácidos del nuevo fragmento aislado del extremo 3' term inal; b) Secuencia inicial de 
aminoácidos (Narváez, 201 O. Tesis Maestría); e) Secuencia total de aminoácidos del extremo 3' 
terminal del gen tipo NPR1 de coco, producto de la unión de la secuencia nueva con la secuencia 
inicial. aa. Aminoácidos. 

3.3.11 ANÁLISIS DEL EXTREMO 3' TERMINAL DE LA PROTEINA TIPO NPR1 

DE COCOTERO 

La secuencia de aminoácidos del extremo 3' terminal del gen tipo NPR1 de coco, se 

analizó empleando el programa BLASTP (http://www.ncbi.nlm .nih.gov/). El resultado 

mostró que este fragmento tuvo un 80% de identidad con MdNPR1 de Mussa ssp. ABB 
1 

(ACJ04030.1) con un valor de E= 3e-150. Al igual mostró un 75% de identidad con 

ZmNPR1 de Zea mays (NP001147587.1) con un valor de E = 8e-146, 74% de identidad 

con OsNPR1 de Oriza sativa (BAD53355.1) y con un valor de E=9e-142, 71% de 

identidad con RcNPR1 de Ricinus communis (XP002520549.1) con un valor de E=7e-138, 

69% de identidad con PtNPR 1 de Populus trichocarpa (XP002322351.1) con un valor de 
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E=4e-137, también mostró un 43% de identidad con la proteína AtNPR1 de Arabidopsis 

thaliana (ABR46027.1) con un valor de E=1 e-59 (Figura 3.15). 

CnN~ 

.,._.,,o kt11G201 Det.be- N•- nr ....... _ 
CnNP~l DeKriptloft Al non-f'edundM1t G.n8•nk COS u•nsl•t~ons•POe ... Sw••sProt•PIR•PRF -- •m.no .od exd\.ld•f\9 envtt"onmental ••moles from WGS oro~• 

Q...-vL-- 315 Pfot'NM 8L.ASTP 2.2 26+ •.Qt.~.QQD _..., -- lliiiLKRm - LlrAIB !IIIIUIIm!l 
~ NPR1-Iilca protain (MUsa A88 Group] !§2 462 90% 4e·l57 79% 

~ NPRl-like proten (Musa A88 Group] >QbiACJ04031.1I NPR1-ike prot ~ 445 90% Je·lSO 00% 

~e SUIU4Z::iAZ ¡ reQUiatorv protein NPR1 (Zea mavsl >Qb i ACG28002.1 1 requlatorv pr< lli 435 91% ee-146 75% 

~ hypoth<!tical protein OsL03882 (Oryza sativa Indica Group] lli 42S 91% 2e·142 74% 

~e gg;n§22Sm :1. PREDICTEO: r&Qulatorv protein NPRJ-Iike (Brachypodtum distachvon] m 426 90% Je ·142 73% 

XE! gg¡•:¡~¡ hypothatical protein SORS!ORAFT _03!1035720 (SorQhum bicolor] >Qb lli 425 90% Se-142 76% 

He QQ:Lil!4;UiJ l Os01Q()767900 (Oryza sativa Japonica Group] >QbiABE1161S.ll an"' m 426 91 % 6e-142 74V• 

~ putativo NPR1 (Oryza sativa Japonica Group] >dbi i BAD53329.1I put; lli 425 91% 9e ·142 74% 

!fW.Za.1 rii!>Ula torv protein NPRZ (Populus deltoides] ill 417 92% Je-139 ""' xe gg¡~¡g~2 ¡ ReQulatorv protein NPRl, putative (Ricinus communis] >s:~b!EEF41835 ill 414 90% 7e-138 ""' 2!:P gg.:;¡¡;¡tJ:n ¡ NPR1/NIM1-Iike reoulatory protein (Popu!us trichocarpa] ><>biEEF06'1 ill 412 92% 4e-137 69% 

~ 1..rmamed protein product (Vitis vinifera] ~ 404 92% Je -136 72% 

tte aauJafi:ia ¡ NPRl- 1 protein (Giycine max] >QbiACJ45013.1I NPR1- 1 protein (Giyc ~ 407 90% 2e-13S 71% 

