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Resumen

En Ecuador, las plantaciones de cacao presentan bajos promedios de produccion
debido a la diversidad de patogenos, especialmente a la infeccion por Moniliophthora
roreri (monilia). Se cree que existe una relacion entre el ataque del hongo y el aumento
de los niveles de expresion de genes codificantes de polifenol oxidasas (PPOs) como
mecanismo de defensa ante patogenos y herbivoros en diferentes plantas. Para la
identificacion de genes que codifican para PPOs, se seleccionaron hojas de cacao
Nacional, provenientes de plantas resistentes y susceptibles a monilia, ubicadas en la
Finca Experimental La Represa, propiedad de la Universidad Técnica Estatal de
Quevedo. Se afind un protocolo de extraccion de ARN total de alta calidad para hojas
de cacao recalcitrantes. Después de su retrotranscripcion a ADNCc, se realizaron
ensayos de amplificacion por PCR con diferentes primers, disefiados a partir de
secuencias conservadas de PPOs. Los productos de amplificacion permitieron la
identificacion de un gen de 961 pb, similar a un gen que codifica para la PPO predictiva
de PPO de Theobroma cacao depositada en NCBI (XP_017978715.1). La
identificacion de este gen, es fundamental para evaluar a futuro los niveles de
expresion y cuantificacion en diferentes estados de desarrollo del fruto. Dicha
cuantificacion permitira proponer herramientas de control para monilia y construir las

bases para el mejoramiento genético del cacao Nacional.

Palabras clave: polifenol oxidasas, cacao, identificacion, expresion génica


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1063510261?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YCGTWSUS015

Abstract

In Ecuador, cocoa plantations often present low yields due to a great diversity of
pathogens, especially Moniliophthora roreri (monilia), which cause a substantial
infection. It is thought that the fungi attack and an uprising of expression levels of
encoding polyphenol oxidases (PPOs) genes are related as a defense mechanism in the
presence of pathogens and herbivores in different plants. In order to identify the
encoding genes of PPOs, leaves of National cocoa, coming from resistant and
susceptible plants were collected, located in “La Represa”, property of Universidad
Técnica Estatal de Quevedo. An extraction protocol for total RNA for recalcitrant
cocoa leaves was optimized. After its reverse-transcription to cONA, amplifying PCR
assays were performed with different primers, designed from conserved PPOs
sequences. Amplifying products allowed to identify a gen of 961 bp, similar to a gene
that encodes a predicted PPO from Theobroma cacao stored in NCBI
(XP_017978715.1). In addition to identify the gen, it is fundamental to evaluate in the
future expression levels and quantify them in different development fruit stages. This
quantification will be important not only to propose tools for monilia control but also

to enhance genetic improvement of National cocoa.

Key words: polyphenol oxidases, cocoa, identification, gene expression
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Introduccion

La calidad de los frutos ha sido analizada por el consumidor desde tiempos
inmemorables, por lo que, el agricultor es presionado por los clientes para liberar al
mercado productos que satisfagan sus necesidades. La calidad se valora mediante la
medicion de las caracteristicas organolépticas, caracteristicas intrinsecas, asi como la
apariencia del producto (Morante et al., 2014). Las PPOs (polifenol oxidasas) son
importantes en la industria agro-alimentaria e influyen en la calidad de un producto, la
cual disminuye considerablemente cuando ésta presenta pardeamiento enzimatico en
su estructura; la destruccion de los compartimentos cloroplasticos y las vacuolas
provocan la liberacién de sus contenidos lo que hace posible la reaccion enzimatica

(Morante et al., 2014).

Las polifenol oxidasas son enzimas que usan el oxigeno molecular para convertir los
fenoles en quinonas (Tran et al., 2012). La oxidacion de los sustratos fendlicos es
catalizada por las enzimas PPOs que da como resultado la formacion de un complejo
proteico y la aparicién de manchas cafés compuestas por melanina en la estructura de
los frutos. Aunque las funciones especificas de las PPOs en los frutos intactos no estan
esclarecidas; se sugiere que su principal accion en los frutos con cierto tipo de dafio es
la defensa contra herbivoros y patdgenos, incluso con una disminucién de su contenido
nutricional. Adicionalmente, se ha evidenciado que las PPOs responden a estimulos

como el estrés abiotico (Boeckx et al., 2015).

No obstante, la distribucion de las PPOs es amplia, existen plantas de varias familias
de interés econdmico que contienen una gran cantidad de PPOs en su constitucion y
que se presentan a manera de isoenzimas, cuya funcion se desconoce; entre las cuales

se menciona Solanum tuberosum (papa), Glycine max (soya), Solanum melongena



(berenjena), Theobroma cacao (cacao). En algunas plantas se ha observado que los
niveles de fenoles presentes en su estructura aumentan en el momento de la
recoleccion. Sin embargo, en el momento de la maduracion los niveles de PPOs se

mantienen casi constantes (Morante et al., 2014).

Theobroma cacao es una planta de interés nacional, puesto que implica una decena
de actores en los procesos iniciales como siembra y mantenimiento de la planta hasta
la cosecha y elaboracion de productos procesados. Las zonas de produccion del cacao
son las regiones de la Costa y Amazonia en Ecuador, siendo de mayor enfoque la
provincia de Los Rios cuya fuente principal de ingresos proviene del agro (Guerrero,
2014). De acuerdo al Boletin emitido por el Ministerio de Comercio Exterior, se ubica
con el 6.69% el grupo de productos denominado Cacao y elaborados durante el periodo
Enero-Abril del 2015 en el apartado de exportaciones no petroleras a los principales
mercados de Norteamérica, Europa y Asia; con lo que se deduce su importancia para

la economia del pais (Ministerio de Comercio Exterior, 2015).

Mediante el uso de aplicaciones biotecnoldgicas y moleculares se pretende identificar,
secuenciar y caracterizar al menos un gen responsable de la sintesis de PPOs en cacao
como parte de un estudio pionero en el pais que pretende buscar mecanismos

bioldgicos de defensa de las plantas de cacao frente a patdgenos.

La identificacion de los genes que se encargan de la sintesis de PPOs en cacao supone
un aporte significativo para la ciencia y por ende a la economia de Ecuador a través de
la resistencia del cacao a las principales enfermedades como monilia, escoba de bruja,
entre otras; mejorando de esta manera la cadena productiva, los réditos percibidos y la

valoracion a nivel mundial de este producto.



