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Resumen 

Resumen 

Los genes de resistencia, están estrechamente relacionados con la capacidad de 

respuesta de las plantas hacia organismos patógenos. La mayoría de estos genes, 

codifican para proteínas con un dominio de unión a nucleótidos más un dominio rico 

repetido en leucina (NBS-LRR), estos a su vez, comprenden dos familias clasifi cadas por 

la presencia o ausencia del dominio TIR (homología a TOLUreceptor de interleucin-1) en 

la región N-terminal, denominadas non-TIR-NBS-LRR y TIR-NBS-LRR. El dominio NBS, a 

su vez, contiene motivos conservados, que han servido de base para el diseño de 

iniciadores degenerados para el aislamiento de secuencias que presenten los motivos 

característicos de los genes de resistencia denominados secuencias candidatas a genes 

de resistencia (RGCs, por sus siglas en ingles). Se ha visto, que los RGCs presentan 

homología a genes de resistencia, además que se encuentran filogenéticamente 

relacionados, proporcionando evidencia que ciertas regiones genómicas, probablemente 

codifican para resistencia ante patógenos. 

En cocotero, los mecanismos de defensa son pobremente conocidos. Por lo tanto, nuestro 

objetivo en este trabajo, fue el aislamiento e identificación de secuencias análogas a 

genes de resistencia por medio de la técnica de PCR utilizando iniciadores degenerados. 

Los fragmentos amplificados fueron secuenciados y en base a los análisis bioinformáticos 

se identificaron 80 secuencias de RGCs las cuales fueron agrupadas en 29 grupos 

diferentes. 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. Este es el primer estudio, que 

reporta el aislamiento de secuencias análogas a genes de r.esistencia en palmas de 

cocotero y que podrían contribuir a entender parte de los mecanismos de defensa de este 

cultivo ante los patógenos que lo afectan . 
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Abstract 

ABSTRACT 

The resistance (R) genes are closely related to the ability of plant response to pathogen. 

The majority of these genes encode proteins with a nucleotide binding domain . and a 

leucine-rich repeat domain (NBS-LRR). This family of R genes comprises two families 

classified by presence or absence of the TIR domain (Toll homology 1 receptor of 

interleukin-1 ) in the N-terminal, called non-TIR-NBS-LRR and TIR-NBS-LRR. The NBS 

domain, contains conserved motifs that have been the basis for designing degenerate 

primers for the isolation of sequences showing the characteristic motifs of the NBS-LRR 

family called resistance genes candidates (RGCs). lt has been shown that RGCs have 

homology to resistance genes, furthermore they are also phylogenetically related, 

providing evidence that certain genomic regions probably encode for resistance to 

pathogens. 

In coconut, the defense mechanisms are poorly understood. Therefore, the aim of this 

work was to isolate and to characteriza the structure and phylogeny of RGCs through PCR 

using degenerate primers. The amplified fragments were sequenced and based on 

bioinformatics analysis it were identified 80 sequences RGCs and were grouped in 29 

different groups. The deduced amino acid sequences revealed the presence of the 

characteristic motifs of the resistance proteins NBS-LRR type and the phylogenetic 

analysis grouped the coconut RGCs within the family non-TIR-NBS-LRR. This is the first 

study reporting the isolation similar sequences in coconut palms and could contribute to 

understanding the defense mechanisms of this palm against its pathogens. 
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INTRODUCCIÓN 

El cocotero es una especie de gran importancia económica, del cual se pueden 

aprovechar cada una de sus partes para la obtención de diferentes productos, uno de los 

más importantes es el aceite, teniendo diversas aplicaciones pero principalmente para la . 
producción de biodiesel , el cual , se está usando como una opción viable para la 

substitución de combustible fósil (Lao, 2008). 

Desafortunadamente, la palma de cocotero está sujeta al ataque de diversos agentes que 

ocasionan diferentes enfermedades y que afectan su producción , entre los que se 

encuentran los virus (Rohde et al., 1990), viroides (Hanold y Randles, 1991 ), protozoos 

(Parthasarathy et al., 1978), hongos (Joseph et al., 1975), nematodos (Griffith , 1987) y 

mollicuotas, como el fitoplasma causante del amarillamiento letal (AL) (Howard y Barrant, 

1989). 

A pesar de la gran importancia de este cultivo y a la diversidad de patógenos que afectan 

su producción, los mecanismos de defensa han sido poco estudiados, en comparación 

con otras plantas, las cuales son capaces de reaccionar y defenderse por sí solas por 

medio de mecanismos de defensa preexistentes o constitutivos (características 

estructurales de la pared celular y presencia de compuestos químicos) y los mecanismos 

de defensa inducibles (síntesis de compuestos químicos antimicrobianos) (Staskawiez et 

al., 1995). 

Para la activación de los mecanismos de defensa inducibles, el primer paso, está basado 

en la percepción sensitiva de patrones moleculares asociados a patógenos o microbios 

(PAMPs o MAMPs) a través de receptores de reconocimiento de estos patrones (PRRs) 

que se encuentran en la superficie de las células de las plantas, ha este ti po de 

mecanismo de defensa se le ha denominado inmunidad activada por PAMPs (PTI). Sin 

embargo a pesar de este tipo de mecanismo de detección, los patógenos exitosamente 

producen efectores que pueden inhibir PTI , pero las plantas pueden percibir tales 

efectores a través de receptores intracelulares ad icionales tales como las proteínas NBS­

LRR (dominio de unión a nucleótidos más un dominio rico repetidos en leucina) las cuales 

constituyen una segunda barrera de defensa denominada inmunidad disparada por 
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efectores (ETI) (comúnmente conocida como gen por gen) (Jones y Dangl, 2006; 

Chisholm et al., 2006). 

Estos receptores denominados proteínas de resistencia (R) han sido clasificadas en 5 

clases de acuerdo al dominio común que comparten (EIIis y Jones, 1998), siendo las del 

tipo NBS-LRR la clase más abundante (Martin et al., 2003). La reg ión NBS, a su vez, 

contiene motivos conservados como kinasa-1 (P-Ioop) , kin~sa-2 , GLPLA y RNBS-0 

(Saraste et al., 1990; Traut, 1994; Meyers et al. , 1999), a partir de los cuales se han 

diseñado iniciadores degenerados para el aislamiento de secuencias que presenten los 

motivos característicos de los genes R denominados secuencias candidatas a genes de 

resistencia, en muchas especies de plantas. Se ha documentado, que los RGCs están 

filogenéticamente relacionados a los genes de resistencia conocidos y diversos estudios 

han mostrado que presentan homología a genes R, proporcionando evidencia que ciertas 

regiones genómicas probablemente codifican para resistencia ante patógenos (Kanazin et 

al., 1996; Aarts et al., 1998). 

En base a lo descrito anteriormente y con la finalidad de entender parte de los 

mecanismos de defensa del cocotero ante los patógenos que lo afectan, nos planteamos 

como principal objetivo, el aislamiento e identificación de secuencias candidatas a genes 

de resistencia, los cuales podrían estar relacionados con los genes de resistencia 

descritos en otras especies de plantas. 
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CAPÍTULO 1 

1.1 ANTECEDENTES GENERALES 

1.1.1 Descripción botánica del cocotero 

El cocotero (Cocos nucifera L.) pertenece a la familia Arecaceae, subfamilia Arecoideae, 

tribu Cocoideae, subtribu Butinae, género Cocos y especie Cocos nucifera (Uhl y 

Dransfield , 1987). El cocotero llamado comúnmente como "el árbol de la vida", puede 

ser encontrada a lo largo de la costa de casi todos los países ubicados entre los trópicos 

de Cáncer y Capricornio (Ohler, 1999). 

En términos botánicos, el cocotero es una monocotiledónea perenne leñosa, y no es 

considerado como un árbol, ya que carece de corteza, no tiene ramificaciones y tampoco 

cambium secundario que a su vez pueda generar crecimiento secundario (Ohler, 1999). 

La palma de coco es una planta pol imórfica no ramificada que puede alcanzar una altura 

de hasta 30 m. El tallo es columnar recto que puede llegar a medir de 20.3 a 60.9 cm de 

diámetro, el tronco termina en un penacho de hojas agrupadas densamente en el ápice y 

en cada axi la de las mismas, existen inflorescencias y racimos de coco en diferentes 

fases de desarrollo (Figura 1.1) (Woodrof, 1979). 

Figura 1.1. Morfología de la palma de cocotero, a) palma de cocotero, b) inflorescencia y e) fruto. 
(Tomado de http://fichas. infojard in .com/palmeras/ cocos-n ucifera-cocotero-palma-cocotera-palmera­
coco-indiana.htm). 
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1.1.2 Importancia del cocotero 

El cultivo de cocotero está ampliamente distribuido en el mundo y posee un alto valor 

económico. La producción mundial del cocotero se estima en 40 billones de nueces, 

principalmente para la producción de aceite (Harries, 1995). 

En América y en el Caribe la producción del cocotero contribuye con cerca del 10% a la 

producción mundial , siendo México y Brasil los países productores más importantes. En 

México, el cocotero es uno de los cultivos de mayor importancia económica, cubre una 

superficie de 100 mil ha de las cuales dependen aproximadamente 50 mil familias que 

viven directamente del cultivo (www.conacoco.com.mx, 2008). 

De la palma de cocotero, se puede aprovechar cada una de sus partes para la obtención 

de diferentes productos, como es el aceite de cocotero, el cual está siendo utilizado para 

la producción de biodiesel, como una opción viable para las substitución de combustible 

fósil, principalmente en las islas de Papua, Nueva Guinea (Bradley, 2006), y en Filipinas 

está siendo producido comercialmente donde es usado como aditivo de diesel o gasolina 

(Lao, 2008) (Figura 1.2). 

Productos obtenidos a partir del cocotero 

Figura 1.2. Algunos productos obtenidos a partir de la palma de cocotero. (Domínguez et al. , 

1999; Lao, 2008). 
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1.1.3 Problemática del cocotero 

A nivel mundial, México ocupa el séptimo lugar en la producción de copra y el primero en 

América, detrás de los grandes productores asiáticos como Indonesia, Filipinas y la India 

(FAO, 1998). Sin embargo, esta palma está sujeta al ataque por diversos agentes que 

producen enfermedades, como el virus causante de la decadencia foliar del cocotero 

(Rohde et al., 1990), viroides causantes de la enfermedad de tinangaja en la isla de Guam 

y el causante de la enfermedad de cadang-cadang en Filipinas (Hanold y Randles, 1991 ), 

protozoos causantes de la marchitez letal de las palmas (Parthasarathy et al. , 1978), 

hongos como Phytophthora palmivora el cual ocasiona la pudrición del cogollo (Joseph y 

Radha, 1975), el nematodo Radinaphelenchus cocophilus causante de la enfermedad del 

Anillo Rojo (Griffith, 1987) y mollicuotas como los fitoplasmas entre los que se encuentra 

el causante del amarillamiento letal (figura 1.3) (Howard y Barrant, 1989). 

En los últimos años la enfermedad del AL ha destruido millones de palmas en Jamaica, 

Florida, Belice y Honduras (Harrison et al., 1999). En cuanto a México, el AL ha eliminado 

virtualmente al cocotero Alto del Atlántico en toda la costa de Quintana Roo, Yucatán y 

Campeche (Domínguez et al., 1999) y se estima que ha devastado aproximadamente 

unas 13 mil ha de la plantación (Doyle, 1998) quedando actualmente una superficie 

cultivada cercana a 100 mil ha (www.conacoco.com.mx, 2008). 

Figura 1.3. Fitoplasma causante del AL (izquierda), vector del AL (en medio), palma enferma con 
AL (Derecha). 
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Hasta el momento la única forma más eficaz para enfrentar el AL es el uso de 

germoplasma resistente (Been, 1981 ). Durante los años 50 se iniciaron epidemias del AL 

en Jamaica , matando a la gran mayoría de las palmas, pero permitiendo observar que 

diversas variedades como el Enano Malayo Amarillo (EMA) y Rojo (EMR) eran muy 

resistentes y que la variedad Alto de Panamá (APN) eran medianamente resistentes 

(Been, 1981 ). Aunque las primeras no eran las mejores desde el punto de vista 

agronómico se usaron para replantar y se desarrollo un híbrido EMA x APN , conocido 

como Maypan. Sin embargo, desde los años noventa se comenzó a observar una 

disminución en las variedades resistentes y en el hibrido de Maypan , en un principio 

sobrevivía cerca del 90 %, actualmente se pierde más del 90% siendo una situación muy 

grave para los países donde se encuentra el Amarillamiento Letal. 

En México, la mortalidad debida al Amarillamiento Letal se registro en cinco ecotipos de 

cocotero (Enano Malayo Amarillo, Alto del Atlántico, Alto del Pacifico Mexicano 1, Alto del 

Pacifico Mexicano 2 y Alto del Pacifico Mexicano 3) representantes de la diversidad de 

germoplasma cultivada en el país. En base a esto, se realizo un estudio para identificar 

germoplasma resistente al AL como una alternativa para el control de dicha enfermedad , 

lográndose identificar ecotipos con menor porcentaje de mortalidad como son Enano 

Malayo Amarillo (MYD, por sus siglas en ingles) y los tres ecotipos Altos del Pacifico 

Mexicano (MXP1 , MXP2 y MXP3, por sus siglas en ingles) con mediana y alta resistencia 

(figura 1.4) (Zizumbo et al., 2008). 
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Figura 1.4. Mortalidad total acumulada por ecotipo debido a la enfermedad del Amarillamiento 
Letal en San Crisanto, Yucatán, México (Zizumbo et al., 2008). 

Esta susceptibil idad y resistencia de los ecotipos de cocotero ante la enfermedad del 

amarillamiento letal, quizás pueden estar dadas, por los mecanismos de defensa ante 

patógenos, las cuales en este cultivo son muy poco conocidos, por lo que sería de gran 

importancia aislar y caracterizar genes que posiblemente estuvieran involucrados en los 

mecanismos de defensa de las palmas, como son los genes de resistencia (R). 