;!Se aa:~u~6!.¡ NPR1· 1 protein (MedicaQO truncatula] >Qb i AES64715.1I NPR1-1 pro ~ 405 90,.. 9e·135 70% 

~ predicted protein (Hordeum vuk¡are subsp. vu!Qare] >dbiiBAJ86173.1 !!1§ - 91'Y. 9e·13S ""' ;!SP ggzzz~~ ¡ PREOICTEO : f'e9Utatory protein NPR3 isoform 1 (Vitis vinifera] ~ 403 92% 1e·133 72% 

bP gg¡¡;t~Ui:Z! l NPR1·2 protein (Gtvcine max] ~biACJ45015.1I NPRl-2 protein [CJyc :g_¡ 402 90% Je-133 70% 

~ hypotheticaf protein VITISV_00+499 [Vitis vinifera] ~ 403 92% 4e-133 72% 

!lllf!IZl.l.1 anlcyrin repeat BTB/POZ domain·containinQ protein [Popuk.J5 trichoca ~ 403 ..... le-132 70% 

xe gg;¡~Jg~ ¡ PREOictEO: l'e!lUiatorv protein NPRJ isoform 2 (Vitis vinifero] .rH 394 92% 4e·130 ..... 
.M:ll.ZA!L1 NIMl·like protein 1 [Nicotiana tabacum] 36 :186 90% Je-127 68% 

Figura 3.15. Esquema que muestra los resultados del análisis de la secuencia final de 
aminoácidos del extremo 3' terminal del gen tipo NPR1 de cocotero empleando el programa 
BLASTP. 

Posteriormente en la figura 3.16, se logró observar la estructura de los dominios 

conservados de la proteína NPR1 , mismo que nos sirvió para identificar la ubicación del 

fragmento aislado del extremo 3' terminal del gen tipo NPR1 de cocotero. 

a) 

- - ------------- ----~-: T 21' T 

Figura 3.16. Imagen representativa que muestra el tamaño del fragmento aislado del gen tipo 
NPR1 de cocotero, comparado con la proteína completa de NPR1 . a). Muestra los dominios 
conservados de la proteína NPR1 completa. b). Muestra el fragmento aislado de la proteína tipo 
NPR1 de cocotero. 
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3.3.12 ALINEAMIENTO E IDENTIFICACIÓN DE LOS DOMINIOS 

CONSERVADOS DEL EXTREMO AISLADO 

El alineamiento de la secuencia de aminoácidos de la gen tipo NPR1 de coco, con la 

secuencia de aminoácidos 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 región conservada del dominio de ankirina. También se identificaron tres 

residuos Lys-541 , Arg-544 y Lys-554, los cuales se ubican dentro de la señal de 

localización nuclear (NLS, por sus siglas en inglés) y son importantes para la entrada de 

la proteína al núcleo (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 monómero a la proteína de NPR1 del 

complejo oligómero y así permitir su entrada al núcleo (Mou et al., 2003). 
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Figura 3.17. Alineamiento de secuencias de NPR1 de arabidopsis, banano, arroz y coco, 
empleando el programa BOXSHADE (http://www.ch .embnet.org/software/box_form.html) . Los 
aminoácidos idénticos son sombreados en negro y las sustituciones conservadas en gris. Las 
proteínas NPR1 , poseen dos dominios conservados , el dominio BTB/POZ, señalado dentro un 
rectángulo azul de líneas punteadas y el dominio repetido de ankirina, señalado dentro un 
rectángulo rojo (4 repeticiones, señalados con líneas negras) . Los aminoácidos requeridos para la 
localización nuclear de NPR1 en arabidopsis son señalados con triángulos rojos. Los residuos 
Cys82 y Cys216 son señalados por rectángulos verdes. Los aminoácidos cambiados en la mutante 
npr1-1 (H), npr1-2 (C) y nim1-4 (R), participan en la transactivación, son señalados por dos 
triángulos verdes y uno rojo. 
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3.3.13 ANÁLISIS FILOGENÉTICO 

Se realizó el árbol filogenético empleando la secuencia de 35 proteínas homólogas de 

NPR1 de diferentes especies de plantas encontradas a través del GenBank, junto con la 

secuencia de aminoácidos del gen tipo NPR1 aislada de la palma de cocotero (Cocos 

nucífera L.). Debido a que la palma de cocotero es una planta monocotiledónea, se 

emplearon secuencias homólogas de NPR1 tanto de plantas monocotiledóneas así como 

de dicotiledóneas (Figura 3.18). Esto se llevo a cabo empleando el método Neighbor­