Para la realizacion de la investigacion se presenta como objetivo general clonar,
secuenciar y caracterizar molecularmente al menos un gen codificante de polifenol
oxidasa (PPO) en Theobroma cacao L. (cacao) en el canton Quevedo-Provincia de Los
Rios, debido a la importancia del cultivo en la provincia y el pais. Como objetivos
especificos se detalla extraer ARN total puesto que se quiere evidenciar la actividad
del gen(es) en la planta. Consecutivamente, sintetizar ADNc a partir de ARN total para
luego clonar los segmentos de interés en un vector de clonacion. Como paso siguiente,
secuenciar ADNc mediante la técnica Sanger y finalmente caracterizar a través de

herramientas bioinformaticas.

Se establece como hipotesis nula que las hojas provenientes de plantas resistentes y
susceptibles a monilia no poseen genes codificantes de PPOs y como hipdtesis
alternativa la presencia de al menos un gen codificante de PPOs en plantas resistentes

y susceptibles a monilia.



Marco tedrico

Mapa politico de Quevedo
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Flgura 1 Se muestra la finca La Represa en el canton Quevedo Iugar de recoleccmn
de tejido foliar.

2.1 Descripcién del cantén Quevedo
Quevedo es uno de los trece cantones pertenecientes a la provincia de Los Rios, situado
en el centro de la Costa ecuatoriana, constituye un puerto fluvial importante de

Ecuador y zona de intenso tréfico terrestre (figura 1).

El canton consta de nueve parroquias urbanas: San Camilo, San José, Guayacan,
Nicolas Infante Diaz, San Cristobal, 24 de Mayo, 7 de Octubre, Venus del Rio
Quevedo y Viva Alfaro; y dos parroquias rurales: San Carlos y La Esperanza. Limita

al norte con los cantones Buena Fe y Valencia, al sur con el cantén Mocache, al este



con Ventanas y Quinsaloma y al oeste con el cantén El Empalme. Su poblacién es de

150 mil habitantes aproximadamente (GAD San Carlos, 2016).

La principal actividad econdmica es la agropecuaria y se encuentra a 250 km de Quito
y a 170 km de Guayaquil. Su clima se estima entre 23°C a 32°C, a 74 msnm, extension
de 190 km?, precipitacion anual estimada en 2224 mm y corresponde al area
agroecoldgica de bosque semi-himedo tropical (Instituto Nacional Auténomo de

Investigaciones Agropecuarias, 2016).

En este ambiente, el cacao representa una parte importante para la economia de
Quevedo Yy del pais, con un volumen de exportacion de cacao en grano de 260 mil
toneladas métricas en 2015 y productos derivados de cacao (Moncayo, 2016), lo cual
constituye la principal fuente de ingresos econémicos para las familias que dependen

directamente del cultivo de cacao.

2.2 Cacao

En la actualidad, uno de problemas a los que se enfrentan los productores de cacao, es
a la incidencia de enfermedades, las cuales producen efectos diversos en las plantas,
reduciendo de manera significativa su produccién. En este sentido, el empleo de
herramientas moleculares es una alternativa de investigacion controlada que permite
descubrir genes potencialmente relacionados con la tolerancia/resistencia a
enfermedades causadas por diferentes patdgenos y herbivoros. La identificacion de
estos genes permitira disefiar estrategias de mejoramiento genético de plantas de cacao,
mediante diversas aproximaciones moleculares (expresion génica, mapeado de genes
en el genoma de cacao, expresion y sobreexpresion de proteinas, cuantificacion de

proteinas y construccion de hibridos) (Sellés-Marchart et al., 2008).



2.2.1  Clasificacion taxonomica.
La clasificacion taxondmica del cacao pertenece al Grupo para la Filogenia de
las Angiospermas (APG) version IV, del inglés Angiosperm Phylogeny Group (Hilger,

2016), que reemplaza a las versiones anteriores publicadas en 1998, 2003 y 2009.

El cacao se ajusta a la siguiente clasificacion: Reino: Plantae, Clado: Core Eudicots,
Subclado: Rosids, Subclado: Malvids, Orden: Malvales, Familia: Malvaceae (incluye
Sterculiaceae, Tiliaceae y Bombacaceae), género: Theobroma, especie: cacao L

(Hilger, 2016).

2.2.2  Descripcion botanica.
Theobroma cacao L. es una especie perenne que cuenta con un genoma amplio,
de naturaleza alégama, es decir que se reproduce mediante polinizacion cruzada

(Enriquez, 2004).

La especie vegetal alcanza longitudes promedio entre 5 a 8 metros de altura. La
distribucion de sus ramas varia acorde a su altura, por efecto de las condiciones
ambientales y manejo (Suarez et al, 1993). La primera horqueta se presenta a la altura
de 0.80 0 1.20 metros de altura, sin embargo en arboles reproducidos vegetativamente

no existe una horqueta principal (Enriquez, 2004).

La raiz principal es pivotante con longitudes de 1.50 metros, que luego desarrollan
raices secundarias bajo la superficie de su sombra (Enriquez, 2004). Una diferencia
notable con el cacao obtenido por reproduccion vegetativa es la ausencia de raiz

pivotante, compensando con varias raices principales (Suarez et al, 1993).

La longitud de las hojas va de 10 a 20 cm y de 5a 12 cm de ancho con apice acuminado,

bordes lisos y nerviacion penninervia (Enriquez, 2004).



Las flores de color rosado son hermafroditas, miden de 1 a 3 centimetros de longitud
y de 0.5 a 1 centimetros de diametro (Suarez et al, 1993). Crecen en los tejidos adultos
del tronco y ramas que se agrupan en inflorescencias denominadas cima dicasiforme,
de manera coloquial cojin floral. Cada cojinete alberga entre 40 a 60 flores (Suarez et
al, 1993). La floracion inicia al tercer afio en arboles de semilla y a partir de los 14

meses en arboles de reproduccion vegetativa (Enriquez, 2004).

El fruto es una mazorca y se encuentra sostenido al tallo por un pedunculo firme y
corto, cuyo origen se desprende del pedicelo de la flor. La forma y el tamafio son
variables, que sirven como parametros de diferenciacion taxondmica (Enriquez, 2004).
En cada mazorca se encuentran de 20 a 50 semillas o almendras unidas a un eje central
Ilamado placenta o maguey (Suarez et al, 1993). La semilla esta cubierta por un
mucilago acido y azucarado. El color de las semillas varia conforme a la variedad que
van desde el blanco cenizo hasta un morado oscuro pasando por todas las tonalidades
(Enriquez, 2004). Los cotiledones son las masas carnosas que componen la semilla y
son aquellas que forman el producto que luego de su secado y fermentacion

constituyen el producto de interés econémico y comercial.