1.1.4 Mecanismos de defensa de las plantas 

En los ecosistemas naturales, las plantas están constantemente expuestas a patógenos 

microbianos potenciales, pero a pesar de esto, ellas siempre se mantienen verdes. Esto 

es debido principalmente a que las plantas poseen mecanismos de defensa que util izan 

para defenderse de los patógenos, los cuales pueden dividirse en: 
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a) Mecanismos de defensa preexistentes o constitutivos, formados por las 

características estructurales de la pared celular y la presencia de compuestos en el 

tejido epidérmico como anticipinas (Staskewiez et al., 1995). 

b) Mecanismos de defensa inducibles, formado por la síntesis de novo de compuestos 

químicos antimicrobianos como fitoalexinas , glucanasas y qu itínasas, cuya síntesis se 

activa después de un intento de invasión al tej ido vegetal por un patógeno (Staskewiez 

et al. , 1995) . Este mecanismo es posible debido a que las plantas poseen un sistema 

inmune innato que eficientemente es capaz de reconocer a un patógeno y por lo tanto, 

activar las respuestas de defensa apropiadas. 

1.1.5 Sistema inmune innato 

El sistema inmune innato en las plantas, es una carrera de armamentos entre los 

receptores de reconocimiento de las plantas y los efectores de los patógenos 

microbianos. 

El primer paso de este sistema está basado en la percepción de patrones moleculares 

asociados a patógenos o microbios (PAMPs o MAMPs) a través de receptores de 

patrones de reconocimiento (PRRs) conocidos también como proteínas de res istencia 

(R) , los cuales se encuentran en la superficie de las células de las plantas. La activación 

de los PRRs, resulta en una cascada de señal ización corriente abajo que dirige a la 

inmunidad disparada por PAMPs o MAMPs conocido comúnmente como PTI (Inmunidad 

disparada por PAMPs o MAMPs) (Figura 1.5a) (Pieterse et al., 2009). 
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Figura 1.5. Diagrama conceptual del modo de señalización de PTI y ETI. a) Inmunidad disparada 
por PTI , b) susceptibilidad disparada por los efectores y e) inmunidad disparada por ETI (Pieterse 
et al., 2009). 

Sin embargo a pesar de este tipo de mecanismo de detección de las plantas, los 

patógenos exitosamente producen efectores que pueden inhibir PTI (Figura 1.5b), 

permitiendo de esta manera que la planta entre en un estado de susceptibilidad 

disparada por tales efectores (EST). Esto a la vez, permite que las plantas activen una 

segunda barrera de defensa llamada inmunidad disparada por efectores o ETI 

(comúnmente conocida como gen por gen) (Figura 1.5c), en donde pueden detectar de 

manera directa o indirecta (hipótesis guarda) (Dangl y Jones, 2001 ; van der Biezen y 

Jones, 1998) tal es efectores a través de receptores intracelulares adicionales como son 

las proteínas de resistencia del tipo NBS-LRR (con un dominio de unión a nucleótidos 

más un dominio ricos repetidos en leucina) (Pierterse et al., 2009), la cual resulta en una 

respuesta de resistencia a la enfermedad conocida como muerte celular hipersensible 

(HR) (Jonathan et al., 2006). 
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En base a lo descrito anteriormente, el sistema inmune innato de la planta, puede ser 

representado como un modelo de "zigzag" de cuatro principales fases (figura 1.6), en 

donde se puede observar que los patógenos que han perdido el efector qu izás ganen 

nuevos efectores a través de un flujo horizontal de genes que puedan ayudar a los 

patógenos a suprimir ETI nuevamente. Sin embargo, la selección natural a . su vez, 

favorece a nuevos alelas de genes de resistencia NBS-LRR de la planta, para que 

puedan reconocer uno de los nuevos efectores adquiridos, resultando de nuevo, en una 

inmunidad disparada por los efectores (ETI) (Jones y Dangl , 2006). 

High 
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Figura 1.6. Modelo de "zigzag" del sistema inmune de la planta. Fase 1) PTI, inmunidad disparada 
por PAMPs. Fase 2) ETS, susceptibilidad disparada por efectores. Fase 3) ETI , inmunidad 
disparada por efectores. Fase 4) susceptibilidad disparada por los efectores (~enes y Dangl, 2006). 
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1.1.6 Respuestas de defensa inducidas en las plantas 

La naturaleza de las respuestas de defensa que son activadas durante PTI y ETI 

sustancialmente se sobreponen (Tsuda et al., 2008). Estas defensas incluyen el 

reforzamiento de la pared celular a través de la síntesis de cal losa y lignina; la producción 

de metabol itos secundarios antimicrobiales, tales como fitoalexinas y la acumulación de 

proteínas relacionadas a patogénesis (PR), tales como quitinasas y glucanasas, las 

cuales degradan la pared celular de los hagas y oomycetos. El reconocimiento de los 

efectores a través del sistema ETI es particularmente efectiva, debido a que es seguido 

por un estallido de especies reactivas de oxigeno (ROS) que culminan en una muerte 

celular programada hipersensible (HR) en el sitio de invasión del patógeno (De Wit, 1997). 

1.1. 7 Respuesta de hipersensibilidad (HR) 

Como se mencionó anteriormente el reconocimiento de ciertos patógenos, activan una 

respuesta hipersensible, la cual limita el crecimiento del patógeno en el sitio de infección. 

La respuesta HR, es caracterizada por la presencia de manchas cafés formadas por las 

células muertas en el sitio de infección, está involucrada en la resistencia ante patógenos, 

por la creación de una barrera física que puede impedir la proliferación y propagación de 

algunos patógenos, limitando el suministro de nutrientes debido a que el tejido muerto 

rápidamente llega a deshidratarse (figura 1. ?a) (Goodman y Novacky, 1994; Alfana y 

Collmer, 1996; Heat, 2000). 
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Figura 1.7. HR, respuesta hipersensible. ?a) Manchas cafés formadas por las células muertas en 
el sitio de infección. ?b) Cambios intracelulares ocasionados por la HR. (Hoeberichts et al., 2003; 
Zimmermann et al., 2004). 

La respuesta HR incluye, así también, cambios intracelulares como la disminución del 

citoplasma, condensación de la cromatina, hinchazón mitocondrial, combinado con otras 

características, tales como la vacuolización y la disrupción del cloroplasto durante el 

estado fi nal de la HR (Niur et al., 2008) . Por otra parte también diversas líneas de 

evidencia sugieren una función de las metacaspasas como mediadores en la respuesta 

hipersensible de las plantas (figura 1.7b) (Hoeberichts et al., 2003; limmermann et al., 

2004) , como es en el caso de Arabidopsis en donde las metacaspasas tipo 1, AtMC1 y 

ATMC2 tienen funciones antagónicas durante la muerte celular (Coll et al., 2010). 

La inducción de HR, a su vez, se encuentra asociada con los elevados niveles de la 

hormona de acido salicílico (SA), regulador clave de respuesta de defensa y resistencia a 

patógenos, síntesis de proteínas relacionadas a patogénesis (P R) con actividad 

antimicrobial (Hammond-Kosack y Jones, 1996; Ryals et al., 1996), y de esta manera el 

establecimiento de una respuesta de resistencia no especifica en toda la planta 

denominada resistencia sistémica adquirida (SAR) (Durrant y Dong, 2004). 
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1.1.8 Respuesta sistémica adquirida {SAR) 

Además de la respuesta hipersensible que bloquea el crecimiento local de un patógeno 

infeccioso, una respuesta de defensa secundaria puede ser activada, la cuaJ hace que las 

partes no infectadas de las plantas sean resistentes al ataque de una variedad de 

patógenos normalmente virulentos (Durrant y Dong, 2004; Cao et al., 1997). Esta 

repuesta es llamada resistencia sistémica adquirida (SAR), la cual es precedida por una 

acumulación de acido salicílico (SA), que es observado no solamente durante la 

respuesta hipersensible, si no también, en el tejido distal no infectado. Esto a la vez, 

induce un subjuego de genes relacionados a patogénesis (PR) que codifican para 

proteínas tales como ¡3-glucanasas y quitinasas (Van Loan y Van Kammen, 1970; Ward et 

al., 1991 ). En la resistencia sistémica adquirida, la proteína regulatoria denominada NPR1 

(No expresivo de genes PR-1) emerge como un importante traductor de la señal del acido 

salicílico. Antes de ocurrir la inducción de la respuesta sistémica adquirida, la proteína 

NPR1 se encuentra formando un complejo oligomerico en el citoplasma. Sin embargo, 

después de la inducción de SAR, la acumulación de SA dispara un cambio de redox en el 

interior de la célula que lleva a la monomerización de NPR1 (Cao et al., 1997; Aravind y 

Koonin, 1999). En forma monomerica, NPR1 es transportado al núcleo, que a su vez, 

interacciona con factores de transcripción TGA, actuando de esta manera, como un 

coactivador transcripcional de la expresión de genes PR (Dong, 2004) 

De manera general, en la siguiente figura (figura 1.8) se ilustra de manera esquemática el 

sistema inmune innato de la planta, desde el reconocimiento hasta la producción de las 

proteínas relacionadas a patogénesis. 
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PATÓGENO 

A) 

Figura 1.8. Sistema inmune innato de las plantas. A) Reconocimiento del patógeno (involucra PTI 
y ETI), B) Respuesta Hiper~ensible (HR), C) Respuesta Sistémica Adquirid a, D) Activación de 
genes relacionados a patogénesis (PR). (Tomado de 
http://www.lidaplantresearch.com/site/investigacion lectura.php?id seccion=30&id contenido=131 
&pg=2). 

1.1.9 Genes de resistencia (R) 

Como se ha mencionado anteriormente como requisito para que una planta sea capaz 

de reconocer de manera e' iciente a un patógeno, y por lo tanto de activar las respuestas 

de defensa apropiadas, se necesita de ciertos receptores denominados proteínas de 

resistencia las cuales son producto de genes de resistencia (R) (S taskewiez et al. , 

1995). 

Los genes de resistencia en plantas, han sido utilizados en los programas de 

mejoramiento de resistencia a enfermedades durante décadas con varios grados de 

éxito. Recientemente las búsquedas moleculares en las proteínas R y las señales de 
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transducción rio abajo proporcionan información interesante, el cual puede mejorar el 

uso de proteínas R en el control de enfermedades (John y Bonnie, 2003). 

El disponer de genes R, abre nuevas posibilidades de incorporar por transformación 

genética genes de resistencia nuevos a cultivos de interés, actualmente en base a la 

gran importancia de estos, se han aislado más de 40 genes de resistencia en diferentes 

modelos de plantas en respuesta a diferentes patógenos, algunos de los cuales se 

describen en el siguiente cuadro (cuadro 1.1) (Martin et al., 2003). 

Cuadro 1.1. Miembros de genes de resistencia aislados en plantas. 

Gene R Planta Patógeno Tipo de patógeno Proteína 

RPS Arabidopsis Pseudomonas syringae Bacteria CC-NBS-LRR 

RPM1 Arabidopsis Pseudomonas. syringae Bacteria CC-NBS-LRR 

Gpa2 Papa Globodera pallida Nematodo CC-NBS-LRR 

N Tabaco Tobacco mosaic virus Virus TIR-NBS-LRR 

M Lino Melampsora lini Hongos TIR-NBS-LRR 

RPP Arabidopsis Peronospora parasítica Hongos TIR-NBS-LRR 

Prf Tomate Pseudomonas syringae Bacteria NBS-LRR 

Pto Tomate Pseudomonas syringae Bacteria Proteína cinasa 

Cf Tomate Cladosporium fulvum Hongos LRR-TM 

Xa21 Arroz Xanthomonas oryzae Bacteria LRR-proteína 
cinasa 
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1.1.1 O Proteínas de resistencia (R) 

Las proteínas R, productos de genes de resistencia han sido clasificadas de acuerdo al 

dominio común que comparten (EIIis y Jones, 1998), las cuales se describen a 

continuación: A) genes R, que codifican para proteínas con dominios repetidos ricos en 

leucina (LRR) anclados con un dominio transmembranal (EIIis et al., 2000; Meyers et al., 

1999; van Der Biezen et al., 2002), B) Genes R, que codifican para proteínas con un 

dominio con actividad de proteína cinasa de serina/treonina (EIIis et al., 2000), C) genes 

R, que codifican proteínas con dominio con actividad de proteína cinasa de 

serina/treonina con un dominio extracelular LRR, O) genes R, que codifican proteínas con 

un dominio transmembranal anclado a un dominio coiled coil (Meyers et al., 1999; van Der 

Biezen et al., 2002), y E) genes R, la clase más abundante que codifican para proteínas 

con un dominio de unión a nucleótidos (NBS) y un dominio rico repetido en leucinas (LRR) 

(Martín et al., 2003). Dentro de la clase NBS-LRR, la proteína RRS1-R es un nuevo 

miembro, el cual contiene un sitio de localización nuclear (NLS) y un dominio con 

homología a los factores de transcripción WRKY (Deslandes et al., 2003), F) y más 

recientemente una proteína de resistencia clonada de arroz denominada Xa27 que no 

muestra homología con otras proteínas R (figura 1.9) (Gu et al., 2005). 

Las proteínas de resistencia del tipo NBS-LRR son las que en su mayoría han sido 

secuenciadas y es una de las más grandes clases dentro de los genomas de las plantas. 

La región NBS de estas proteínas es importante para la unión a ATP y la funcionalidad 

general de los productos de los genes R (Walquer et al., 1982; Saraste et al. 1990), 

mientras que el dominio LRR puede ser el principal determinante en el reconocimiento de 

productos de los genes Avr (Kobe y Deisenhofer, 1995; Jones and Jones, 1997). Esta 

clase de proteínas, a su vez, pueden dividirse en dos familias de acuerdo a la 

característica estructural de la región N-terminal, las cuáles son: TIR-NBS-LRR y los CC­

NBS-LRR (no TIR). El nombre del dominio TIR, es debido a que presentan homología con 

el dominio de señalización intracelular denominado Toll de Drosophila y el receptor de 

interleucina-1 en mamíferos (Meyers et al., 1999; Young, 2000). 
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Figura 1.9. Proteínas R, clasificadas de acuerdo al dominio común que comparten (Dangl 
y Jones, 2001 ; Chisholm et al., 2006). 