Joining (Saitou y Nei, 1987) realizando un análisis con un Bootstrap de 1,000 réplicas 

(Felsen, 1985), utilizando el Software MEGA V.5.0. Las secuencias homólogas de NPR1 , 

se agruparon en tres diferentes ciados (1, 11 y 111) . La secuencia de aminoácidos del gen 

tipo NPR1 de cocotero fue agrupado en el ciado del grupo dos en el árbol filogenético 

(Figura 3.18). En cada uno de los tres ciados hubo dos homólogos representativos de la 

familia de NPR1 de Arabidopsis thaliana , así como también hubo homólogos 

representativos de la familia de NPR1 de Carica papaya (CpNPR1 , CpNPR2, CpNPR3 y 

Cp NPR4) y Oriza sativa (OsNPR1 , OsNPR2, OsNPR3, OsNPR4 y OsNPR5). De acuerdo 

a lo observado en el análisis, la secuencia de aminoácidos del gen tipo NPR1 de coco, se 

agrupó en el mismo ciado que AtNPR3 y AtNPR4, lo cual hace suponer que esta 

secuencia tipo NPR1 podría estar actuando como un regulador negativo de SAR en la 

palma de cocotero (Zhang et al., 2006). Sin embargo actualmente en un trabajo publicado 

por Fu y colaboradores, en Arabidopsis thaliana se observó que tanto las proteínas NPR3 

y NPR4, funcionan como receptores del ácido salicílico regulando así a NPR1 y activando 

la respuesta inmune de la planta (SAR) (Fu et al., 2012). 
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Capsicum Annum (ABG38308) 

Lycopersicum esculentum (AA T57637) 

L--- Nicotiana tabacum (AAM62410) 

"------ Beta vulgaris (AA T57640) 

"'"----- Vitis vinifera (XP_002281475) 

..----- Populus trichocarpa (XP002308281) 

..__ ____ _ CpNPR1 Carica papaya 

..---- Musa acuminata (AB/93182) 

..._ __ Musa acuminata (ABL63913) 

• OsNPR1 Oryza saliva Japonica Group (A Y923983. 1) 

• OsNPR2 Oryza saliva Japonica Group (A EF30412.1) ----r-- Sorghum bicolor(XP_002455011) 
100 ..__ ___ Hordeum vulgare(CAJ19095) 

..---------- • AtNPR1 Arabidopsis thaliana (NM_105102) 

..._ _________ • AtNPR2 Arabidopsis thaliana (NM_118745) 

..-------------• OsNPR3 Oryza saliva Japonica Group (AEF30413) 

r 
___ _;~C:::~ • AtNPR3 Arabidospis thaliana (NM_123879J 

• AtNPR4 Arabidopsis thaliana (NM_123879) 

..-------A CnNPR1 Cocos nucifera (No Data) 

..._ ____ MdNPR1 Musa doguan NPR1 (FJ357442) 

"'"------- ZmNPR1 Zea mays NPR1 (NP_001147587) 

..-------- • CpNPR3 Carica papaya 

..._ _____ Popu/us trichocarpa (XP _002300863) 

..---------- Helianthus annuus (AA T57642) 

r----- • CpNPR2 Carica papaya 

r----- Pyrus pyrifolia (ABK62792) 

Glycine max (ACJ45013) 

Glycine max (ACJ45015) 

100 ..--------- Physcomitrella patens (XP_001757508) 

11 

r-----L _________ Physcomitrel/a patens (XP_001759240) 

.._ __ --1 • OsNPRS Oryza saliva Japonica Group (AEF30415) 111 

t---1 
0.05 

r------• OsNPR4 Oryza sativa Japonica Group (AEF30414) 

r--- • AtNPR5 Arabidopsis tha/aiana (BT015773) 

..._ __ • AtNPR6 Arabidopsis thalaiana (BT026363) 

Populus trichocarpa (XP_002323261) 

Figura 3.18. Árbol filogenético Neighbor-Joining, realizado con 35 secuencias homólogas de NPR1 
de diferentes especies de plantas. Secuencias homólogas de NPR1 de arroz, arabidopsis y papaya 
son señaladas en cuadros azules, verdes y naranjas, respectivamente. También se observa el 
nombre de las especies y el número de accesión para las otras secuencias homólogas de NPR1. 
Se señala en letra negrita y en triangulo rojo la secuencia tipo NPR1 aislada de la palma de 
cocotero. El número en los ciados indica el porcentaje obten ido del análisis con un Bootstrap de 
1000 réplicas. Solo los aminoácidos a partir del dominio de ankirina fueron considerados para este 
análisis filogenético. 