2.2.3  Requerimientos edafoclimaticos.

Debido al origen amazonico del cacao, los requerimientos edafocliméticos
influyen directamente en la produccion y resistencia a las enfermedades, se notan
mayores indices de productividad y resistencia en entornos ambientales originarios de

las plantas silvestres (Amores et al, 2009).

La temperatura media anual se encuentra alrededor de los 25°C y no debe descender
los 21°C. Se registran varios inconvenientes con las altas temperaturas como baja

dominancia apical y dificultades en la floracion y desarrollo foliar; por otro lado, las



bajas temperaturas afectan en la maduracion de los frutos que se extiende entre los 167
y 205 dias, en los dias calurosos la maduracion ocurre entre los 140y 175 dias, ademas
se ve afectada la calidad de la manteca de cacao por la disminucién del punto de fusién

por el aumento de la proporcion de las grasas saturadas (Amores et al, 2009).

El componente luminoso se relaciona con la fotosintesis, transpiracion, crecimiento
celular, entre otros procesos. La latitud, tiempo y nubosidad son factores que influyen
en la radiacion que recibe una zona determinada. La radiacion recibida en Ecuador es
constante a lo largo del afio, sin embargo la nubosidad influye en la radiacion que llega
a las plantas fotosintéticamente activa, que se encuentra entre los 400-700 nm. Las
plantas de cacao en sus estados tempranos requieren sombra que permita el paso del
30-50% de la luminosidad total. Cabe mencionar que la falta de sombra, estrés térmico
e hidrico bajan la productividad y causa la muerte de arboles cada afio después de la

siembra (Amores et al, 2009).

Los niveles de humedad relativa comprendidos entre el 75 y 80% son ideales para el
crecimiento y transpiracion controlada, no obstante valores superiores al 85%
combinado con precipitacion y altas temperaturas estimulan la presencia de
enfermedades causadas por hongos como la escoba de bruja, mazorca negra y

moniliasis que son un gran problema en el pais.

2.2.4  Origen.
Es una especie diploide (2n) endémica de los bosques de Ameérica del Sur. Se
cree que su domesticacion ocurrié hace 3000 afios aproximadamente (Amores et al,

2009).

Se presume que el cacao Nacional de Ecuador tuvo origen en el lado este de la

Cordillera de Los Andes, especificamente cercano a los rios de Morona, Nangaritza y



Zamora en la Amazonia (Motamayor et al, 2008), no obstante la diversidad genética
existente en la Amazonia no se ve representada en la actualidad en las areas de

domesticacion.

2.2.5  Grupos genéticos.

Dado que la domesticacion es un proceso continuo, se clasifica al cacao en tres
grupos principales: Criollo, Trinitario y Forastero (Bekele et al, 2006). Se creia que el
cacao Nacional formaba parte de los tres grupos tradicionales por compartir
caracteristicas con el complejo Nacional x Trinitario; sin embargo, estudios
moleculares han confirmado la existencia de cuatro grupos de cacao genéticamente

diferentes (Amores et al, 2009).

El grupo genético Criollo se encuentra principalmente en América Central, México y
varios sectores de Venezuela y Colombia que representa el primer caso de
domesticacion del cacao (Loor et al, 2009). Se incluyen genotipos que presentan
almendras cuyos colores comprenden el blanco marfil a violeta palido o rosado
(Amores et al, 2009). Al ser de facil domesticacion y adaptacion a diversas zonas del
planeta sus caracteristicas de productividad y resistencia a enfermedades son pobres

(Loor et al, 2009).

El grupo Forastero posee gran diversidad genética que incluye colecciones de
poblaciones muy diversas entre si en areas desde Colombia a las Guyanas (Loor et al,
2009). Originarios de la cuenca alta del rio Amazonas; presentan mazorcas con surcos
y rugosidad distintiva que al madurar adquieren un tono amarillo ademas las almendras
son medianamente planas y sus flores presentan estaminoides violetas. Se denomina
cacao forastero a los arboles usualmente cultivados en Brasil, el oeste de Africa

ademas de varios paises de America Central y América del Sur (Amores et al, 2009).



El Complejo Trinitario por su parte se caracteriza por ser un hibrido originario de
Trinidad, que se origind del cruce entre el cacao criollo de Trinidad con cacao
Forastero proveniente de la cuenca del rio Orinoco en Venezuela. Al ser altamente
polimorfico sus descripciones son variadas, que se evidencia con mazorcas de varias
formas y colores que varian del verde al rojo en sus estados de madurez, almendras de
variados tamafios con cotiledones violeta oscuro. Este complejo actualmente

representa aproximadamente el 25% de la produccion mundial (Amores et al, 2009).

2.2.5..1 Nacional.

La variedad de cacao Nacional es originaria de la Amazonia ecuatoriana
(Motamayor, y otros, 2008). Se presume que los frutos de las plantas originarias de la
Amazonia atravesaron la Cordillera de los Andes hacia la costa por medio de monos y
ardillas, con lo que se explica la similitud de las primeras plantas de cacao encontradas
en la costa ecuatoriana a lo largo del rio Guayas que tiene como afluentes los rios
Daule y Babahoyo -sectores a los cuales se llamé “Arriba”- y la Amazonia ecuatoriana
-especificamente de las zonas de Archidona y Macas- mediante el analisis molecular

de mazorcas y semillas (Loor G. , 2007).

Se afirma que la provincia de Zamora Chinchipe es el centro de domesticacion del
cacao Nacional, afirmacion que se refuerza con la proximidad geografica entre la
primera plantacion costera ubicada en la provincia de Guayas y ejemplares ubicados

en las ciudades amazonicas de Archidona y Macas (Loor et al, 2013).

Los arboles de la variedad Nacional tienen como caracteristica principal el intenso olor
floral que es apreciado por mercados internacionales con denominacion de origen
“Arriba”. Entre los afios de 1910-1920 aparecieron las enfermedades causadas por

Moniliophthora spp., por lo que se introdujeron al pais materiales foraneos a fin de
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mejorar la resistencia de los cultivos a las enfermedades, accion que trajo como
consecuencia la reduccién de las areas de cultivo de la variedad Nacional (Loor et al,

2009).

Los frutos de tipo Nacional son elipticos, levemente asperos con apice puntiagudo y

prominente (Quiroz & Soria, 1994).