1.1.11 Secuencias candidatas a genes de resistencia (RGCs) 

El dominio conservado NBS de las proteínas de resistencia del tipo NBS-LRR, contiene 

motivos conservados denominados; P-loop o kinasa 1 (motivo de unión a fosfato), cinasa 

2, GLPLA y RNBS-D (Saraste et al., 1990; Traut, 1994; Meyers el aJ., 1999), los cuales 

han sido utilizados para el diseño de iniciadores degenerados para el aislamiento por PCR 

(reacción en cadena de la polimerasa), de secuencias candidatas o análogas a genes de 

resistencia del tipo NBS-LRR a las que se les han denominado RGCs (figura 1.1 O)(Martin 

et al., 2003). Los RGCs son secuencias con función desconocida pero que codifican para 

dominios conservados característicos de los genes R. Muchas de estas secuencias han 

sido mapeadas y se ha demostrado que están ligadas filogenéticamente a los genes R 

conocidos, proporcionando evidencia que ciertas regiones genómicas probablemente 

codifican para resistencia ante patógenos. Los RGCs son una fuente valiosa para el 

descubrimiento de nuevos genes de resistencia y en futuras aplicaciones puede 
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proporcionar información sobre la organización y la evolución de los genes R del tipo 

NBS-LRR en los diversos cultivos en donde han sido aislados. Así mismo, el desarrollo de 

marcadores moleculares a partir de dichas secuencias pueden ser aplicados para el 

desarrollo de mapas genéticos y la selección asistida por marcadores de características 

como la resistencia a plagas y a enfermedades (Meyers et al. , 1999; J"immerman­

Vaughan et al., 2000; Miller et al., 2008). 

Genes de resistencia 

N SS-lAR 

Aislamiento de secuencias candidatas 
a genes de resistencia 

Figura 1.10. Esquema para el aislamiento de RGCs. Motivos conservados (círculos rojos) a partir 

del cual se diseñaron iniciadores degenerados para el aislamiento de RGCs (editado por Carlos 

Puch}. 
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El aislamiento de RGCs por medio de la técnica de PCR, ha sido utilizado en una gran 

variedad de especies de plantas, algunos de los trabajos se describen en el cuadro 1.2. 

En plantas modelo como Arabidopsis thaliana en donde el genoma ya ha sido 

secuenciado e identificado aproximadamente 150 genes que codifican para proteínas tipo 

NBS-LRR y más de 400 en Oryza sativa (Arroz) (Meyers et al., 2003; Monosi et al., 2004). 

Estos datos nos dan un panorama acerca de la gran diversidad de genes tipo NBS-LRR 

que se encuentran en los genomas de las plantas. 

Cuadro 1.2. Estudios enfocados al aislamiento de secuencias candidatas a genes de 
resistencia. 
Planta Numero de RGCs Grupos Referencia 

Soya 
47 

Frijol 14 

Maíz 26 

Café 27 

Alfalfa 51 

Uva2 53 

Algodón 61 

Banano 174;80 

Azúcar de caña 11 

11 

8 

5 

9 

6 

14 

10 

33;5 

6 

Kanazin et al., 1996; 
Yong et al., 1996. 

Rivkin et al. , 1999 

Collins et al. , 1998 

Noir et al., 2001 

Cordero y Skinner. 2002 

Di Gaspero y Cipriani, 2002 

Limei et al. , 2004 

Miller et al., 2008; Peraza et 
al., 2008 

You-Xiong et al., 2009. 

Las secuencias de RGCs con las que se cuentan actualmente, son una fuente valiosa 

para el descubrimiento de genes de resistencia y en futuras aplicaciones pueden 

proporcionar información sobre la organización y la evolución de los genes R NBS-LRR 

en los diversos cultivos en donde han sido aislados. Así mismo, el desarrollo ·de 
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marcadores moleculares a partir de dichas secuencias pueden ser aplicados para el 

desarrollo de mapas genéticos y la selección asistida por marcadores de características 

como la resistencia a plagas y enfermedades (Miller et al., 2008). 

1.1.12 Estudios sobre los mecanismos de defensa en cocotero 

En cocotero, el estudio de las respuestas de defensa ante patógenos, incluyendo al 

fitoplasma causante del AL, es un área poco estudiada. Sin embargo, el estudio realizado 

por Lizama et al. , (2007), nos da un panorama acerca de algunos de los genes que son 

expresados en respuesta a una simulación al ataque de patógenos. El estudio se baso en 

un sistema in vitro, en donde callos de cocotero fueron tratados con quitosano para 

simular las interacciones moleculares que ocurren con los patógenos. En este estudio se 

pudo observar, que la aplicación de quitosano modificó diferencialmente la expresión de 

algunos genes similares a los receptores extracelulares de señalización a patógenos tipo 

cinasas (RLKs), las cuales consisten de un dominio extracelular ricos repetidos en leucina 

(LRRs) y un dominio intracelular con actividad de cinasa serina/treonina. En Arabidopsis 

el receptor FLS2 el cual es un receptor tipo cinasa está involucrado en reconocer una 

región de 22 aminoácidos de la flagelina (proteína que conforma el flagelo de las 

bacterias) activando la respuesta basal (PTI) que inhibe el crecimiento bacteria! (Gomez y 

Boller, 2000), por lo que en cocotero quizás podría estar jugando un papel similar. Por 

otro lado también, se pudo observar la expresión de un gen que presento similaridad al 

gen de resistencia a Verticillium dahliae en tomate y que codifica para un receptor de 

membrana (Kawchuk et al., 2001 ). 

La ad ición de quitosano en callos de cocotero también ocasionó la acumulación de 

peróxido de hidrogeno (una especie reactiva de oxigeno involucrado en la respuesta 

hipersensible) (figura 1.11) y estimuló la actividad de una 13-1 ,3-glucanasa (proteína 

relacionada a patogénesis) (figura 1.12). Por otra parte, la adición de acido salicílico 

modifico la abundancia de los transcriptos de estos genes, mientras que metil jasmonico 

no influyó la expresión implicando que ellos pueden estar jugando un papel importante en 

las respuestas de defensa dependientes de la vía de acido salicílico. 
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Otro estudio realizado por Narváez et al., (201 0), reporta el aislamiento de una secuencia 

que mostro un 82% de identidad al gen NPR1 de Musa del grupo ABB del cultivar 

Dongguan Dajiao. La secuencia deducida de aminoácidos revelo la presencia de un 

dominio conservado característico de la proteína NPR1 denominado ankirina (ANK) 

importante para la interacción con otras proteínas. 

Estas aportaciones, nos dan bases para hipotetizar, que el cocote ~o puede ser capaz de 

activar una respuesta sistémica adquirida ante el ataque de patógenos, en donde los 

genes de resistencia pudieran estar jugando un papel fundamental en la percepción de los 

patógenos en este cultivo . 

30 

25 

20 

1 5 

10 

5 

o 

Figura 1.11. Inducción de la producción de peróxido de hidrogeno en callos de cocotero tras la 
aplicación de quitosano. Columnas blancas tratamientos control y columnas grises tratamientos 
con quitosano (Lizama et al., 2007). 

A) mg·mr osan 
B) 

200 1/J -0.0 5.0 0.0 ·e 150 ::::> 
OJ 100 > 

Rf ... O. :e 

"' 50 ¡; 
e: 0.0 

Figura 1.12. Efecto de la concentración del quitosano en la inducción de la actividad de la ~-1,3 
glucanasa. A) patrones de expresión de la -1 ,3 glucanasa en diferentes concentraciones de 
quitosano. B) Barras que representan los patrones de expresión de la ~-1 ,3 glucanasa (Lizama et 
al. , 2007). 
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1.1.13 Estudios sobre los mecanismos de defensa planta-fitoplasma 

A pesar de que los fitoplasmas están relacionados con más de 700 enfermedades en 

varios cultivos, entre los que se encuentra el AL, el entendimiento sobre las respuestas de 

defensa de las plantas a fitoplasmas es muy poco conocido. 

En un estud io realizado por Albertazzi et al. (2009) empleando la técnica de 

microarreglos, determinaron: genes que modificaban su expresión en Vitis vinífera en 

respuesta a la infección del fitoplasma Bois Noir; la represión de genes involucrados en la 

degradación de la pared celular y la inducción de genes involucrados en el reforzamiento 

de la misma; y la expresión de un factor de transcripción Myb (oncogén mieloblastosis), 

perteneciente a una familia de genes que tienen un rol en las respuestas de defensa de 

las plantas. Otros de los genes que modificaron su expresión, fueron aquellos que 

cod ifican para receptores de membrana (genes R), así como también genes relacionados 

a patogénesis (PR) como PR-1 el cual fuertemente fue inducido y que es un marcador de 

la vía de señalamiento de acido salicílico (Pieterse y van Loan, 1999), y esto puede 

sugerir que acido salicílico está involucrado en las respuestas a infección de fitoplasmas. 

Otros de los genes que fueron inducidos son los factores de transcripción como los NAC 

(NAM, ATAF y CUC) y los WRKY (proteína de unión al ADN) los cuales previamente han 

sido reportados por jugar un rol en la senescencia y la respuestas de defensa ante 

patógenos (Eulgem, 2005), así como también los elementos de respuesta a etileno (ERF) 

los cuales están involucrados en una gran variedad de procesos de desarrollo y 

respuestas de estrés en plantas (cuadro 1.3). 

En base a estos argumentos, se puede sustentar que las plantas pueden ser capaces de 

activar los mecanismos de defensa en respuesta al ataque de fitoplasmas. Este proceso 

tal vez pudiera estar sucediendo con los ecotipos de cocotero que presentan resistencia 

ante la enfermedad del amarillamiento letal como son el Alto del Pacifico y el Enano 

Malayo Amarillo. 
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Cuadro 1.3. Genes relacionados en defensa, activados en respuesta a la infección por 
fito lasma. 

Factores de 
Genes R Genes PR 

transcripción 

Receptor LRR -proteína Proteína relacionada WRKY (proteínas de 
cinasa patogénesis (PR-1) unión al ADN) 

Hipotetica proteína Precursor de la ¡3--1 ,3- ERF (Factores de 
Cinasa glucanasa respuesta a etileno) 

Receptor-tipo proteína Beta-1 ,3-glucanasa NAC ( NAM, ATAF y 
Cinase (PR-2) CUC) 

Proteína LRR Precursor de quitinasa Myb (oncogén 
(PR-3) mieloblastosis) 

lnhibidor de proteasa (PR-6) 

De manera ilustrativa, se indican algunas de las proteínas codificadas por los genes que 

indujeron su expresión en respuesta a la infección por el fitoplasma Beis Noir en Vitis 

vinífera (figura 1.13). 
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Figura 1.13. Representación ilustrativa de las proteínas codificadas por los genes involucradas en 
los mecanismos de defensa inducidos en respuesta a fitoplasmas. 

En base a todo lo descrito anteriormente y con la final idad de comprender de forma más 

compleja los mecanismos de defensa del cocotero, nos planteamos como principal 

objetivo el aislamiento y la identificación de secuencias análogas a genes de resistencia, 

los cuales podrían estar relacionados a los genes de . resistencia descritas en otras 

especies y que quizás podrían estar jugando un papel fundamental en las respuestas de 

defensa de este cultivo ante los patógenos que lo afectan como el fitoplasma causante del 

amarillamiento letal. 
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1.2 HIPÓTESIS 

Reportes en la literatura, revelan la presencia de secuencias candidatas a genes de 

resistencia en diferentes genomas de plantas, los cuales, han mostrado homología con 

genes R; por lo tanto, es posible, que dichas secuencias estén presentes en el genoma de 

las palmas de cocotero. 

1.3 OBJETIVOS 

1.3.1 General 

Aislar y caracterizar secuencias candidatas a genes de resistencia en palmas de cocotero. 

1.3.2 Particulares 

a) Evaluar diferentes combinaciones de iniciadores degenerados para la amplificación 

de motivos conservados del dominio NBS y LRR de secuencias candidatas a genes 

de resistencia . 

. b) Analizar la estructura y filogenia de las secuenCias candidatas a genes de 

resistencia de la clase NBS-LRR. 
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1.4 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

La estrategia experimental implementada para llevar a cabo el siguiente estudio se 

resume en el siguiente esquema. 

Capítulo 11 

Colecta del material vegetal de los 
COCOterO rA!O:i!O:t¡:mt.:!!O: 

Alto del Pacifico Enano Malayo Amarillo 

Extracción y cuantificación del ADN 

Capítulo 111 ~ 
Análisis bioinformático de las secuencias obtenidas 
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CAPÍTULO 11 

EVALUACIÓN DE INICIADORES DEGENERADOS PARA AMPLIFICAR POR 
PCR SECUENCIAS CANDIDATAS A GENES DE RESISTENCIA DEL TIPO 
NBS-LRR EN COCOTERO Y CLONACIÓN DE LOS PRODUCTOS 
AMPLIFICADOS. 

2.1 INTRODUCCIÓN 

En América y en el Caribe la producción del cocotero contribuye con cerca del 10% a la 

producción mundial, siendo México y Brasil los países productores más importantes. En 

México, el cocotero es uno de los cultivos de mayor importancia económica, con una 

superficie de 100 mil ha, de las cuales dependen aproximadamente 50 mil familias que 

viven directamente del cultivo (Conacoco, 2008). Desafortunadamente, la palma de 

cocotero está sujeta al ataque de diversos agentes que producen diversas enfermedades 

y que afectan su producción, entre los que se encuentran; virus (Rohde et al., 1990) , 

viroides (Hanold y Randles, 1991 ), protozoos (Parthasarathy et al., 1978), hongos (Joseph 

y Radha, 1975), nematodos (Griffith, 1987) y mollicuotas, como el f itoplasma el causante 

del amarillamiento letal (AL) (Howard y Barrant, 1989). 