103 



Capítulo 111 

3.4 DISCUSIÓN 

Las plantas se defienden contra el ataque de patógenos mediante la estimulación de 

múltiples rutas de señalización (Zhao et al., 2008) . La respuesta de defensa generada 

mediante la inducción de estas rutas puede ser específica contra un patógeno en 

particular como es el caso para la resistencia mediada por genes R o general contra un 

amplio espectro de patógenos. La resistencia sistémica adquirida, dentro de la cascada 

de respuestas es una de las respuestas de defensas mejor descritas en plantas, 

particularmente dicotiledóneas. SAR es caracterizado por una resistencia de amplio 

espectro contra virus, hongos, baterías y Oomicetos patogénicos y también está asociado 

con necrosis localizada (Ryals et al., 1996). 

El No-expresar de genes relacionados a patogénesis 1 (NPR1) , juega un papel principal 

en la resistencia sistémica adquirida (Zhao et al., 2008). A partir de la identificación y 

clonación de NPR1 en Arabidopsis thaliana (Zhang et al. , 2006; Liu et al. , 2005; Hepwort 

et al., 2005; Cao et al., 1997), se ha realizado el aislamiento y caracterización de otros 

genes homólogos de NPR1 en especies como tabaco (Liu et al. , 2002), girasol (Radwan 

et al., 2005), tomate (Ekengren et al., 2003) , arroz (Yuexing et al., 2007; Chern et al., 

2005) , manzana (Malnoy et al., 2007) , uva (Henanaff et al., 2008) y banano (Zhao et al., 

2008; Endah et al., 2008). Estructuralmente, la proteína NPR1 , posee una secuencia 

bipartita de localización nuclear y dos dominios conservados de interacción a Proteína­

Proteína: 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 específicos diseñados a partir de una pequeña secuencia 

aislada de ADN genómico de cocotero, el cual mostró 82% de identidad con el gen NPR1 

de Musa ssp. ABB del cultivar Dongguan Dajiao, molécula tipo ARNm (Narváez, 201 O. 

Tesis de Maestría). 

El tamaño del extremo 3' terminal de 1 gen tipo NPR1 de coco que fue aislado es de 316 

aminoácidos, abarcando por completo el dominio conservado de repeticiones de ankirina, 

uno de los dominios característicos conservados de las proteínas homólogas de NPR1 

(Rochon et al., 2006; Liu et al., 2005; Hepwort et al., 2005; Cao et al., 1997). El fragmento 

aislado presentó las cuatro repeticiones ankirinas, de acuerdo a lo reportado para AtNPR1 
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de arabidopsis (Cao et al. , 1997). También fueron identificados tres de los residuos 

requeridos para la localización nuclear de NPR1 , esencial para su función en la inducción 

de la expresión de genes relacionados a patogénesis (Kinkema et al., 2000). 

De acuerdo al alineamiento de la secuencia de aminoácidos de NPR1 (sin el dominio 

BTB/POZ), se pudo observar que este fragmento aislado posee regiones conservadas de 

la proteína MdNPR1 y ZmMPR1 principalmente en el dominio repetido de ankirina. La 

conservación estructural del dominio repetido de ankirina en la proteína tipo NPR1 , nos 

indica que también podría tener una función similar al gen de Musa ssp. ABB y Zea Mays. 

Sin embargo, aun faltaría obtener el extremo 5' terminal , que contiene el dominio 

conservado BTB/POZ, para poder conocer mas a cerca de la función de esta nueva 

proteína de cocotero. 