2.2.6  Enfermedades que afectan al cacao.

En Ecuador las principales enfermedades que atacan los cultivos de cacao son
causadas por Phytophthora spp, Moniliophthora roreri y Moniliophthora perniciosa
(Amores et al, 2009). Moniliophthora perniciosa y Moniliophthora roreri, causantes
de escoba de bruja y moniliasis respectivamente, ocasionan pérdidas del 60% de la
produccion. Se define a una enfermedad como la evolucién natural de cualquier
proceso patolégico, desde su inicio hasta su resolucién; por lo que para la aparicion de
una enfermedad se requiere el desequilibrio entre tres factores; agente causal, huésped

y medio ambiente (Leavell & Clark, 1965).

M. perniciosa se identifica facilmente con la deformacidn de los brotes terminales que
se ramifican y se alargan para luego dejar hojas sin desarrollar; las mazorcas que se
infectan en las primeras etapas de desarrollo se deforman y las que son infectadas en
estados de maduracién se pudren. El brote hipertrofiado y ramificado de manera
anormal empieza a secarse por lo que se deduce que el hongo ha completado su
crecimiento (Suarez et al, 1993). Por otro lado, la enfermedad de la mazorca negra
causada por los hongos pertenecientes al complejo Phytophthora ataca a la planta en
su totalidad pero los dafios se evidencian en las mazorcas. El fruto enfermo presenta
manchas oscuras circulares que conllevan a la pudricidn total en un lapso de 10 a 15

dias (Enriquez, 2004). En Ecuador la especie con mayor alcance es P. palmivora
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(Osorio, 2010). Sin embargo, la enfermedad no es de gran importancia econémica en

Ecuador.

2.2.6..1 Moniliasis.

La enfermedad causada por el hongo Moniliophthora roreri que constituye un
problema de gran intensidad en el sector agronémico del pais, se estima que ha
provocado el abandono de numerosas plantaciones por el grado de infeccion que puede
alcanzar hasta el 80%. Fue descrita por primera vez en Quevedo, provincia de Los

Rios, en 1914 (Villavicencio & Jiménez, 2010).

La adaptacion del hongo requiere altitudes entre 0 — 1520 msnm, con precipitacion
entre 780 — 5500 mm y una temperatura entre 18 — 28°C, ademas las esporas requieren
humedad relativa cercana al 100% para la germinacion (Villavicencio & Jiménez,

2010)

M. roreri actla principalmente en los frutos y su contagio es rapido por la
diseminacion de las esporas por el viento, estas crecen de manera abundante en la
superficie de la mazorca de cacao para luego colonizar el interior de este, los sintomas
se evidencian aproximadamente 60 dias después de la infeccion (Solis & Suérez,

2006).

226.1.1 Taxonomia.

Se clasifica de acuerdo al trabajo de Evans y colaboradores en 1978, en el que
se clasifica en reino: Fungi, Phylum Basidiomycota, Clase Basidiomycetes, Orden
Agarical, Familia Marasmiaceae, género Moniliophthora y especie roreri Cif. y Par

(Villavicencio & Jiménez, 2010).
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2.2.6..1.2 Mecanismo de accién del patégeno.

Las conidias del hongo sobreviven sobre las mazorcas de cacao infectadas que
aun se encuentran unidas a la planta mediante el pedicelo; cuando el patdgeno se ubica
a nivel intercelular es porque las esporas han germinado sin importar la edad de la
mazorca y los sintomas de la enfermedad se pueden visibilizar (Villavicencio &
Jiménez, 2010). El ciclo del patdgeno varia entre 50 - 60 dias desde que el fruto contrae

la infeccidn hasta que se completa la esporulacién (Arévalo et al, 2004).

Las esporas pueden transportarse con facilidad por el viento y otros agentes hacia otros
frutos para reiniciar el proceso de infeccion. Las mazorcas que se mantienen adheridas

a la planta son la principal fuente de indculo (Enriquez & Soria, 1978).

2.2.6..1.3 Sintomas de la enfermedad.

Las mazorcas presentan maduracion prematura, marchitez y secamiento en sus
estados tempranos comprendidos hasta los dos meses de edad; en frutos de mayor
edad, especificamente a partir del segundo mes al tercer mes, se evidencian
abultamiento, puntos verdes oscuros y deformaciones que después dejan ver manchas
cafés con puntos cremas que son las esporas. La descomposicién de los tejidos se
deriva en pérdida de las almendras como producto de la desecacion progresiva hasta
alcanzar la momificacion (Villavicencio & Jimenez, 2010). Cuando se observan frutos

momificados en los arboles se presume contaminacion en el resto de la plantacion.

Las plantas al ser atacadas por patdgenos o herbivoros emiten sefiales de defensa que
permiten la activacion del sistema inmune contra las amenazas, que a Su vez
contrarrestan el ataque mediante estructuras como pelos, tricomas, espinas, hojas

gruesas y/o liberacion de sustancias que tienen actividades tdxicas, repelentes o
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antinutricionales como terpenoides, alcaloides, antocianinas, quinonas y fenoles

(Constabel & Barbehenn, 2008).

En varias especies de plantas existen mecanismos de regulacidn génica que inciden de
manera directa en su defensa. Muchas investigaciones realizadas hasta el momento
sugieren que las polifenol oxidasas tienen funciones bioldgicas asociadas a
mecanismos de defensa en plantas frente a patégenos y herbivoros (Mayer, 2006). Tal
es el caso de Spodoptera litura, H. armigera, Bemisia tabaco, Tetranychus
cinnabarinus, Myzus persicae, Empoasca fabae, Aphis medicaginis, S. exigua y

Agelastica alni (War et al, 2012).

El descubrimiento de genes codificantes de PPOs permitira sentar las bases necesarias
para estudios de sobreexpresion de proteinas y poder asi, analizar los niveles de

expresion de dicha proteina (Sellés-Marchart et al, 2008).

2.3 Polifenol oxidasas

Las polifenol oxidasas (PPOs) son enzimas ubicuas altamente reactivas presentes en
los compartimentos vegetales, que dan lugar al pardeamiento enzimatico al romperse
la compartimentacion celular cuando entran en contacto con los sustratos fenolicos,

contenidos en la vacuola (Llorente, 2010).

Las reacciones de oxidacion mediadas por las PPOs en presencia de oxigeno entre
compuestos que presentan similitud con o-difenoles originan o-quinonas que luego se
polimerizan con sustancias fendlicas y producen pigmentos marrones (Garcia et al,

2012).