A pesar de la gran importancia de este cultivo y a la diversidad de patógenos que afectan 

su producción, los mecanismos de defensa han sido poco estudiados, en comparación 

con otras plantas, las cuales son capaces de reaccionar y defenderse por sí solas ante los 

patógenos que las afectan . Dentro de los mecanismos de. defensa activadas por las 

plantas, las proteínas de Resistencia (R) codificadas por genes de res istencia (R) , 

proveen una efectiva inmunidad en la planta hospedera a través del reconocimiento de 

moléculas efectoras (Chisholm et al., 2006). Por lo tanto la introgresion de genes R dentro 

de cultivares susceptibles de plantas hospederas confiere inmunidad eficiente contra 

patógenos que expresan el mismo efector (Dennis et al., 2008). 

Debido a la gran importancia de los genes de resistencia, estos han sido clonados e 

identificados usando tecnologías como el etiquetamiento por transposones y la clonación 

37 



• 

CapÍtulo 11 

posicional ("caminata por el cromosoma") (Meyers et al., 1999). Sin embargo, el uso de de 

estas tecnologías para la identificación de nuevos genes R, es todavía aún laboriosa y 

consume mucho tiempo. Por otro lado, el diseño de iniciadores degenerados en base a 

los motivos altamente conservados del dominio NBS de estos genes, abre una puerta 

para el aislamiento de secuencias candidatas a genes de resistencia o secuencias 

análogas a genes de resistencia (RGCs) empleando la técnica de PCR y la 

secuenciación. Esta metodología ha sido utilizada en una gran variedad de especies de 

plantas, tales como soya (Kanazin et al., 1996; Yu et al., 1996) frijol (Rivkin et al., 1999), 

café (Noir et al., 2001), alfalfa (Cordero y Skinner, 2002; Zhu et al. , 2002) , uva (Di 

Gaspero y Cipriani, 2002), banano (Peraza-Echeverria et al., 2008) , caña de azúcar (You­

Xiong et al .. , 2009), otros cultivares, sin embargo, para el cocotero este no ha sido el 

caso. El aislamiento de estas secuencias en este cultivo establecerá una base para inicio 

de diversos estudios como son el aislamiento de genes de resistencia y el desarrollo de 

marcadores moleculares para la selección de palmas resistentes a plagas y patógenos. 

Para poder lograr el aislamiento de estas secuencias de manera exitosa, se debe contar 

con iniciadores degenerados que flanqueen los motivos conservados de los genes R, así 

como también optimizar las condiciones de amplificación por PCR (Yaish et al., 2004), por 

tal motivo, el objetivo en este capítulo, fue la selección de iniciadores degenerados en 

base a la bibliografía científica consultada, la optimización de las condiciones de 

amplif icación por PCR y la clonación de los productos amplificados. 
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2.2 MATERIALES Y METODOS 

2.2.1 Colecta del material vegetal 

Para este estudio se muestrearon 1 O palmas del ecotipo Alto del Pacifico (AP) localizados 

en la plantación experimental de San Crisanto Yucatán, México; así como también 2 

palmas del ecotipo Enano Malayo Amarillo (EMA) obtenidos en el Centro de Investigación 

Científica de Yucatán (CICY), los cuales presentan resistencia ante la enfermedad del 

amarillamiento letal (Zizumbo et al., 2008). De cada palma se muestreo la hoja joven y se 

almaceno en congelación (-80 'C) hasta su uso posterior. 

2.2.2 Extracción del ADN 

Para la extracción del ADN se siguió el protocolo establecido por Doyle y Doyle (1987) , 

con modificaciones de Harrison et al., (1994). El método de extracción consistió en 

macerar 1 gramo de tejido vegetal en nitrógeno líquido con un mortero y un pistilo. El 

tejido pulverizado se colocó en un tubo falcón de 14 mi y se adiciono 5 mi del buffer 

CTAB (CTAB 2%, PVP40, EDTA 25 mM, Tris HCI 100 mM y NaCI 2M). Las muestras 

fueron incubadas durante 30 min a una temperatura de 65 'C . Posteriormente se tomo 1 

mi de la muestra, se coloco en un tubo eppendorf de 2 mi y se le ad iciono 1 mi de 

phenol-cloroformo isoamilico. Los ácidos nucleídos se separaron del material proteico 

centrifugando 5 min a 14 000 rpm, se tomo el sobrenadaote y se precipito el ácido 

nucleico con acetato de sodio e isopropanol frío incubando las muestras por 1 hr a -20 

'C. Se llevo a cabo un segundo proceso de centrifugado a 14, 000 rpm durante 10 min, 

para obtener los sólidos en forma de pasti lla. La pastilla fue lavada con etanol al 70% y 

se dejo secar a temperatura ambiente. Finalmente se resuspendio en 50 ~ 1 de H20 ultra 

pura (Ambion) y se realizo una electroforesis en gel de agarosa al 1% para corroborar la 

cal idad y cantidad de ADN . 
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2.2.3 Cuantificación y optimización de la concentración de ADN 

Una vez extraído el ADN, fue cuantificado por medio de espectrometría y cada muestra se 

homogenizó a una concentración de 100 ng/¡.J I. Una vez cuantificadas, se rea lizo una 

mezcla de ADN de las palmas muestreadas para el ecotipo Alto del Pacif ico y las de 

Enano Malayo Amarillo con la finalidad de aumentar el número de secuencias blanco a 

amplificar. La mezcla de ADN se realizo tal como se describe en la siguiente f igura (figura 

2.1 ). 

V 
v~~~v- 1~1 
A) V 

\J -uo- \J 
s) e) 

100 ng/~1 10 ~~ (1 000 ng/~1) 100 ng/~ 1 

Figura 2.1. Mezcla de ADN. A) Cada tubo contiene 100 ng/~1 de ADN. Se tomo 1 ~1 de ADN de 
cada tubo y se adiciono a otro, B) obteniendo de esta manera una concentración de 1000 ng/~1. C) 
Se realizo una dilución 1:1 O y de esta manera se obtuvo la concentración deseada para la 
reacción de PCR (1 00 ng/~1). 

2.2.4 Selección de iniciadores degenerados 

Los iniciadores degenerados fueron seleccionados en base a la literatura científica 

consultada (Aarts et al., 1998; Kanazin et al. , 1996; Penuela et al. , 2002; Bertioli et al., 

2003 y Miller et al., 2008; Peraza-Echeverria et al., 2008), principalmente los que han sido 

utilizados para la búsqueda de RGCs en monocotiledoneas. En el siguiente diagrama 

(figura 2.2) se describe un protocolo computacional implementado por Miller et al., (2008), 

para el diseño de iniciadores degenerados que flanquean motivos conservados dentro de 

los dominios NBS-LRR en plantas monocotiledoneas. 
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Remover to as las secuencias 
redundantes (a partir de un 95% de 

identidad). 

~ Filtrar las secuencias sin dominio LRR 

Figura 2.2. Protocolo computacional , para el diseño de iniciadores degenerados para la 
amplificación de secuencias candidatas a genes de resistencia (Miller et al., 2008). 
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2.2.5 Optimización de las condiciones de amplificación 

Para establecer las condiciones optimas de amplificación por PCR, se probaron dos 

diferentes temperaturas de hibridación de los iniciadores, los cuales han sido previamente 

util izadas para el aislamiento de RGCs en diferentes especies de plantas (Miller et al., 

2008; Peraza-Echeverria et al., 2008; Ellen y Helen, 2009). Las temperaturas que se 

probaron fueron; 50 y 45'C por 1 m in (cuadro 2.1 ). 

Cuadro 2.1. Condiciones de temperatura probadas (50/45°C) en la hibridación de los iniciadores. 

Temperatura ('C) 

96 

72 

Tiempo (min) 

01 :00 

01:00 
01:00 
01:00 

10:00 

2.2.6 Evaluación de diferentes concentraciones de iniciadores 

Ciclos 

1 

40 

Para el aislamiento de RGCs, diferentes concentraciones de iniciadores han sido 

utilizados en la mezcla de reacción de PCR. Sin embargo, para nuestro estudio se 

probaron dos concentraciones de iniciadores basándonos en la literatura científi ca 

consultada (Peraza-Echeverria et al. , 2008; Miller et al., 2008; Ellen y Helen, 2009) las 

cuales fueron ; 1.0 ~M y 2.0 ~M. Por otra parte, también se realizo un gradiente en la 

concentración de los iniciadores, la cual fue; 0.5 ~M. 1.0 ~M . 1.5 ~M , 2.0 ~M y 2.5 ~M. 
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2.2.7 Clonación de los productos amplificados 

Una vez establecidas las condiciones óptimas de amplificación, se llevo a cabo la 

reacción de PCR. Los productos amplificados fueron purificados de los geles de agarosa 

al 1% usando el kit de extracción QIAquick (QIAGEN). Una vez purificados los 

fragmentos se ligaron dentro del vector pGEM-T Easy (Promega) (figura 2.3) . La 

reacción de ligación se llevó a cabo en un volumen final de 12 J.JI, utilizando 1 ¡.Ji de la 

enzima T4 ADN ligasa (1 U/ J.JI), 1 ¡.Ji del vector pGEM-T Easy (50 ng/J.JI), 4 ¡.Ji del producto 

de PCR y 5 ¡.Ji del amortiguador de ligación 2X. La mezcla de ligación fue incubada por 

16 hrs a 16'C. 

T7 l 
1 start 

Apal 14 
Aatll 20 
Sphl 26 

pGEM9 ·T 
BstZI 31 
Ncot 37 

Vector Sactl 46 
(3000bp) 

Spet 55 
No ti 62 
BstZI 62 
Pstl 73 
Sall 75 
N del 82 
Sacl 94 
BstXI 103 

~ Ns•l 112 

t SP6 
126 ~ 

8 

Figura 2.3. Esquema que muestra los principales puntos de referencia del vector de clonación 
pGEM-T Easy. 

Posteriormente se tomaron 4 ¡.JI del producto de ligación para llevar a cabo la 

transformación de las células competentes de Escherichia coli mediante choque térmico 

a 42'C por 45 s. Las bacterias fueron crecidas en m edio sólido LB conteniendo 

ampicilina (1 00 mg/1) como antibiótico de selección de colonias transformadas, IPTG (0.5 

mM) como inductor de la expresión del gen /acZ y XGAL (80 mg/1) como substrato de la 

~-galactosidasa para indicar la expresión de la misma enzima mediante la observación 

de colonias blancas y azules. 
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Las colonias blancas fueron picadas y puesta a crecer en 5 mi de medio líquido LB con 

ampicilina (1 00 mg/1) a 37'C y 200 rpm durante toda la noche con la final idad de 

multiplicar el plásmido recombinante . Las colonias blancas indican la falta de expresión 

de la enzima ¡3-galactosidasa debido a la interrupción del gen JaeZ por la inserción del 

fragmento de interés. 

Una vez multiplicado el plásmido recombinante, se tomaron 4 mi del cultivo para la 

extracción del plásmido utilizando el kit Miniprep QIAprep (QIAGEN), los cuales fueron 

previamente cuantificados con la ayuda del marcador de masas High mass (lnvitrogen), 

para determinar la concentración requerida en la reacción de secuenciación. La 

secuenciación se llevo a cabo, en la Universidad de Davis, California, por medio del 

método dideoxi, ideado por Sanger el cual está basado en el empleo de 

didesoxinucleótidos que carecen de uno de los grupos hidroxilo. 
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2.3 RESULTADOS 

2.3.1 Extracción del ADN 

El ADN fue extraído del tejido de las palmas Alto del Pacifico y Enano Malayo Amarillo 

siguiendo el método de extracción de CTAB reportado por Doyje y Doyle (1987) con 

modificaciones de Harrison et al., (1994). Los resultados se presentan en la siguiente 

figura (figura 2.4 ). 

ADN extraído 

Figura 2.4. Imagen representativa del ADN extraído de las palmas muestreadas. La flecha (parte 
superior derecha) indica el ADN extraído para cada ecotipo de cocotero. EMA) Enano Malayo 
Amarillo, AP) Alto del Pacifico, M) marcador molecular. 

2.3.2 Selección de iniciadores degenerados 

En base a la bibliografía científica consultada se lograron seleccionar una serie de 

iniciadores degenerados, los cuales flanquean secuencias específicas conservadas de 

genes de resistencia y que fueron utilizados para la búsqueda de RGCs en cocotero. En 

el siguiente cuadro (cuadro 2.2) se mencionan los iniciadores degenerados 

seleccionados, así como también la secuencia y las referencias de donde se eligieron. 
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Cuadro 2.2. Iniciadores seleccionados para aislar RGCs en cocotero. 

Iniciadores Secuencias Referencias 

Iniciadores generales (TIR/NO TIR} 

PIA (Inicio) 
PIB (Inicio) 
P-loop(l nicio) 
GLPLA(Termino) 
P3A (Termino) 
RNBS-D(Termino) 

GGIATGCCIGGIIIIGGIAARACIAC 
GGIATGGGIGGIIIIGGIAARACIAC 
GGIGGIGTIGGIAAIACIAC 
A(AIG)IGCT A(A/G) IGGIA(A/G)ICC 
AIITYIRIIRYIAGIGGYAAICC 
GGRAAIARISHRCARTAIVIRAARC 

Bertioli et al. , 2003 
Bertioli et al. , 2003 
Kanazin et al., 1996 
Aarts et al. , 1998. 
Bertioli et al. , 2003 
Penuela et al., 2002 

3F2 (Inicio) 

13R1 (Termino) 

Iniciadores específicos (NO TIR} 

GAGGTACTTCCTGGTGCTGGAYG 
AYRTBTGG 
CGGCCAAGTCGTGCAYVAKRTCR 
TGCA 

Miller et al., 2008 

Codigo de degeneración: 1 - inosina; R- AIG; Y- C/T; M -A/C; K- G/T; W- AIT; 5-C/G; B­
C/G/T; D = AIGIT; H = AICIT; V = AIC/G; N = A/C/GIT. 

Una vez seleccionados los iniciadores, se realizaron seis combinaciones tal y como se 

describen en el siguiente cuadro (cuadro 2.3), incluyendo también los motivos 

conservados los cuales flanquean los dominios blancos que pueden amplificar. 

Cuadro 2.3. Combinaciones de los iniciadores seleccionados para la amplificación de RGCs. 