Se desconoce si la palma de cocotero posee otros miembros homólogos de la familia de 

NPR1 , debido a que el genoma de coco aun no ha sido secuenciado, por lo cual es difícil 

asegurarlo, sin embargo, otras especies de monocotiledóneas como arroz, especie 

cercanamente relacionada a coco, se han reportado el aislamiento de cinco miembros de 

la familia de NPR1 (Goff et al., 2002; Yu et al., 2002) y en el caso de banano se han 

reportado tres (MdNPR1-A, MdNPR1-B y MdNPR1). En plantas dicotiledóneas, se han 

reportado el aislamiento de seis miembros en arabidopsis (The Arabidopsis Genome 

lniciative, 2005) , cuatro miembros en papaya (Peraza Echevería et al. , 2012), cinco 

miembros en Populus trichocarpa (Tuskan et al. , 2006) y dos miembros en uva (Moroldo 

et al., 2008; Jaillon et al. , 2007). Por lo que existe la posibilidad de que en el genoma de 

cocotero también exista una familia de genes homologas de NPR1. 

El análisis filogenético de la secuencia de aminoácidos de la proteína tipo NPR1 de 

cocotero, mostró homología con la secuencia de AtNPR3 y AtNPR4 de arabidopsis, al 

igual que con MdNPR1 de musa ssp. ABB y NPR1 de maíz (Ver figura 3.18 y 3.19), lo 

supone que esta nueva proteína de coco, podría tener la misma función que estos. En 

musa cuando la planta era inoculada con el hongo patogénico Fusarium oxysporum fsp. 

cubense (FOC) raza 4, el nivel de expresión de MdNPR1 era mayor, lo que supone que 

se activa el mecanismo SAR (Zhao et al., 2008) . La función de esta nueva proteína de 

coco es cuestionable sin embargo, aun faltan hacer más estudios para determinar la 

función específica de esta proteína. 
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CAPITULO IV 

4.1 DISCUSIÓN GENERAL 

Desde los inicios de la agricultura, el hombre ha utilizado métodos para el control de las 

plagas que afectan los cultivos. Sin embargo, las plantas han evolucionado una compleja 

red de respuesta de defensa, que a menudo están asociados con una respuesta local en 

el sitio de infección (Heath et al. , 2000; Durrant y Dong, 2004; Mur et al., 2008). Además, 

esta respuesta de defensa también es sistemáticamente inducida en otras partes de la 

planta en un proceso conocido como resistencia sistémica adquirida (Durrant y Dong, 

2004; Dong, 2004; Mukhtar et al., 2009). SAR es una respuesta inmune de la planta que 

es inducido después de una infección local y confiere resistencia a la planta contra un 

amplio espectro de patógenos (Durrant & Dong, 2004) . La inducción de SAR requiere la 

acumulación endógena de SA como moléculas señal , el cual activa la expresión de genes 

PR mediado por un regulador maestro , la proteína NPR1 (No-expresar de genes PR-1) , 

también conocido como NIM1 (Dong , 2004). 

El gen NPR1 codifica una proteína con dos motivos de interacción proteína-proteína: un 

dominio BTB/POZ y un dominio repetido de ankirina (Ca o et al. , 1997; Ryals et al. , 1997). 

La proteína NPR1 , se encuentra localizada tanto en el citoplasma así como en el núcleo 

(Després et al. , 2000) . El tratamiento con SA induce la monomerización de los oligomeros 

de NPR1 en el citoplasma, permitiendo su translocación en el núcleo (Mou et al. , 2003) el 

cual es requerido para la inducción de genes PR (Kinkema et al. , 2000) . El NPR1 nuclear 

interactúa con varios miembros de los factores de transcripción de la familia de TGA's con 

dominio básico/cierre de leucinas (bZIP, por sus siglas en inglés) (Despre·s et al., 2000; 

Fan & Dong, 2002; Subramaniam et al., 2001 ; Zhang et al., 1999; Zhou et al. , 2000), así 

como con un grupo de pequeñas proteínas de desconocida función llamado NIMINs 

(Weigel et al. , 2001). El tratamiento de plantas con SA activa la expresión de un gran 

numero de genes (Maleck et al., 2000; Glazebrook et al., 2003; Tao et al. , 2003). Entre 

estos, únicamente algunos son regulados por NPR1 y además específicos para SAR (Van 

Loan, 1999). Este gen pertenece a una familia génica de seis miembros en Arabidopsis 