Por lo tanto, la definicion mas adecuada de las PPOs es:

La polifenol oxidasa (PPO) es una metaloenzima que Se encuentra

ampliamente distribuida en plantas y hongos. Contiene dos atomos de cobre en
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el sitio activo que catalizan dos tipos de reacciones usando O como agente
oxidante: (a) la o-hidroxilacion de monofenoles para producir o-difenoles
(actividad monofenol monoxigenasa E.C. 1.14.18.1); y (b) la posterior
oxidacion de o-difenoles a o-quinonas (actividad catecolasa E.C. 1.10.3.1).

(Mufoz et al, 2007, p. 1).

Las PPOs son codificadas por una familia de genes, lo que se demuestra con estudios
moleculares recientes que la familia PPO se expresa a diferentes rangos en varios

organos y a condiciones fisioldgicas y ambientales variadas (Kim et al, 2001).

2.3.1  Estructura.

Las polifenol oxidasas presentan dos iones de cobre en su centro activo que
acoplan oxigeno atmosférico durante las reacciones de oxidacion en una posicién orto-
a un grupo hidroxi existente para convertirlos en quinonas (Mayer, 2006). Ademas, en
su estructura, la enzima incorpora dos o tres histidinas ligadas al sitio activo, cabe
mencionar que las histidinas son un rasgo conservado a lo largo de la evolucién en este
tipo de enzimas (Gil et al, 2016). Ademas se encontrd una region conservada para
PPOs que se localizo entre la region rica en aminoacidos que presentan un grupo
hidroxilo y un domino de transferencia tilacoidal. EI tamafio de las proteinas PPOs se

encuentra en el rango de 54 a 62 kD (Sellés-Marchart et al, 2008).

2.3.2  Funcion Biologica.

Las PPOs son un misterio para la ciencia a pesar de su estudio continuo hace
mas de 100 afios cuando fueron descritas por primera vez por Gabriel Bertrand en 1896
(Llorente, 2010). Estas enzimas fomentan la formacion de quinonas altamente

reactivas que reaccionan con grupos amino o sulfhidrilo de las proteinas presentes en
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el medio que dan lugar a cambios fisicos, quimicos y nutricionales del alimento

(Garcia et al, 2012).

Aunque su funcidén es una incognita por la dificultad de localizacién en rutas
metabolicas, se sugiere la participacion de las PPOs en mecanismos de defensa a estrés
biodtico y abidtico. Se describe el caso de la ruptura y polimerizacion de los tricomas y
la disminucién en la defoliacién de plantas ante el ataque de insectos; en el caso del
trigo los ejemplares resistentes al ataque de afidos tienen mayor actividad de PPOs que

aquellos susceptibles (Llorente, 2010).

Segun Constabel y Barbehenn, 2008, los altos niveles (45%) de proteinas solubles de
PPO en Solanum berthaultii almacenados en los tricomas glandulares actian como
mecanismo de defensa frente a insectos de tamafio pequefio como &fidos, los cuales
desencadenan reacciones de oxidacion y polimerizacion de fenoles que atrapan a otros
insectos y que en algunos casos dificultan el ataque por la oclusion de las partes bucales
con un polimero pegajoso. Ademas, la deficiencia de la enzima PPO en las plantas
podria relacionarse con la susceptibilidad a la bacteria Pseudomonas syringae

(Llorente, 2010).

2.3.3  Actividad en los frutos.

El pardeamiento enzimatico en las estructuras celulares se relaciona
directamente con la oxidacion de compuestos fendlicos en presencia de oxigeno (Gil
et al, 2016). Las PPOs se activan despues de una rotura de la integridad de la célula 'y

cuando los contenidos plasmicos y vacuolares se combinan (Liao et al, 2006).

Para analizar la estructura y conocer la funcién bioldgica de las PPOs, el paso inicial

consiste en aislar y purificar ARN de alta calidad y de suficiente rendimiento, que
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permita construir la sintesis de ADN complementario (ADNc) y su posterior

clonacion, secuenciacion y caracterizacion del gen(es) que codifica dicha proteina.

2.4 Extraccion de ARN a partir de tejido foliar

La purificacién de ARN total en cacao es compleja por ser un tejido altamente
recalcitrante, debido al contenido abundante de metabolitos secundarios, polifenoles,
carbohidratos y polisacaridos que se precipitan en conjunto con los acidos nucleicos.
Las sustancias fendlicas interactdan irreversiblemente con los &cidos nucleicos y

proteinas (Da Silva Gesteira et al, 2003), (Chan et al, 2007).

La calidad del ARN obtenido por diferentes metodologias (kits comerciales o
procedimientos descritos en la literatura) es determinante para la construccion y

sintesis de ADN complementario (ADNCc).

2.5 Sintesis de ADNc (ADN complementario)

La sintesis de ADNCc se basa en el proceso de la transcripcién inversa, para lo cual usa
una mezcla de ARN total como molde con asistencia de una polimerasa ADN
dependiente de ARN. Para la reaccion se requiere un cebador (oligo dT) que se unen

a la cola de poli (A) del extremo 3’ del ARN eucariotico (Devlin, 2006).

2.6 Reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR)

La molécula del ARN posee una sola hebra y es termolabil por lo que es necesario
realizar una transcripcion inversa (RT) como paso anterior a la amplificacion por PCR,
con lo que se genera una hebra adicional al ARN. La nueva hebra es termoestable y es
ADN complementario (ADNc). EI ARN es copiado a ADNc mediante la enzima

transcriptasa inversa (Cortazar & Silva, 2004).

La técnica de la PCR tiene como caracteristica alta sensibilidad lo cual permite la

amplificacion de un segmento de ADN de interés que se encuentra en bajas cantidades
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en miles y millones de veces. Se usa la enzima polimerasa de la bacteria Thermus
aquaticus (denominada Taq polimerasa) debido a su accion eficiente entre los 70°C y

80°C. (Cortazar & Silva, 2004).

Para llevar a cabo una reaccion de PCR se requieren varios elementos como el molde
(ADN), dinucleottidos (dATPs, dCTPs, dGTPs, dTTPs), agua, buffer con magnesio,
cloruro de magnesio, oligonucle6tidos (cebadores o primers en direcciones forward y
reverse), Taq polimerasa que a temperaturas distintas cumplen con las etapas de la

PCR. Las etapas son desnaturalizacion, alineacién y extension (Espinosa, 2008).