Combinación Iniciadores Motivos Dominios Tamaño del 
blancos blancos amplicon 

C1 (PIB-RNBSO) P-loop/RN BS-0 no-TIR NBS 700 pb 

C2 (3F2-13RI) Kinasa 2/LRR No-TIR NBS-LRR 650 pb 

C3 (PIB-P3A) P-loop/GLPL TIR y no-TIR NBS 650 pb 

C4 (PIA-P3A) P-loop/GLPL TIR y no-TIR NBS 650 pb 

es (PIA-RNBSO) P-loop/RNBS-0 No-TIR NBS 700 pb 

C6 (P-Ioop-GLPLA) P-loop/GLPL TIR y no-TIR NBS 530 pb 
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2.3.3 Sitio de unión de los iniciadores 

Los iniciadores seleccionados flanquean secuencias altamente conservadas 

característicos de los genes de resistencia. En el siguiente diagrama se ilustran los sitios 

blancos de estos iniciadores (figura 2.5). 

TIRICC NBS LRR 

PIA-PIB-P-Ioop 3F2 

RNBS-A-non TIR Klnasa-2 RNBS-8 RNBS-C GLPL RNBS-0-non TIR 

+-­
P3A-GLPL RNBS-0 13RI 

Figura 2.5. Sitio de unión de los iniciadores degenerados dentro del dominio NBS y LRR. 

2.3.4 Optimización de las condiciones de amplificación 

Para la optimización de las condiciones de amplificación se probaron dos temperaturas de 

hibridación de acuerdo a reportes previos en la literatura (Miller et al., 2008; Peraza­

Echeverria et al., 2008; Ellen y Helen, 2009), las cuales fueron; 50 y 45'C. En la siguiente 

figura (figura 2.6) se puede observar que en la temperatura de hibridación a 45'C se 

obtuvieron los mejores resultados al obtener amplificación con cinco (C1-4 y C6) de los 

seis juegos de iniciadores que se probaron. 
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Figura 2.6. Optimización de las condiciones de amplificación. a) Temperatura de hibridación de 
50'C y b) temperatura de hibridación 45'C . 

2.3.5 Evaluación de diferentes concentraciones de iniciadores 

En base a los resultados anteriores se seleccionó el primer juego de iniciadores (C1) y se 

probaron diferentes canee ntraciones de estos, con la finalidad de m1ejorar las bandas 

obten idas. Se utilizo ADN de una palma del ecotipo EMA y del AP. En la parte de abajo se 

pueden observar dos figuras (figura 2.7 y 2.8) que ilustran los resultados que se 

obtuvieron. En la primera (figura 2. 7), se probaron dos concentraciones de iniciadores; 1.0 

¡..¡M y 2.0 ¡..¡M. Los resultados nos indican que en la concentración de 2 ¡..¡M se obtuvo una 

banda más intensa para la muestra de EMA que en la concentración de 1.0 ¡..¡M, mientras 

que en la muestra AP en ambas concentraciones se .obtuvo una banda bien definida y 

casi homogénea. En la figura 2.8, solamente se utilizo ADN de AP. En esta caso, se 

realizó un gradiente, en donde las concentraciones de iniciadores fueron; 0.5 ¡..¡M, 1.0 ¡..¡M, 

1.5 ¡..¡M, 2.0 ¡..¡M y 2.5 ¡..¡M. En este caso se obtuvieron bandas casi de la misma intensidad 

en todas las concentraciones probadas, aunque en la concentración de 2.0 ¡..¡M la banda 

estuvo mejor definida. En base a estos resultados obtenidos, se decidió utilizar una 

temperatura de hibridación de 45'C y una concentración de iniciado res de 2 ¡..¡M par a 

llevar a cabo las reacciones de PCR. 
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Figura 2. 7. Evaluación de 2 concentraciones de iniciadores; 1. O ¡..¡M y 2. O ~M. Las primeras dos 
columnas son muestras de El/1 A y los dos últimos carriles corresponden a la muestra del AP. 

Figura 2.8. Evaluación de un gradiente de concentraciones de la C1. La concentración es de 0.5 a 
2.5 ¡..¡M en una escala de 0.5 ¡..¡M. 
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2.3.6 Reacción de PCR para el aislamiento de RGCs 

Una vez establecidas las condiciones de amplificación, se realizó la reacción de PCR 

utilizando la C1 , la C2 y la C6 de iniciadores. 

La C1 amplifica un producto de 700 pb flanqueando los motivos P-loop y RNBS-D, dentro 

del dominio NBS. Esta combinación fue seleccionada para el aislamiento de RGCs, 

debido a que se obtuvo amplificación positiva en las pruebas de optimización (figura 2.6) 

en comparación con la C5 diseñados para flanquear el mismo blanco. 

Con la C1 se logro obtener una banda del tamaño esperado utilizando el ADN de los dos 

ecotipos de cocotero (AP r EMA) (figura 2.9). Las bandas observadas son de 700 pb de 

bases tal y como se esperaba. 

Figura 2.9. Reacción de PCR con la C1 de iniciadores. Carriles 1 y 2; EMA, Carriles 3 y 4; AP. M) 
marcador molecular. 

La (C2) de iniciadores amplifican un producto de 650 pb, flanqueando los motivos kinasa-

2 del dominio NBS y parte del dominio LRR, a diferencia de los otras combinaciones que 

solamente flanquean el dominio NBS. En base a esto, se decidió trabajar en ellos con la 

finalidad de lograr aislar secuencias que contengan parte del dominio LRR, el cual, es 

importante para el reconocimiento de las proteínas de avirulencia. De acuerdo a nuestros 

resultados, se ha logrado obtener amplificación en los dos ecotipos de cocotero (AP, 

EMA). Los resultados se pueden observar en la siguiente figura (figura 2.1 0) . 
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Figura 2.10. Reacción de PCR con la C2 de iniciadores. Carriles 1; EMA. Carriles 2 y 3; AP. M) 
marcador molecular. 

La C6 de iniciadores amplifican un producto de 530 pb, flanqueando el motivo P-loop y el 

motivo GLPL dentro del dominio NBS. Estos iniciadores fueron seleccionados para el 

aislamiento de RGCs debido a que en las pruebas de optimización (figura 2.6) mostraron 

una banda bien definida e intensa en comparación con las otras combinaciones las cuales 

flanquean los mismos sitios. Con esta combinación, se logró amplificación en ambos 

ecotipos de cocotero (figura 2.11 ). 

Figura 2.11. Reacción de PCR con la C6 de iniciadores. Carriles 1 y 2; EMA. Carriles 3 y 4; AP. 
M) marcador molecular. 
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2.3. 7 Clonación de los productos amplificados 

Los productos amplificados utilizando las tres combinaciones de iniciadores (C1 , C2 y 

C6), fueron clonados y en el siguiente cuadro (cuadro 2.4), se índica el ñúmero de 

colonias positivas (blancas) obtenidas con cada combinación de iniciadores para cada 

ecotipo (AP, EMA), teniendo para la C1 un total de 70 colonias, para la C2; 42 y para la 

C6; 149, haciendo un total de 261 colonias. 

Cuadro 2.4. Numero de colonias obtenidas con cada combinación de iniciadores 
para cada ecotipo de cocotero. 

Combinaciones 
de iniciadores 

C1 

C2 

CG 

TOTAL 

Ecotipos 

Alto del Pacífico 
Enano Malayo Amarillo 

Total 

Alto del Pacífico 
Enano Malayo Amarillo 

Total 

Alto del Pacífico 
Enano Malayo Amarillo 

Total 

Número de colonias 
positivas 

45 
25 

70 

6 
36 

42 

70 
79 

149 

261 
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2.4 DISCUSIÓN 

En cocotero la susceptibilidad y la resistencia de ciertos ecotipos ante diversas 

enfermedades como el AL, podrían estar dadas por los mecanismos de defensa descritos 

en otras especies de plantas, sin embargo el genoma aún no secuenciado, hace más 

lento los estudios enfocados en la búsqueda de posibles genes involucrados en los 

mecanismos de defensa ante patógenos, como los genes de resistencia. Los genes R 

juegan un papel fundamental en la percepción y activación de las respuestas de defensa 

de las plantas. El aislamiento e identificación de secuencias análogas o candidatas a 

genes de resistencia en este cultivo abre una puerta para el desarrollo de nuevas 

estrategias de control de los patógenos que afectan su producción. 

Actualmente la técnica de PCR utilizando iniciadores degenerados ha sido uno de los 

enfoques princi palmente utilizados para amplificar secuencias análogas a genes de 

resistencia (RGCs) y posteriormente el aislamiento de genes de resistencia. Muchos 

RGCs han sido amplificados desde diversas especies de plantas usando esta 

metodología y actualmente más de 1 ,600 secuencias se encuentran publicadas en las 

bases de datos (McHale et al., 2006). 

En cocotero, para el aislamiento de RGCs, se seleccionaron 12 iniciadores degenerados 

(cuadro 2.2) los cuales presentaron los mejores resultados para el aislamiento de RGCs 

cuando fueron empleados en Musa acuminata (Miller et al., 2009; Peraza-Echeverria et 

al., 2008), una especie filogenéticamente cercana al cocotero por pertenecer a las 

monocotiledoneas. De los 12 iniciadores se realizaron 6 combinaciones (cuadro 2.3), de la 

misma manera como las realizadas por Miller et al., (2008) y Peraza-Echeverria et al. 

(2008). Una vez seleccionados los iniciadores degenerados, el siguiente paso fue 

establecer las condiciones optimas de amplificación para dar un balance entre la 

eficiencia y la especificidad de la reacción (Yaish et al., 2004). Se probaron las 

temperaturas de hibridación de 50 y 45'C, obteniendo los mejores resultados en la de 

45'C, en donde cinco de las seis combinaciones presentaron amplificación positiva del 

tamaño esperado (figura 2.6). La temperatura de hibridación de 45'C, también ha sido 

utilizada de manera exitosa en los programas de PCR para el aislamiento de RGCs, en 

cultivos como maíz (Collins et al., 1998), café (No ir et al. , 2001 ), alfalfa (Cordero y 
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Skinner, 2002), algodón (Limei et al., 2004), banano (Peraza-Echeverria et al. , 2008) y 

caña de azúcar (You et al., 2009), sin embargo la de 50'C también ha mostrado buenos 

resultados en otros cultivos como lechuga (Shen et al., 1998) y soya (Yu et al. , 1996), en 

este caso no fue eficiente para cocotero. Por otro lado también, se evaluaron diferentes 

concentraciones de iniciadores en la mezcla de reacción de PCR con la fi nalidad de 

mejorar las bandas obtenidas. Para esto, se seleccionó la C1 y los resultados obtenidos 

demostraron que la concentración óptima fue la de 2 1-JM (figura 2.7 y 2.8) tanto para 

Enano Malayo Amarillo como para el Alto del Atlántico. 

De las seis combinaciones de iniciadores probadas en las pruebas de optimización , tres 

combinaciones (C1, C2 y C6) fueron seleccionados en base a los resultados obten idos. 

La C1 , al igual que la C5, están diseñados para flanquear el mismo blanco (P-Ioop/RNBS-

0), sin embargo la C1 fue seleccionada por presentar amplificación positiva en 

comparación con la C5 en donde no se obtuvo amplificación (figura 2.6). Por otro lado, la 

banda obtenida con la C6, fue más intensa y mejor definida que las amplificadas con la 

C3 y C4 las cuales flanquean el mismo blanco (P-Ioop/GLPL), motivo por el que también 

fue seleccionada (figura 2.6) . 

La C2 fue seleccionada debido a que flanquea parte del dominio NBS y parte del dominio 

LRR, a diferencia de las otras combinaciones que solamente amplifican el dominio NBS. 

El utilizar esta combinación de iniciadores degenerados probablemente nos ayude a 

encontrar mayor número de secuencias diferentes a las amplificadas con la C1 y la C6. 

Por último, es importante mencionar que diferentes factores pudieron haber contribuido a 

la tasa de éxito de los iniciadores empleados en cocotero, como por ejemplo; el número 

de degeneraciones, la longitud del iniciador, la composición de nucleótidos, la posición de 

la degeneración dentro de cada iniciador, y la prevalencia de posibles blancos en las 

secuencias dianas. Estos factores pud ieron reflejar los resu ltados observados en las 

bandas obtenidas con cada ecotipo de cocotero, así como también en el número de 

colonias positivas obtenidas. 
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2.5 CONCLUSIONES 

1. Con la temperatura de hibridación de 45'C, se obtuvo amplificación con 5 de las 6 

combinaciones de iniciadores probados, a diferencia de la temperatura de hibridación de 

50'C en donde ninguno de los juegos de iniciadores mostro amplificación positiva: 

2. La concentración de 2 J..IM de iniciadores degenerados en la mezcla de reacción de 

PCR, se obtuvieron los mejores resultados en amplificación en comparación con la 

concentración de 1 J..IM . 

3. De las seis combinaciones de iniciadores seleccionados, tres (C 1, C2 y C6) mostraron 

los mejores resultados durante las pruebas de optimización , por lo tanto fueron 

seleccionados para el aislamiento de RGCs en cocotero. 

4. En total se obtuvieron 261 colonias positivas, obteniéndose el mayor número (149) 

con la combinación C6. 
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CAPÍTULO 111 

ANÁLISIS DE LA ESTRUCTURA Y FILOGENIA DE LAS SECUENCIAS 
CANDIDATAS A GENES DE RESISTENCIA DE LA CLASE NBS-LRR EN 
COCOTERO. 

3.1 INTRODUCCIÓN 

El cultivo de cocotero está ampliamente distribuido en el mundo y posee un alto valor 

económico. La producción mundial , se estima en 40 billones de nueces, principalmente 

para la producción de aceite (Harries, 1995). 

Entre los patógenos que principalmente afectan al cocotero , destaca el Amarillamiento 

Letal (AL), el cual en los últimos años ha destruido millones de palmas en Jamaica , 

Florida, Belice y Honduras (Harrison et al., 1999). Para el caso de México, el AL ha 

eliminado virtualmente al cocotero Alto del Atlántico en toda la costa de Quintana Roo, 

Yucatán y Campeche (Domínguez et al., 1999) y se estima que ha devastado 

aproximadamente unas 13 mil ha de la plantación (Doyle , 1998) quedando actualmente 

una superficie cultivada cercana a 100 mil ha (www.conacoco.com.mx, 2008). 