(Zhang et al. , 2006; Liu et al., 2005; Hepwort et al., 2005; Cao et al., 1997). 
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Desde el descubrimiento de este gen se ha reportado la presencia de homólogos 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 expresión semicuantitativa del fragmento de un gen 

homólogo de NPR1 aislado de plantas de cocotero luego de ser sometidos a un 

tratamiento con ácido salicílico aplicando una concentración de 2.5 mM al medio de 

cultivo líquido Y3. El estudio de expresión fue hecho empleando cebadores específicos 

diseñados a partir del fragmento de un gen tipo NPR1 de cocotero aislado de ADN 

genómico de esta palma (Narváez, 201 O. Tesis de maestría) . En cuanto al nombre de 

esta secuencia aislada de cocotero, se le nombró como NPR1 , debido a las letras iniciales 

del nombre científico de la especie en la cual fue aislada, Cocos nucífera L. , tal como se 

ha hecho con otros genes homólogos de NPR1 aislados de otras especies, tal como 

AtNPR1 de Arabidopsis thaliana , y MdNPR1 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 aplicación de SA exógeno o 

análogo 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 expresión del gen tipo NPR1 de cocotero, se observaron dos picos de 

expresión muy marcados en los tejidos de hoja cosechados a las 24 horas y 96 horas. La 

expresión de NPR1 observada a las 24 horas, es similar al reportado en Arabidopsis 

tha/iana (Cao et al., 1997). Posteriormente se observó una leve disminución 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 máximo de expresión , tienden a disminuir hasta alcanzar 

un nivel basal sin volver a aumentar (Zhao et al. , 2008). En cuanto a las plantas control 

solo se observó expresión 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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expresión fueron clonados y secuenciados (24 y 96 horas) y mostrando un 83% de 

identidad con la proteína NPR1 de Musa del grupo ABB y con valor de E=9e-28, 

mostrando también similitud con la proteína NPR1 de Cydonia oblonga (76% de identidad 

y E=4e-26) , Pyrus communis (76% identidad, E=4e-26) , Prunus laurocerasus (76% 

identidad, E=5e-26) . Por lo que se concluye que los fragmentos amplificados 

corresponden a un gen tipo NPR1 de cocotero, el cual se encuentra ubicado dentro del 

dominio de ankirina. 

Cabe recalcar que el método de aplicación del SA y la concentración empleada en la 

planta de cocotero para el estudio del gen tipo NPR1 , fue completamente diferente a los 

reportados en estudios previos, en los cuales, la aplicación de SA ha sido de manera 

asperjada sobre las hojas de la planta y empleando una concentración de 1 mM, tal como 

en banano (Zhao et al., 2008), cacao (Zi Shi et al., 201 O) , camote y arabidopsis (Chen et 

al., 2009, Cao et al., 1997) por mencionar algunos. Este trabajo contribuye al 

conocimiento de una forma alterna de aplicación de SA a la planta. Además de conocer, si 

los perfiles de expresión de este nuevo gen tipo NPR1 de cocotero se expresa 

similarmente a los reportados en otras especies de plantas. 

Este trabajo también se reporta el aislamiento del extremo 3' terminal del gen tipo NPR1 , 

ya que únicamente se contaba con fragmento de 217 pb (Narváez, 201 O. Tesis de 

Maestría) ; este extremo se aisló a partir de una planta tratada con SA. El tamaño total del 

extremo 3' terminal aislado fue de 316 aminoácidos, abarcando por completo el dominio 

conservado de repeticiones de ankirina, el cual , es uno de los dominios conservados de la 

proteína de NPR 1 (Ca o et al. , 1997; Rochon et al., 2006; Liu et al., 2005; Hepwort et al. , 

2005) . El alineamiento de los aminoácidos del extremo aislado junto con la secuencia de 

aminoácidos de arroz, maíz, arabidopsis y banano, mostró que este fragmento de la 

proteína tipo NPR1 de coco posee las cuatro repeticiones ankirina, de acuerdo a lo 

reportado en Arabidopsis thaliana (Cao et al., 1997). 