La seleccion de oligonucleétidos o primers es parte fundamental para el éxito de un

experimento, en especial de un estudio tan novedoso como las polifenol oxidasas.

Los primers son fragmentos complementarios que se uniran a los extremos de la
secuencia de ADN de interés y deben cumplir con varios criterios para un experimento
como el tamafio el cual debe ser de 18 a 24 nucleétidos, terminacion en el extremo 3’
que debe ser G o C, contenido de GC del 40-60%, evitar la auto-complementariedad
para minimizar la posibilidad de formacion de estructuras secundarias, concentracion
del 0.1-0.5 pM vy similitud con el molde usado (Cortdzar & Silva, 2004). Los
oligonucle6tidos usados en este experimento fueron disefiados en base a un
alineamiento multiple de secuencias nucleotidicas altamente conservadas de polifenol
oxidasas de plantas cercanas a la familia botanica de Theobroma cacao, disponibles

en NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

Los fragmentos de ADN se separan de acuerdo al peso molecular en geles de agarosa
gue actian como tamices moleculares; de esta manera los fragmentos mas grandes
quedan en el inicio del gel, no asi los fragmentos pequefios que migran hacia el otro

extremo del gel por influencia de un campo eléctrico. El gel se encuentra inmerso en
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una solucion de pH 8 dentro de una camara electroforética cuyo voltaje se aplica a
través de electrodos. Posteriormente, los fragmentos o bandas se visualizan con luz
UV y se compara su peso con un marcador de peso molecular conocido (Padilla et al.,
2006). Tras comprobar el tamafio del amplicon, este se debe extraer del gel y se
purifica mediante Kits convencionales disefiados especificamente para esta actividad.

Posteriormente, los productos purificados son ligados con vectores de clonacion.

2.7 Clonacion de un gen codificante de PPO

2.7.1  Ligacion con T4 ADN ligasa.

La ligacion es la formacion de un enlace fosfodiéster para unir moléculas de
ADN provenientes de diferentes organismos, este ADN resultante se denomina
recombinante. La T4 ADN ligasa es una enzima proveniente del bacteriéfago T4 que
requiere ATP para ejecutar su funcion de unioén entre los extremos 3’ y 5° del

fragmento de interés con el vector de clonacion (Rios et al., 2004).

2.7.2  Transformacion del ADN ligado en células competentes.

La transformacion es un proceso en el que las células competentes (presentan
alteraciones en la membrana celular) captan ADN libre presente en el medio de cultivo,
usualmente plasmidos en forma circular o superenrrollada. La transformacion se
detecta mediante ensayos de complementacion alfa (Galvan et al, 2006). Una vez que
las bacterias han incorporado el inserto, se valida dicha informacion mediante la

extraccion y purificacion del ADN plasmidico.

Las bacterias competentes presentan una alteracion del gen lacZ, lo que indica
deficiencia de la actividad B-galactosidasa y que se complementa cuando la bacteria
acoge el plasmido que contiene el fragmento del gen lacZ; la compensacion de la

deficiencia es lo que se denomina complementacion a. El éxito de la clonacion se
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evidencia en el color de las colonias en presencia de X-gal e IPTG. Las colonias azules
evidencian la complementacion de la deficiencia y las blancas indican la introduccién
del inserto que interrumpe el fragmento de la B-galactosidasa, por lo tanto no hay

complementacion.

2.7.3  Extraccién ADN plasmidico.

Los plasmidos son moléculas de ADN gue no son necesarias para la viabilidad
de la bacteria, se replican independientemente del ADN cromosdmico bacteriano y son
de interés cientifico para facilitar la clonacidn de segmentos de interés. Por lo que, para
la extraccion de ADN plasmidico se escogen los plasmidos que hayan asimilado el
segmento de interes (inserto) y se provoca una lisis bacteriana que libere el contenido
intracelular para luego visualizarlos mediante corrida electroforética en gel de agarosa

(Galvan et al, 2006).

2.8 Secuenciacion

El orden que tienen los nucleétidos en el ADN es lo que se denomina secuencia. Es un
paso importante para el desarrollo de una investigacion puesto que conocer el orden
de los nucle6tidos en un fragmento de interés es lo que diferencia una especie de otra

(Mérquez et al., 2014)

2.8.1  Técnica de secuenciacion Sanger.

Se interrumpe la replicacion del ADN in vitro para posteriormente realizar una
PCR del fragmento que solamente usa un iniciador y dideoxinucleétidos (ddNTPSs)
marcados radioactivamente y que no poseen el grupo OH del extremo 3’. De manera
que al finalizar la amplificacion del fragmento, estos se cortan y se obtienen
fragmentos de distinta longitud que terminan en ddNTPs que luego se analizan

electroforéticamente (Marquez et al, 2014).
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El método de Sanger es una técnica ampliamente usada y de confiabilidad por lo que
su automatizacion es un proceso esperado. EI método de Sanger se ha optimizado en
sus etapas prontas como la PCR, el aislamiento de la polimerasa Tag, el marcaje del
ADN vy el desarrollo de los secuenciadores automatizados (de Necochea & Canul,

2004).

2.9 Caracterizacion

La caracterizacion genética compara las secuencias de interés con otras compiladas en
bases de datos como GenBank para determinar si existe relacion con otros fragmentos
de una especie 0 entre especies. Las diferencias o similitudes posteriormente se
analizan mediante gréaficos denominados arboles filogenéticos que determinan la
compatibilidad de los genes (Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades,

2015).
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Materiales y métodos

3.1 Recoleccion del material vegetal

El material vegetal empleado en este trabajo procede de un ensayo de cacao nacional
establecido inicialmente en la Finca La Buseta bajo un proyecto de cooperacion entre
la United Fruit Company y el gobierno de Ecuador a principios de la década de 1940,
ubicada en el Centro de Cacao de Aroma Tenguel (CCAT). Las mazorcas de cacao
Nacional procedian de huertas cacaoteras tradicionales del centro y sur del Litoral
Ecuatoriano. La seleccién de las plantas se basé en caracteristicas sobresalientes a
nivel agronémico a partir de arboles productivos y poca incidencia a enfermedades
como Moniliophtora perniciosa y Moniliophtora roreri  (Amores et al., 2009). A
partir, de ahi, en el afio 2000 se replicé un ensayo clonal en la Finca Experimental La
Represa (figura 2), siendo éste el lugar de recoleccién del material vegetal empleado

en ese trabajo.