Estudiar los mecanismos de defensa en este cultivo, podría ser una herramienta 

importante para el desarrollo de nuevas tecnologías para hacer frente a los patógenos 

que lo afectan. La resistencia y susceptibilidad mostrada por ciertos ecotipos de cocotero 

ante la enfermedad del amarillamiento letal (Zizumbo et al., 20.08), podría ser expl icada 

por estos mecanismos, en donde el reconocimiento oportuno de un microorganismo 

invasor acoplado con la inducción rápida y eficaz de las respuestas de defensa parece 

ser una diferencia clave entre la resistencia y la susceptibilidad (Bari y Jones, 2009). 

En los mecanismos de defensa, las proteínas de resistencia codificadas por los genes 

de resistencia, juegan un papel fundamental a través del reconocimiento de patógenos y 

responden mediante la activación de las vías de transducción de señales que conducen 

a la resistencia a enfermedades (Belkhadir et al., 2004). La mayoría de estos genes, 
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cod ifican para proteínas con un dominio de unión a nucleótidos (NBS) más un dominio 

rico repetidos en leucina (LRR), los cuales confieren resistencia a una amplia variedad 

de patógenos y plagas, incluyendo virus, bacterias, hongos, nematodos e insectos 

(Dangl y Jones, 2001 ). 

La clase NBS-LRR de genes R es dividida en dos principales subclases en base a la 

presencia o ausencia de un dominio en la región N-terminal, el cual muestra similaridad 

al receptor Toll de Drosophila y el receptor de lnterleucin-1 en mamíferos (TIR) (Meyers 

et al. , 1999; Pan et al. , 2000). La subclase non-TIR comúnmente comprende en la región 

N-terminal una estructura coiled-coil, algunas veces en forma de sierre de Leucina 

(Meyers et al., 1999; Pan et al., 2000). En el caso de la subclase TIR, aparece 

restringida en especies de dicotiledóneas, mientras que las non-TIR, se encuentra tanto 

en monodicotiledóneas como dicotiledóneas. Dentro del dominio NBS, ocho motivos 

conservados han sido identificados, los cuales son específicos para cada subclase. 

En este capítulo, nuestro objetivo principal , fue la caracterización e identificación de las 

secuencias obtenidas por medio de diferentes programas bioinformáticos. Para lo cual, 

se evaluarán los porcentajes de identidad de las secuencias con genes de resistencia 

descritas en otras especies de plantas, se identificarán los motivos característicos de los 

genes de res istencia y se realizarán anál isis filogenéticos para sustentar las relaciones 

filogenéticas con genes R. 
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3.2 MATERIALES Y METODOS 

3.2.1 Porcentaje de identidad con las accesiones del Gen Bank 

Las secuencias obtenidas fueron analizadas por medio del programa BLASTX para 

determinar su porcentaje de identidad con genes de resistencia descritas en otras 

especies de plantas en base a las accesiones del Gen Bank (www.ncbi.nlm.nih.gov), así 

como también los valores de E (probabilidad de que el alineamiento BLAST no haya 

ocurrido al azar) . La homología de nuestras secuencias con los genes de resistencia, fue 

hecha a base de comprobar que existe un grado de similitud suficientemente alto entre 

las secuencias comparadas. 

3.2.2 Obtención de los marcos de lectura abierta e Identificación de los 
motivos característicos de las proteínas de resistencia 

Todas las secuencias que presentaron homología a genes de resistencia, fueron 

sometidas al programa Fr33 translator, con la finalidad de obtener la secuencia deducida 

de aminoácidos e identificar los posibles marcos de lectura abierta. Posteriormente las 

secuencias fueron alineadas por medio del software ClustaiX (Larkin et al., 2007) y el 

sombreado de los aminoácidos conservados se realizó utilizando el programa Boxshade 

v.3.21. De esta manera se pudo identificar la presencia de Jos motivos característicos de 

los genes R. 
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3.2.3 Clasificación de las secuencias en base a su porcentaje de identidad 

Una vez identificados los motivos característicos, se realizo una comparación entre las 

diferentes secuencias obtenidas por medio del programa BLASTP y las que ~resentaron 

mayor a un 90% de identidad fueron clasificadas dentro • de un mismo grupo. 

Posteriormente se realizo un alineamiento usando el software Mega versión 5.0 y un árbol 

filogenético fue obtenido de dicho alineamiento siguiendo el método de neighbor-joining 

(Saitou y Nei, 1987) y un análisis de bootstrap con 1000 replicas (Felsenstein, 1985). 

3.2.4 Análisis filogenético 

Para realizar le análisis filogenético se utilizaron 40 secuencias de proteínas de 

resistencia de la clase NBS-LRR, de las cuales 11 pertenecieron a la familia TIR-NBS­

LRR y 29 a la familia non-TIR-NBS-LRR. En el anál isis filogenético se agregó una 

secuencia representativa de cada uno de los grupos de RGCs identificados en cocotero. 

La historia evolutiva fue inferida usando el método de Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 

1987) y un análisis de bootstrap con 1000 replicas. Este análisis filogenético fue realizado 

utilizando el software MEGA v. 5.0. 
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3.3. RESULTADOS 

3.3.1 Porcentaje de secuencias con homología a genes de resistencia 

Un número representativo de colon ias obtenidas con cada combinación de iniciadores 

(C1, C2 y C6) fueron posteriormente secuenciados. En total se secuenciaron 132 

colonias, de las cuales, en base a los análisis bioinformáticos 80 (61%) presentaron 

homología a genes de resistencia descritos en otras especies de plantas (cuadro 3. 1 ). De 

las 52 (39%) restantes, una secuencia (1.9%) presento identidad a una proteína CIPK 

(proteína cinasa de interacción con calcineurin) las cuales se encuentran involucradas en 

las respuestas a condiciones abióticas principalmente frío, sequia y salinidad. Las otras 

51 , no presentaron identidad con alguna de las secuencias reportadas en el Genbank. 

Para la C1 , de las 70 colon ias obtenidas, todas fueron secuenciadas y en base a los 

análisis bioinformáticos 54 presentaron homología a genes de resistencia. La mayoría de 

las secuencias con homología a genes R, pertenecieron al ecotipo Alto del pacifico (36 

secuencias) y en menor número al ecotipo Enano Malayo Amarillo (18 secuencias). 

Por otro lado, con la C2, 42 colonias positivas fueron obten idas y 32 fueron secuenciadas. 

De estas 32 secuencias, solamente 12 presentaron homología a genes de resistencia. En 

este caso, el número de colonias obtenidas y secuenciadas fue mayor para el ecotipo 

Enano Malayo Amarillo, sin embargo, al final, el número de secuencias que presento 

homología a genes Rfue igual para ambos ecotipos (6 secuencias) . 

Por último, con la C6, de las 149 colonias positivas obtenidas, 30 fueron secuenciadas y 

14 presentaron homología a genes de resistencia, 6 fueron del Alto del Pacifico y 8 del 

Enano Malayo Amarillo. 

Los datos antes mencionados son presentados en el cuadro 3.1, en donde se puede 

observar el número de colonias obtenidas con cada combinación de iniciadores, el 

número de colonias secuenciadas y el número de secuencias que presento homología a 

genes de resistencia en cada ecotipo. 
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Cuadro 3.1. Número colonias obtenidas para cada combinación de iniciadores por ecotipo, 
número de colonias secuenciadas y número de secuencias que presentaron 
homología a genes R. 

Combinaciones 
Ecotipos 

Colonias Colonias Secuencias 
de iniciadores obtenidas secuenciadas con hC?mología 

a genes R 

AP 45 45 36 
C1 EMA 25 25 18 

Total 70 70 54 

AP 6 6 6 
C2 EMA 36 26 6 

Total 42 32 12 

AP 70 6 6 
C6 EMA 79 24 8 

Total 149 30 14 

TOTAL 261 132 80 

A grandes rasgos, con la combinación C1, se obtuvo un 41% de las secuencias que 

presentaron homología a genes de resistencia del lote total enviadas a secuenciar (132 

colonias), mientras que con la C2 se obtuvo un 9% y con la C6 un 11%. Representando 

de esta manera el 61% de las secuencias que presentaron homología a genes R. El otro 

39% fueron secuencias que no presentaron homología a genes R (figura 3.1 ). 
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Figura 3.1. Porcentajes de las secuencias que presentaron homología a genes de resistencia , 
obtenidas con cada combinación de iniciadores (C1-2-6). 

3.3.2 Porcentaje de identidad con las accesiones del Gen Ban k 

La homología de nuestras secuencias obtenidas con los genes de resistencia, fue hecha a 

base de comprobar que existe un grado de similitud suficientemente alto entre las 

secuencias comparadas, utilizando el programa BLASTX (Aitschul et al., 1990). 

Las 132 secuencias obtenidas, fueron sometidas una por una en dicho programa para ser 

comparadas con las accesiones del GenBank y de esta manera determinar su similaridad 

a genes de resistencia o RIGCs descritos en otras especies de plantas. 

En el cuadro 3.2, se indican los porcentajes de identidad de algunas secuencias 

representativas aisladas en cocotero , así como también, la secuencia con la que presento 

mayor similitud, el pareen taje de identidad y el valor de E (probabilidad de que el 

alineamiento BLAST no haya ocurrido al azar) , para cada una de ellas. Los porcentajes 

de identidad más bajos se obtuvieron con la proteína OsJ_02018 de Olfiza sativa (30%) y 

la proteína CC-NBS-LRR de Populus trichocarpata (39%), mientras que el porcentaje más 

alto se obtuvo con un RGC de Elais guineensis (85%). (Cuadro 3.2). 
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Cuadro 3.2. Resultados de la identidad encontrada entre las secuencias de cocotero 
Y.. las secuencias del Gen Bank usando el ~rogramas BlastX. 

% 
E' 

% 
E' Ecotipo Mayor similaridad identid Ecotipo Mayor similaridad identid 

ad ad 

EMA15 Proteína R 
52 8e-61 AP31 Proteína OsJ_02018 30 2e-08 

Hordeum vulgare Oryza sativa 

EMA33 Proteína NBS 53 5e-10 AP31 .5 Proteína VITISV _037152 
44 2e-39 

Musa grupo ABB 
Vitis vinífera 

EMA37 Proteína NBS-LRR 43 5e-46 AP28 Proteína LRR 51 3e-61 

Citrus trifo/iata 
Ricinus communis 

EMA32 Proteína cc-nbs-lrr 44 3e-50 AP4 RGC5 44 2e-51 
Populus trichocarpa Musa acuminata 

EMA13 Proteína R 41 5e-43 AP12 RGC 4e-80 

Brassica rapa 
Elaeis guineensis 

EMA17 Proteína R 54 Be-70 AP39 RGC5 51 1e-59 
Capsicum annuum 

Musa acuminata 

EMAS Proteína cc-nbs-lrr 39 2e-43 AP19 SORBIDRAFT _07g020500 
49 Be-60 

Populus trichocarpa 
Sorghum bicolor 

EMA29 Proteína LRR 53 3e-61 AP27 Proteína putativa R 2 
46 ?e-54 

Ricinus communis 
Oryza sativa 

EMA4 Proteina CC-NBS-LRR 57 4e-63 AP18 Proteína NBS-LRR 44 4e-53 
Musa balbisiana 

Hordeum vulgare 

EMA9 RGC 82 1e-74 AP22 Putativa NBS-LRR 55 6e-55 
Elaeis guineensis 

Sansevieria trifasciata 

EMA16 RCC8 50 6e-45 AP46 RGC 82 6e-76 
Manihot escu/enta 

Elaeis guineensis 

Protein LRR 60 2e-76 AP7 RGC 81 4e-74 AP23 Elaeis guineensis 
Ricinus communis 

AP24 Proteína R 58 4e-70 AP6 RGC 73 3e-63 
Capsicum annuum 

Elaeis guineensis 

AP42 Proteína LRR 59 1e-77 AP34 RGC 83 5e-79 

Ricinus communis 
Elaeis guineensis 

AP45 Proteína NB-ARC 51 1e-49 

o za sativa 
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3.3.3 Obtención de los marcos de lectura abierta 

Las secuencias que se obtuvieron y que presentaron homología a genes de resistencia 

fueron fragmentos de diferentes tamaños, debido a que se utilizaron tres combinaciones 

de iniciadores (C1=700 pb, C2=650 pb y C3=530 pb) que flanquearon diferentes sitios. 

Todas las secuencias fueron sometidas al programa Fr33 translator con la finalidad de 

obtener los posibles marcos de lectura abierta. De las 80 secuencias obtenidas, 76 (95%) 

presentaron marcos de lectura abierta y 4 (5%) presentaron codones de paro (figura 3.2). 

En el siguiente cuadro (Cuadro 3.3), se describe el tamaño del fragmento amplifi cado en 

pares de bases, en aminoácidos (aa) , si presento o no marco de lectura abierta y el 

ecotipo de donde fue aislada. 

Cuadro 3.3. Descripción de las secuencias obtenidas en cocotero, en cuanto a su tamaño en 
eares de bases, aminoácidos Y.. si eresento o no marco de lectura abierta. 