En el alineamiento de la proteína tipo NPR1 , se logró identificar 3 de los residuos 

requeridos para la localización nuclear de NPR1 en arabidopsis, el cual es esencial para 

su función en la inducción de la expresión de genes relacionados a patogénesis (Kinkema 

et al. , 2000). Esta conservación estructural del dominio repetido de ankirina en esta gen 

tipo NPR1 , indica que posiblemente podría estar teniendo una función similar que en 
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banano, arroz y arabidopsis. Sin embargo, aun faltaría obtener el extremo 5' terminal , que 

el cual contiene el dominio conservado BTB/POZ, para poder conocer mas a cerca de la 

estructura y función de esta nueva proteína de cocotero. 

En cuanto a otros miembros de la familia de NPR1 en cocotero, es difícil saberlo aun, ya 

que el genoma de coco aun no ha sido secuenciado por lo cual resulta complicado 

afirmarlo, aunque, basándonos en especies cercanamente relacionadas a coco, como lo 

es la planta de arroz, que es una planta monocotiledónea y en la cual se ha reportado que 

posee una pequeña familia de cinco miembros (Goff et al., 2002; Yu et al., 2002), 

podríamos deducir que en coco posiblemente pudieran existir una familia de genes 

homólogos de NPR1. Existen otras especies de plantas generalmente dicotiledóneasn 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 lniciative, 

2005) , cinco miembros en Populus trichocarpa (Tuskan et al. , 2006), dos miembros en 

Vitis vinífera (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-Echevería et al., 

2012). 

El análisis filogenético del extremo 3' terminal de la proteína tipo NPR1 de cocotero, 

mostró una cercana relación con las proteínas AtNPR3 y AtNPR4 de arabidopsis, 

ubicados en el ciado dos y los cuales funcionan como reguladores negativos de SAR 

(Zhang et al. , 2006), sin embargo, actualmente en un nuevo estudio se descubrió que 

NPR3 y NPR4 de arabidopsis funcionan como receptores del ácido salicílico para 

posteriormente formar un complejos y llevando a cabo la regulación 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 ácido salicílico y por lo tanto, en la respuesta inmune de la 

palma de cocotero. 
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4.2 CONCLUSIONES 

En el presente trabajo , se logró obtener un protocolo de extracción de RNA en tejidos 

maduros (hoja, tallo y raíz) , empleando la combinación de los protocolos de extracción 

de CTAB con el Kit de extracción de RNA (Ilustra RNA extraction) . 

En cuanto al efecto del SA en la expresión del gen tipo NPR1 de cocotero se concluye 

que: 

Se observó que a las 24 h y 96 h hubo cambios en la expresión de este gen tipo NPR1 

en las plantas de cocotero sometidas a tratamiento con ácido salicílico (2.5 mM). 

La expresión basal de este gen tipo NPR1 en plantas controles de cocotero, 

comparativamente con las plantas tratadas con SA fue muy débil. 

La secuencia de los fragmentos amplificados durante el estudio de expresión del gen 

tipo NPR1 de la palma de cocotero (tiempos 24 horas y 96 horas) corresponden al 

dominio conservado de ankirina característico del gen NPR1 de arabidopsis. 

El método empleado para el tratamiento de las plantas de cocotero con SA, fue capaz 

de inducir cambios en la expresión del gen tipo NPR1 de cocotero. 

Obtención de extremo 3' terminal : 

Se logró el aislamiento del extremo 3' terminal del gen tipo NPR1 en la palma de 

cocotero a partir del ARNm extraído de plantas que fueron sometidas a un tratamiento 

con ácido salicílico. El resultado del análisis in sílico mostró un 81% de identidad con 

el gen MdNPR1 de Musa del Grupo ABB (Expect = 3e-154) , 75% de identidad con 

ZmNPR1 de Zea mays (Expect = 2e-148) y 75% de identidad con OsNPR1 de Oriza 

sativa (Exp = 2e-144). 

Resistencia sistémica adquirida (SAR) 

- Los resultados obtenidos son consistentes con la presencia en cocotero de un gen 

tipo NPR1 y la posible respuesta de defensa SAR. 
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4.3 PERSPECTIVAS 

./ Llevar a cabo el aislamiento del extremo 5' terminal , para determinar con precisión 

si este gen podría estar funcionado como un ortólogo del gen AtNPR1 de 

Arabidosis thaliana . 

./ También está la propuesta de diseñar una sonda TapMan para cuantificar los 

niveles de expresión del gen tipo NPR1 en las plantas de cocotero tratada con SA 

empleando la técnica de PCR Tiempo Real. 

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

resistencia. 
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