Se trabajé con tejido foliar proveniente de plantas resistentes (clon L8H12) y
susceptibles (clon L44h88) de la finca experimental “La Represa”, en funcion de los
clones reportados como resistentes y susceptibles a monilia y a otras enfermedades,

segun (Amores et al., 2009) y (Sanchez-Mora et al., 2014).

El material experimental se obtuvo de una parcela con 100 plantas para cada clon de
tipo Nacional, distribuidas en dos hileras, en un marco de plantacion de 3x3 m, con

una densidad poblacional de 1111 plantas/hectarea.

Al momento de la recoleccidn, las hojas se sumergieron en nitrogeno liquido, se las
etiquetd y se trasladaron hasta el laboratorio de Biologia Molecular, donde se

conservaron hasta su uso.
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Los experimentos se realizaron en el laboratorio de Biologia Molecular adscrito al area
de Biotecnologia en el Campus “Manuel Haz Alvarez” de la Universidad Técnica
Estatal de Quevedo, ubicada en Av. Quito km. 11/2 via a Santo Domingo de los

Tséachilas.
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673%0€ 676000 € 676500 €

9823300 | 5881300 N
UBICACION ESCALA. 1:100000

Corts Topoggancs 1M Gurecs
[

Verbents e igus

9883000 N 9E8I000N

PUNTOS DE
X Y

675847 9882380
675816 9882406
675848 9882428
675910 9882460
675938 9882515
675966 9882545
676033 9882529
676016 9882482
675983 9882468
0 675979 9882510

¥
5
B

Contro de Inter pestoctio Ad\bventel
Estaodn Mateorolions o ot

Blantacitn de caca AR L

9882300 N $882300 N

\ Phrd s P
PETS

HOONOOU A WN -

Datos tomados con GPS
/ Datum: WGS 84

o O O Coordenadas UTM
29884 L Zona 17 Sur

( SIMBOLOGIA

Vias de Segundo Orden
==t T - Rios

9882000 N \ 3882000 N

Curvas de Nivel

Represa

W Plantacion de cacao

675500 € 676000 € 676500 € _

DE LOS RECURSOS NATURALES

(" provecTo - . ECNCA. - FRoPEDADES. s (.... rovinci:
UNIVERSIDAD POLITECNICA :\a.!!gx:p;-mn‘ﬁh\ Finca (2 Reresa MAPA DF UBICACION F | A FINCA "1 A RFPRESA = . e
CARRERA DE INCENIERIA EN BIOTECNOLOGIA Ao L wemo

J
Pro——— remisTa MARLO 2016 A/ 1
ACOSTA FARIAS JENNY MLENA Eecala
110000

Figura 2. Finca Experimental la Represa de la UTEQ, lugar de recoleccion del material vegetal.

3.2 Extraccion de ADN genomico de cacao

Para validar la eficiencia de los oligonucledtidos e identificar posibles intrones en los
productos de amplificacién, se realizo la extraccion y purificacion de ADN gendmico
de cacao en funcion de DNeasy Plant Mini Kit de Qiagen.
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A 100 mg de tejido fresco tejido macerado en presencia de nitrégeno liquido se le
afiadieron 400 pul de buffer AP1 y 4ul de RNase A (100 mg/ml) y se agit6 por vortex.
Se incubo6 la mezcla por 10 minutos a 65°C y se mezcld cada par de minutos, se
afiadieron 130 pl de buffer P3 y se incubd por 5 minutos en hielo. Se procedi6 a
centrifugar por 5 minutos a 14000 rpm para luego pipetear el sobrenadante en una
columna de separacion QlAshredder. Se centrifugd por 2 minutos a 14000 rpm. Se
transfirié el sobrenadante a un nuevo tupo de 1.5 ml y se afiadié 1.5 volumenes de
buffer AW1. Se transfirié la mezcla a una nueva columna de separacion y se centrifugd
por 1 minuto a 8000 rpm. Se descarto el flujo y se afiadieron 500 ul de buffer AW2
dos veces seguido de centrifugacion por 1 minuto a 8000 rpm y por 2 minutos a 14000

rpm. Se transfirié la columna y se diluy6 el ADN con buffer TAE.

El ADN gendmico extraido se validd posteriormente en geles de agarosa al 1% (p/v)

con tincién de bromuro de etidio en tampon de electroforesis TAE 1X.

3.3 Extraccion y purificacion de ARN total de cacao de alta calidad

3.3.1  Eliminacion de ribonucleasas.

Antes de la extraccion y purificacion del ARN del material vegetal, todos los
materiales, soluciones y reactivos se trataron con dietilpirocarbonato (DEPC) a una
concentracion de 1 ml L de agua. El DEPC es un potente inhibidor de ARNasas
empleado en todos los laboratorios del mundo que trabajan con tecnologia basada en

ARN.

3.3.2 Meétodos de extraccién de ARN.

3.3.2..1 Método descrito por Chun et al., 2002.
En este método, se detalla un protocolo para la extraccion de ARN de alta calidad

para frutos de kiwi, manzana, y hojas de durazno que contienen altos niveles de
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polisacaridos y compuestos polifenoles, basado en el método del bromuro de

cetiltrimetilamonio (CTAB).

Debido a que los tejidos utilizados por Chun et al., 2002, son muy similares al cacao
en cuanto a su recalcitrancia y a su dificultad por aislar ARN de alta calidad, se realizé
la extraccion de ARN de cacao siguiendo las recomendaciones de los autores con la
salvedad de que en lugar de utilizar esferas de zirconio para macerar el tejido, se usé

nitrégeno liquido para macerar el tejido.

En una modificacion se trabajé con dos muestras de tejido (100 y 300 mg). De alli en
adelante, se sigui6 cuidadosamente cada uno de los pasos descritos por los autores. En
una nueva modificacion, se trabajé con mayor cantidad de tejido (500- 1000 mg).
Ademas, se afiadio tampén de lavado y tampdn de extraccién a cada muestra,
calculando el volumen de cada solucion de acuerdo a la cantidad de tejido utilizado a

razon de 10 ml de tampdn por gramo de tejido.

3.3.2..2 Método descrito por Reid et al., 2006.
Este método, detalla un protocolo optimizado para la extraccién de ARN de uva
y la determinacion estadistica de genes de referencia para RT-PCR en tiempo real

durante el desarrollo de las bayas.