Ecotipo Pb #de aa Marco de Ecotipo Pb #de aa Marco de 
lectura lectura 

EMA1 702 233 • AP9 510 169 • 
EMA2 721 240 • AP10 499 165 • 
EMA3 693 240 • AP11 693 230 • 
EMA4 684 228 • AP12 703 234 • 
EMA5 707 235 • AP13 701 233 • 
EMA6 51 0 169 • AP14 692 230 • 
EMA? 51 0 169 • AP15 692 229 • 
EMA8 173 57 • AP16 695 231 • 
EMA9 699 232 • AP18 745 243 • 
EMA10 707 235 • AP19 706 232 • 
EMA11 722 240 • AP20 703 233 • 
EMA12 698 232 • AP21 721 239 • 
EMA13 706 234 • AP22 699 232 • 
EMA14 723 240 • AP23 702 234 • 
EMA15 723 240 • AP24 701 233 • 
EMA16 693 230 • AP25 732 243 • 
EMA17 690 229 • AP26 704 234 • 
EMA18 71 9 239 • AP27 731 243 • 
EMA19 723 240 • AP28 669 221 • 
EMA20 723 240 • AP29 669 222 • 
EMA21 705 234 • AP30 669 222 • 
EMA22 669 222 • AP31 884 294 • ++++++++++ 

EMA23 673 224 • ++++++++ AP31 .5 716 238 .+ 
EMA24 51 0 169 • AP32 669 222 • 
EMA25 51 0 169 • AP32.1 510 169 • 
EMA26 705 234 • AP33 693 230 • 
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EMA27 173 114 .... AP34 699 232 .... 
EMA28 675 224 .+ AP35 696 231 .... 
EMA29 510 16~ .... AP36 720 239 .... 
EMA30 510 16~ .... AP37 719 239 .... 
EMA31 708 235 .... AP38 690 229 .... 
EMA32 705 234 .... AP39 705 234 .... 
AP1 701 23:i .... AP40 719 239 .... 
AP2 691 23G .... AP41 729 242 .... 
AP3 705 234 .... AP42 699 232 .... 
AP4 701 233 .... AP43 700 233 .... 
AP5 699 232 .... AP44 700 232 .... 
AP6 499 165 .... AP45 696 231 .... 
AP7 511 16~ .... AP46 700 233 .... 
AP8 510 16~ .... AP47 700 233 .... 

¿ : Marco de lectura abierta +:Número de codones de paro 

•: Marco de lectura con codones de paro 

Figura 3.2. Porcentajes de secuencias que presento un marco de lectura abierto. 
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3.3.4 Árbol filogenético de las secuencias obtenidas 

Se realizo un alineamiento múltiple con la secuencia deducida de aminoácidos por medio 

del programa ClustaiX (Thompson et al., 1997). Un árbol filogenético fue obtenido por el 

método neighbor-joining (Saitou y Nei, 1987) y un análisis de bootstrap con 1000 replicas 

(Felsenstein , 1985). Todas las secuencias con >90% de identidad fueron clasificadas 

dentro de un mismo grupo, obteniendo 29 grupos diferentes (figura 3.3) . 

Figura 3.3. Clasificación de los secuencias de RGCs aislados en cocotero. Círculos verdes; Alto 
del Pacifico, Círculos rojos; Enano Malayo Amarillo. 
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El árbol filogenético obtenido, nos muestra claramente secuencias de RGCs que 

comparten tanto el Alto el del Pacifico como el Enano Malayo Amarillo (8 grupos 

diferentes), así como también secuencias que solamente fueron identificadas en Enano 

Malayo Amarillo (7 grupos diferentes) o en Alto del Pacifico (14 grupos diferentes). Las 

secuencias que presentan ambos ecotipos, podrían estar involucradas en conferir 

resistencia ante un mismo patógeno que afecte este cultivo, sin embargo, de las 

secuencias que se encontraron solamente en un ecotipo, podría explicar algunas de las 

diferencias en cuanto a los niveles de resistencia o susceptibilidad ante los patógenos 

(cuadro 3.4). 

Cuadro 3.4. Grupos de RGCs en los diferentes ecotipos de cocotero. 
Ecotipo Número de grupos Grupos (CN) 

eAP 14 3, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 13+, 14+, 
15, 16, 18, 19, 25. 

• EMA 7 4, 5+,22, 24,26,27, 28. 

eAP + • EMA 8 1, 2, 12, 17, 20, 21,23 y 29. 
+ Grupo que presento codones de paro 

Los porcentajes de identidad entre los 29 grupos de RGCs aislados en cocotero se 

describen en el siguiente cuadro (cuadro 3.5). Como se puede observar los porcentajes 

de identidad entre los 29 grupos son menores al 90%. El menor porcentaje de identidad 

se obtuvo al comparar el grupo CN8 con el CN14 y el valor más alto al comparar el grupo 

CN28 con el CN29. 
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3.3.5 Identificación de los motivos característicos 

Una vez obtenida la secuencia deducida de aminoácidos, se prosiguió a la identificación 

de los motivos característicos de los genes de resistencia del tipo NBS-LRR. Esto se 

realizó por medio del alineamiento de una secuencia representativa de cada grupo de 

RGCs, utilizando el programa ClustaiX (Thompson et al. , 1997) y el programa Boxshade 

v.3.21 para sombrear las regiones conservadas. Las secuencias obtenidas con cada 

combinación de iniciadores fueron alineados de manera independiente. 

La C1 , flanq uea los motivos P-loop y RNBS-0, obteniendo de esta manera un producto de 

700 pb. La secuencia deducida de aminoácidos reveló la presencia de los motivos 

característicos de las proteínas de resistencia del tipo NBS-LRR, los cuales son P­

loop/kinasa-1 (GVGKTT), Kinasa-2 (LLVLDDVW), RNBS-B (GSRIIITTRD), GLPLA y 

RNBS-D (CFLYCALFPED) (Meyers et al., 1999) (figura 3.4). El motivo non-TIR 

(WVxxiRELAYDIEDIVDxY) (Bai et al., 2002) se encuentra asociado con la subfamilia de 

secuencias non-TIR-NBS-LRR, el cual fue identificado en todos los grupos de RGCs para 

la combinación 1. Por otra parte también, se identifico en 16 de los 19 grupos de RGCs la 

presencia del residuo de triptófano (W) localizado al final de kinasa-2, el cual también es 

característico de la familia non-TIR-NBS-LRR (Meyers et al., 1999) (figura 3.3). 
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TIR 1 non-TIR 

CN29 1 
CN24 1 
CN23 1 
CN22 1 
CN21 1 
CN20 1 
CN19 1 
CN18 1 
CN14 1 
CN13 1 
CN12 1 
CN11 1 
CN10 1 
CN9 1 
CN8 1 
CN7 1 
CN4 1 
CN3 1 
CN2 1 

CN29 56 
CN24 52 
CN23 51 
CN22 53 
CN21 53 
CN20 52 
CN19 52 
CN18 52 
CN14 56 
CN13 54 
CN12 53 
CNll 53 
CN10 51 
CN9 60 
CN8 60 
CN7 52 
CN4 49 
CN3 52 
CN2 52 
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RNBS-A 

ILP 

Kinasa-2 
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CN29 107 
CN24 103 
CN23 102 
CN22 106 
CN21 106 
CN20 105 
CN19 105 
CN18 104 
CN14 106 
CN13 107 
CN12 106 
CN11 113 
CN10 111 
CN9 112 
CN8 112 
CN7 103 
CN4 100 
CN3 104 
CN2 104 

CN24 156 ~ •F 
CN29 >67 :11 
CN23 155 IJ eF 
CN22 163 
CN21 163 
CN20 161 
CN19 162 
CN18 161 
CN14 163 
CN13 164 
CN12 163 
CN11 170 
CN10 168 
CN9 170 
CN8 170 
CN7 161 
CN4 157 
CN3 161 
CN2 161 

CN29 224 
CN24 214 
CN23 213 
CN22 218 
CN21 218 
CN20 214 
CN19 217 
CN18 216 

GLPLA 

Capítulo 111 

RNBS-0 
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CN14 218 
CN13 219 
CN12 221 
CNll 219 
CN10 217 
CN9 228 
CN8 228 
CN7 217 
CN4 213 
CN3 217 
CN2 217 

Figura 3.4. Identificación de los motivos característicos de las proteínas de resistencia del tipo 
NBS-LRR en la secuencia deducida de aminoácidos de los RGCs aislados en cocotero, utilizando 
la C1. Las líneas en rojo indican las secuencias consenso para cada motivo y el cuadro amarillo al 
final del motivo de kinasa-2, indica el residuo de triptófano (W) característico de las proteínas de 
resistencia del tipo non-TIR NBS-LRR. Las flechas indican el sitio de unión de los iniciadores. 

La C2 flanquea el motivo cinasa 2 del domino NBS y parte del dominio LRR. Con esta 

combinación se amplificó un producto de 650 pb. La secuencia deducida de aminoácidos 

reveló la presencia de los motivos característicos de las proteínas tipo NBS-LRR. El 

residuo de triptófano (W) localizado al final del motivo de kinasa-2, característico de la 

familia non-TIR-NBS-LRR fue identifica en 5 de los 6 grupos de RGCs (figura 3.5). 

NBS 

! 
CNS 1 
CN15 1 
CN16 1 
CN17 1 
CN26 1 
CN27 1 
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CN5 58 
CN15 57 
CN1 6 57 
CN17 57 
CN26 61 
CN27 60 

CN5 118 WGSKHRMVHIWASGG----- - ------­
CN15 117 
CN16 117 
CN17 116 
CN26 120 
CN27 119 

CN5 165 
CN15 163 
CN16 163 
CN17 161 
CN26 172 
CN27 179 

CN5 
CN15 219 
CN16 218 
CN17 216 
CN26 232 
CN27 233 

D 
TCP 
G--

1 . 
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RNBS-D 

Figura 3.5. Secuencias deducidas de aminoácidos de los RG.Cs aislados con la combinación C2. 
Las líneas rojas, indican los motivos conservados y el cuadro en amarillo al final del motivo de 
kinasa-2 resalta el residuo de triptófano (W), característico de la familia non-TIR-NBS-LRR. 
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La C6, flanquea los motivos P-loop y GLPLA ubicados en el dominio NBS, amplificando 

un producto de 530 pb. La secuencia deducida de aminoácidos reveló la presencia de los 

motivos característicos de las proteínas tipo NBS-LRR. Para estos cuatro grupos en todos 

se identifico el residuo de triptófano (W) ubicado al final de kinasa-2 (figura 3.6). 

TIR 1 non-TIR 

CN28 1 
CN25 1 
CN6 1 
CN1 1 

CN28 40 
CN25 60 
CN6 61 
CN1 61 

C28 85 
C25 120 
C6 121 
C1 121 

LRR 

NBS 

Figura 3.6. Secuencias deducidas de aminoácidos de los RGCs aislados con la combinación 6 de 
iniciadores. Las líneas rojas, indican los motivos conservados y el cuadro en amarillo al final del 
motivo de kinasa-2 resalta el residuo de triptófano (W), característico de la familia non-TIR-NBS­
LRR. 
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3.3.6 Análisis filogenético 

Se construyó un árbol filogenético de los grupos de RGCs aisladas en este estudio en 

conjunto con otras secuencias de genes R y RGCs tanto de la familia no-TIR-NBS-LRR 

como TIR-NBS-LRR, siguiendo el método de neighbor-joining (Saitou y Nei, 1987) y un 

análisis de bootstrap con 1000 replicas (Felsensrein, 1985), utilizando el software MEGA 

v. 5.0. El análisis filogenético se realizó a través de la región que comprende sólo el 

dominio NBS (P-Ioop a GLPLA) ya que se encuentra presente tanto en las proteínas TIR y 

no-TIR-NBS-LRR y que contiene numerosos motivos conservados que ayudan a la 

alineación correcta. Por otra parte también, las secuencias que presentaron codones de 

paro (CN5, CN13 y CN14) no fueron incluidas en el alineamiento para realizar este árbol 

fi logenético. 

Como se puede observar en la figura 3.7, dos grandes ciados fueron formados. En uno se 

encuentran agrupadas todas las secuencias que pertenecen a la familia TIR-NBS-LRR y 

en el otro , los pertenecientes a la familia non-TIR-NBS-LRR. Sin embargo, los RGCs de 

cocotero están agrupados con la familia non-TIR, el cual apoya que los RGCs de cocotero 

han perdido el dominio TIR en la región N-terminal. La distribución de los RGCs de 

cocotero en diferentes ramas del grupo non-TIR-NBS-LRR indica mayores niveles de 

divergencia para estas secuencias. Por otra parte, las asociaciones con proteínas de 

res istencia non-TIR-NBS-LRR de funciones conocidas sugieren que los RGCs de 

cocotero pueden codificar proteínas de resistencia de especificidad desconocida. En base 

a los análisis bioinformáticos, las secuencias de RGCs que se lograron aislar en cocotero 

pertenecen a la familia non-TIR-NBS-LRR y el análisis filogenético sustenta esta 

afirmación. Nuestros resultados coinciden con Jo reportado en la bibliografía, en donde los 

genes TIR-NBS-LRR solamente han sido reportados en dicotiledóneas, mientras que los 

non-TIR-NBS-LRR han sido reportados tanto en monocotiledoneas como en 

dicotiledóneas (El len y Helen, 2009). 

Los grupos CN8 y CN9 (grupos formados por secuencias de alto del pacifico) formaron un 

ciado monofilético y en conjunto con CN7, CN1, CN6, CN2, CN4 y CN3 formaron un 

grupo con genes de resistencia de función conocida como Solanum Sw-5 (proteína de 
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resistencia a tospovirus), So/anum hero (confiere resistencia al nematodo G/obodera 

rostochiensis), So/anum AAC67238 (confiere resistencia a Bemicia tabaci y al nematodo 

agallador), Capsicum BS2 (confiere resistencia a Xanthomonas campestris), So/anum Rx 

(Confiere resistencia contra el virus de la papa PVX) y el gen Pi-ta de Oriza sativa 

(confiere resistencia a la enfermedad del tizón del arroz). Dentro de este ciad? se pudo 

observar RGCs de cocotero aislados tanto en Enano Malayo Amarillo (CN4), Alto del 

Pacifico (CN8, CN9, CN7, CN 6 y CN3), así como también en ambos ecotipos (CN1 y 

CN2). 

Por otro lado, los otros grupos de RGCs de cocotero (CN20, CN17, CN18, CN19, CN12, 

CN16, CN21, CN15, CN22, CN11, CN10), fueron agrupados con otros genes de 

resistencia conocidos, tal como es el caso del gen So/anum 12 (confiere resistencia a 

Fusarium oxysporum), Saccharum N11 (confiere resistencia al virus del mosaico de la 

caña de azúcar) y Oriza BPH14 (confiere resistencia a un insecto). Dentro de este grupo 

se puede observar más divergencia en Jos RGCs que fueron obtenidos en cocotero. Se 

puede observar también que CN26, CN27, CN25, CN23 y CN24, se encuentran formando 

un grupo con la proteína RPSS de Arabidopsis thaliana el cual confiere resistencia a 

Pseudomonas syringae y un RGC de Oriza saliva (3.6). 
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Figura 3.7. Árbol filogenético de los grupos de RGCs aislados en cocotero con proteínas de 
resistencia y RGCs descritos en otras especies de plantas. • Grupos formados por RGCs aisladas 
solo en Enano malayo amarillo. rupos formados por RGCs aisladas solo en Alto del pacifico. 

Grupos formados por RGCs aislados de ambos ecotipos. 
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3.4 DISCUSIÓN 

Los RGCs proveen valiosos recursos de secuencias para clonar genes R (Pflieger et al. , 

2001 ). Algunas evidencias sustentan que estas secuencias están relacionadas en conferir 

resistencia ante ciertos patógenos que afectan a los cultivos, como es el caso de Leister 

et al. , (1996) quienes obtuvieron productos de PCR en papa que fueron homólogos a 

genes de resistencia conocidos, y que se encontraban ligados al locus de resistencia a 

nematodos (Gro1) y al locus de resistencia al tizón tardío (R?). Similarmente Kanazin et 

al., (1996) mapearon varios loci de RGCs que fueron cercanos a genes de resistencia 

conocidos en soya. Por otro lado también , Yu et al. (1996) lograron mapear RGCs para 

resistencia contra ciertos patógenos como el potyvirus (Rsv1 y Rpv), contra Phytoptora 

causante de la pudrición de la raíz (Rps1 , Rps2 y Rps3) y para Peronospora parasítica en 

este mismo cultivar. En cocotero, la gran importancia en entender los mecanismo de 

defensa que son activados en respuesta patógenos y con la fina lidad de desarrollar 

nuevas estrategias para su control nos hemos enfocado en la búsqueda de secuencias 

candidatas a genes de resistencia (RGCs) que pudieran estar jugando un papel 

fundamental en el reconocimiento de ciertos patógenos y la activación de las respuestas 

de defensa. Más de 250 colonias fueron obtenidas con tres combinaciones de iniciadores 

seleccionados en base a los mejores resultados observados en las pruebas de 

optimización, de las cuales 130 fueron secuenciadas. Los anál isis bioinformáticos , 

revelaron que 80 de las 130 secuencias presentaron homología a genes de resistencia 

descritos en otras especies de plantas, es decir el 61%. De estas 80 secuencias, 48 

fueron aisladas del ecotipo Alto del Pacifico y 32 del Enano Malayo Amarillo. 

Posteriormente se prosiguió a la identificación de los marcos de lectura abierta , en donde 

76 secuencias si lo presentaron, mientras que 4 presentaron codones de paro. Los RGCs 

con un marco de lectura abierta en cocotero, es posible que puedan ser funcionales 

contra diversos patógenos y por lo tanto ser candidatos a genes de resistencia, mientras 

que los que presentaron codones de paro probablemente sean pseudogenes que fueron 

ca-ampl ificados o probablemente errores introducidos por la enzima Taq polimeraza. 

Estos probablemente surgieron por mutaciones puntuales, inserciones o deleciones de 

nucleótidos y que actúan como reservorios para la variación y ofrecen el potencial de 
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recombinación o conversión de genes entre alelas de genes Ro paralogos (Michelmore y 

Meyers, 1998). 

En nuestro caso , las secuencias que presentaron mayor a 90% de identidad fueron 

clasificadas dentro de un mismo grupo, obteniendo de esta manera 29 grupos diferentes, 

14 de los cuales fueron constituidos por RGCs aislados del ecotipo Alto del pacifico, 7 del 

Enano Malayo Amarillo y 8 de ambos ecotipos, cada grupo estaría representando 

secuencias diferentes y los miembros que los conforman podrían ser secuencias 

redundantes. 

En cocotero, a pesar de la gran diversidad de RGCs que fueron aislados en este estudio 

(figura 3.3), esta diversidad solamente refleja una pequeña porción de las 

aproximadamente 600 secuencias NBS-LRR reportadas en arroz (Goff et al., 2002). 

Los 29 grupos de RGCs aisladas con las tres combinaciones de iniciadores pertenecieron 

a la familia non-TIR-NBS-LRR, tal como se esperaba, debido a que la fam il ia TIR no ha 

sido reportada en monocotiledoneas. Cabe recalcar que para el caso de las 

dicotiledóneas ambas familias (TIR y non-TIR) han sido reportadas (Meyers et al., 1999; 

Bai et al., 2002; Pan et al., 2000). Los ausencia de genes TIR-NBS-LRR en 

monocoti ledoneas puede deberse a que nunca las desarrollaron o las pudieron haber 

perdido durante la divergencia entre monocotiledoneas y dicotiledóneas (Pan et al., 2000). 

Por otra parte, las secuencias TIR-NBS-LRR son relativamente homogéneos y forman un 

solo ciado, mientras que las secuencias non-TIR forman múltiples ciados que 

probablemente se originaron antes de dividirse entre angiospermas y gimnospermas 

(Cannon et al., 2002; Bai et al. , 2002). Este patrón fue observado con las secuencias de 

RGCs obtenidas en cocotero, la distribución en diferentes ramas dentro del grupo non­

TIR-N BS-LRR indica mayores niveles de divergencia para estas secuencias, de la misma 

manera la diversidad sugiere así mismo, una contribución hacia su propiedad evolutiva en 

la planta, debido a que los genes R y los genes Avr se encuentran bajo constante presión 

evolutiva. El entendimiento de los mecanismos evolutivos de los genes Res esencial para 

determinar cómo las plantas mantienen su resistencia a patógenos (Hammond y Jones, 

1997; Pan et al., 2000). 
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Los análisis filogenéticos realizados en conjunto con secuencias de genes de resistencia 

tanto de la subclase TIR como no-TIR-NBS-LRR apoyaron la clasificación de los RGCs de 

cocotero dentro de la subclase non-TIR. Por otra parte también, la presencia del motivo 

RNBS-A-non TIR y el residuo de triptófano al final de kinasa-2 sugieren que las 

secuencias de cocotero representan genes de resistencia del tipo non-TIR-NBS-LRR. Por 

otro lado, también se pudo determinar que los RGCs de cocotero se encuentran 

filogenéticamente relacionados a genes de resistencia de función "conocida, esto provee 

evidencia de que ciertas regiones genómicas probablemente codifican para resistencia 

ante patógenos, a pesar de que solamente se cuente con fragmentos del domino NBS y 

LRR. 

En cocotero este es el primer estudio que reporta el aislamiento de secuencias candidatas 

a genes de resistencia en ecotipos resistentes a la enfermedad del amarillamiento letal y 

que las asociaciones observadas en los análisis filogenéticos con otras proteínas de 

resistencia non-TIR-NBS-LRR de funciones conocidas, sugieren que los RGCs de 

cocotero pueden estar involucrados en conferir resistencia ante los patógenos que lo 

afectan . 
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3.5 CONCLUSIONES 

1. De las 132 secuencias obtenidas, 80 presentaron homología a genes de resistencia 

descritas en otras especies de plantas. 

2. 29 grupos diferentes de RGCs fueron obtenidos en base a un >90% de identidad. 

3. Los 29 grupos de RGCs presentaron los motivos característicos de las proteínas de 

resistencia del tipo NBS-LRR conocidas en otras especies de plantas. 

4. Los 29 grupos de RGCs presentaron las características de la familia non-TIR-NBS-LRR 

y los análisis filogenéticos los agruparon dentro de esta misma familia. 
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CAPÍTULO IV 

4.1 DISCUSIÓN GENERAL 

Los genes de resistencia codifican para proteínas que proveen efectiva inmunidad en la 

planta hospedera a través del reconocimiento de moléculas efectoras individuales 

(Chisholm et al. , 2006). La introgresión de genes R dentro de cultivares susceptibles de 

plantas hospederas confieren eficiente inmunidad a infección con patógenos que 

expresan el mismo efector (Dennis et al. , 2008). Sin embargo, algunos genes R parecen 

reconocer efectores con amplia distribución entre microbios, por lo tanto proveen tasas 

durables de resistencia y son los de principal interés para el mejoramiento de la 

inmunidad de las plantas, tal es el caso de el gene Rpi-blb1 de Solanum bulbocastanum 

dentro del cultivo de papa el cual ha proveído resistencia durable ante el hongo 

Phytophthora infestans (Song et al., 2003; Vleeshouwers et al. , 2009). Así como también 

al gen Rpg1 el cual ha conferido resistencia perdurable a las infecciones de la rolla del 

tallo (Brueggeman et al., 2002; Horvath et al., 2003). 

La eficiencia de las proteínas R en conferir inmunidad a través de las fronteras del género 

de plantas ha llevado a los investigadores a buscar nuevas variedades de genes R en los 

cultivos o sus parientes silvestres e introducirlos en los cultivos de interés (Dennis et al., 

2008). 

La PCR utilizando iniciadores degenerados ha sido una de las principales estrategias 

actualmente uti lizadas para el aislamiento de RGCs en diferentes cultivos. Varios RGCs 

han facilitado la clonación de la longitud total de genes R funqionales, incluyendo el gene 

Dm3 de lechuga que confiere resistencia a 'mildiú velloso' (Bremia lactucae; Meyers et 

al. , 1998) y el gen RppB de Arabidopsis, que es responsable de la resistencia a 

Peronospora parasítica (Aarts et al., 1998). En cocotero esta estrategia fue utilizada para 

el aislamiento de RGCs lográndose identificar 80 secuencias que mostraron homología a 

genes de resistencia y otros RGCs descritos en otras especies de plantas. Dichas 

secuencias fueron clasificadas en 29 grupos diferentes y la secuencia deducida de 

aminoácidos reveló la presencia de los motivos característicos de los genes de 

resistencia , así como también el motivo RNBS-A non TIR y el residuo de triptófano al final 
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de kinasa-2 característico de la subfamilia no-TIR-NBS-LRR. Los análisis filogenéticos 

sustentaron esta misma clasificación al agrupar a los RGCs de cocotero dentro de los 

genes de la subfamilia no-TIR-NBS-LRR. Los alineamientos de las secuencias de 

proteínas de los RGCs y secuencias de genes de resistencia previamente caracterizadas, 

permitió observar que las secuencias aisladas en cocotero se encuentran 

filogenéticamente relacionadas con genes de resistencia involucrados en el 

reconocimiento de proteínas de avirulencia de patógenos, por lo tanto, es muy probable 

que las secuencias estudiadas sean genes de resistencia que reconozcan a los 

patógenos de este cultivo y que activen los mecanismos de defensa en la palma. 

En cocotero este es el primer estudio que reporta el aislamiento masivo de RGCs y que 

abre una puerta para el estudio de la interacción planta-patógeno. Las secuencias de 

RGCs con las que actualmente contamos, proveen una fuente muy importante para la 

clonación de genes de resistencia y la valoración de su funcionalidad, así como también 

para el desarrollo de marcadores moleculares relacionados a resistencia ante patógenos 

o plagas. Los progresos en este campo contribuyen al entendimiento de los mecanismos 

de resistencia a enfermedades, poco conocidos en este cultivo y al desarrollo de nuevas 

estrategias para el control de las enfermedades que afectan su productividad. El encontrar 

genes de gran utilidad para el desarrollo biotecnológico de nuevas variedades de plantas 

cada vez se hace más importante en un mundo en constante crecimiento poblacional que 

contrasta con una menor producción de alimentos. 

Esperamos que los resultados obtenidos en este estudio puedan de alguna manera 

contribuir al desarrollo biotecnológico de variedades de cocotero con nuevas 

características de resistencia ante las diversas enfermedades que afecten este cultivo, 

incluyendo a la enfermedad del Amarillamiento Letal, una de las principales enfermedades 

que actualmente se encuentra presente en el país. 
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4.2 CONCLUSIONES GENERALES 

1. Util izando diferentes juegos de iniciadores degenerados, logramos aislar y caracterizar 

80 secuencias candidatas a genes de resistencia en cocotero. 

2. Este es el primer estudio que reporta el aislamiento de secuencias candidatas a genes 

de resistencia en cocotero. 
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4.3 PERSPECTIVAS 

Hasta ahora se han logrado aislar e identificar secuencias candidatas a genes de 

resistencia en los ecotipos resistentes a la enfermedad del amarillamiento letal, sin 

embargo, el aislamiento de estas secuencias en el ecotipo altamente susceptible al AL y 

la comparación con las obtenidas con los ecotipos resistentes podría darnos una 

perspectiva sobre la posible resistencia y susceptibilidad ante dicha enfermedad. 

Los RGCs con los que contamos actualmente reúnen las características estructurales 

para actuar como proteínas de resistencia activadoras de las rutas de acido salicílico o de 

jasmonico y etileno que a su vez dirige hacia la activación de genes PR. SiQ embargo, es 

de suma importancia realizar análisis funcionales que comprueben esta hipótesis. 

Esperamos que al someter plántulas de cocotero ante algún tipo de patógeno o a acido 

salicílico se aumente la expresión de las secuencias obtenidas. 

Las secuencias que presenten los mejores resultados en cuanto a los análisis funcionales 

serian excelentes candidatos para el aislamiento del gen completo por medio de la técnica 

de RACE (Rápida amplificación de los extremos terminales del cONA) y realizar ensayos 

de interacción proteína-proteína del tipo de dos híbridos, que demuestren que las 

proteínas no-TIR-NBS-LRR interactúan con proteínas de avirulencia· y de esta manera 

tener más evidencia acerca de su función. 

En Arabidopsis, el mapeo genético ha proporciona evidencia de que las posiciones de los 

RGCs identificados, corresponden a 21 loci de genes de resistencia conocidos (Speulman 

et al., 1998) y ellos ce-segregan con los marcadores relacionados a enfermedades de 

hongos (Aarts et al. , 1998). Puesto que las secuencias NBS-LRR están vinculadas a, o 

posiblemente, parte de los genes de resistencia están bien conservados en el reino 

vegetal , ellos proveen una herramienta molecular para el mapeo genético y la clonación 

posicional de genes de resistencia en cocotero. Por lo tanto, el desarrollo de un juego de 

marcadores moleculares basados en secuencias NBS es de gran importancia para la 

identificación de genotipos resistentes y susceptibles a ciertas enfermedades que lo 

afectan. 
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