Al emplear este método para hojas de cacao, no se consiguio extraer ARN total, por
tanto, se incluyeron dos modificaciones; primero se incluyd un paso de lavado del
tejido segin Chun vy et al., (2002), este paso es fundamental para eliminar restos
celulares y excesiva agua del tejido antes de la extraccion. Ademas, se incremento la

concentracion de Tris-HCI de 100 mM a 300 mM en el tampon de extraccion.

Posteriormente, en una segunda modificacion, las hojas provenientes de plantas sanas

y enfermas se maceraron con nitrogeno liquido hasta obtener un polvo fino y se afiadid
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buffer de extraccion (300Mm Tris-HCI, 25mM EDTA, 2M NaCl, 2% CTAB, 2%
PVPP, 0.05% espermidina y 2% mercaptoetanol antes de usar) precalentado a 65°C.
La proporcion de tejido y buffer de extraccion fue de 10 a 12 ml por cada gramo de

tejido. El pellet obtenido después de la extraccion se precipitoé con LiCl 10M.

3.3.3  Tratamiento del ARN con ADNasa.

Para eliminar la presencia del ADN genomico asociado a la extraccion de ARN,
se empled la enzima DNase | de Invitrogen, que consiste en la digestion de ADN
monocatenario y bicatenario a oligodeoxi-ribonucle6tidos con un fosfato en el extremo
5’. Se afadio la muestra de ARN con buffer de reaccion, se afiadio 1ul de DNase 1y
se llevo a volumen de 10 pl con agua tratada con DEPC. Tras la adicion de los

componentes se inactivo la enzima y se incub6 a 65°C.

3.4 Sintesis de ADNc (ADN complementario) para ensayos de amplificacion
por RT-PCR

Para la sintesis de ADNc se uso el juego de reactivos “Super Script III First-Strand

Synthesis for RT-PCR” de Invitrogen, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Como molde se emple6 el ARN total tratado con DNAse | para el ensayo de

retrotranscripcion (RT) (tabla 1).
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Tabla 1.

Sintesis de ADNc a partir de ARN total

Componente Cantidad
ARN n pl
50 uM Oligo (dT) 1pl
10 mM dNTP mix 1 pl
Agua-DEPC Hasta completar la reaccion a 10 pl

Elaborado por la autora (2017)

El proceso de sintesis de ADNc consiste en la retro-trascripcion de ARN en una hebra
de ADNC, con lo cual se reduce la inestabilidad térmica de la molécula. Como molde
para la reaccion se usa una mezcla de ARN en conjunto con una ADN polimerasa
dependiente de ARN, que se denomina transcriptasa inversa, que vinculados a un

cebador se ligan a la cola de poli (A) del extremo 3°.

A esta mezcla se le afiadié la siguiente combinacién de reactivos 10x RT Buffer, 25
mM MgCI2, 0.1 M DTT, RNase OUT y Superscript Il RT seguido de incubacion a
50°C por 50 minutos, 10 minutos a 25°C y 50 minutos a 50°C. Para terminar los
tiempos de incubacion se incuba 5 minutos a 85°C para luego reposar en hielo. Por
ultimo, se afade 1l de RNase H y se incuba a 37°C por 20 minutos. Se guarda el

ADNCc sintetizado a -20°C.

3.5 Amplificaciéon por PCR
Para los ensayos de amplificacion, se disefiaron tres parejas de oligonucledtidos (Tc-
Fw4/Tc-Rev4; Tc-Fw5/Tc-Revs; Tc-Fw6/Tc-Rev6) a partir de secuencias altamente

conservadas de PPOs que fueron probados de manera independiente y combinados
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entre ellos para obtener mayor probabilidad de hibridacion, empleando ADN
gendémico como molde. Todos los oligonucledtidos empleados en este trabajo fueron

sintetizados y suministrados por Sigma-Aldrich (tabla 2).

Tabla 2.

Oligonucleotidos empleados en este trabajo

Oligonucledtido Temperatura de melting °C Secuencia (5’-3°)
Tc-Fwd4 58.8 AAAGAAGACGGAATTGTTCA
Tc-Fwd5 54.7 GTATTCATGCGTAAAGTAGATC
Tc-Fwd6 56.9 TGGCAGATTTGAACTACTTC
Tc-Rev4 56.9 CCTTCAATTGTTACACTGCT
Tc-Revs 57.6 GAGGACTCAAATTTGTTTCC
Tc-Rev6 57.8 TCCTTCAATTGTTACACTGC

Elaborado por la autora (2017)

3.5.1 Mix de amplificacion para PCR.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un equipo termociclador Peltier-
based y las condiciones de amplificacion se ajustaron a las temperaturas de melting
(Tm) de los oligonucle6tidos y a las especificaciones de uso para la enzima Taq DNA

Polymerase Recombinant de Invitrogen (tabla 3).
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Tabla 3.

Mix para PCR
Mix de PCR
Componente VVolumen por reaccion
10X PCR buffer Mg 2ul
50mM MgCl; 2 ul
10mM mezcla de dNTPs 2ul
Juego de primers (10 uM) 2 ul c/u
Taqg ADN polimerasa 0.5ul
H>O milliq hasta un volumen de 25 ul

Elaborado por la autora (2017)

Las condiciones de amplificacion para los oligonucle6tidos, se detallan en la tabla 4.

Tabla 4.

Condiciones de amplificacion para PCR

Etapa Temperatura | Tiempo | N° de ciclos
Desnaturalizacion inicial 94°C 4 min 1
Desnaturalizacion 94°C 1 min
Unidn del cebador 58°C 30s 40
Extension 72°C 455
Extension final 72°C 7 min 1
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Mantenimiento 4°C ©

Elaborado por la autora (2017)

3.5.2  Electroforesis de ADN.

La separacion y validacion de los productos de PCR se realizO mediante
electroforesis horizontal en geles de agarosa con tincion de bromuro de etidio. Los
geles se prepararon en tampon TAE (tris, acetato de sodio, EDTA) 1X que contiene:

40 mM Tris-base; 1 mM EDTA, 20 mM &cido acético.

3.5.2..1 Andlisis de los geles.
Los geles se analizaron con un fotodocumentador (E-Gel Imager, Life
Technologies) digital que incorpora un transiluminador ultravioleta UVP y una camara

digital de alta resolucién.

3.5.3  Purificacion de los fragmentos de ADN de geles de agarosa.

Los fragmentos de ADN amplificados y separados mediante electroforesis se
cortaron con un bisturi, evitando la contaminacién entre las bandas. Seguidamente, se
purificaron con el kit “Purelink Quick Gel Extraction” de Invitrogen de acuerdo a las

instrucciones del fabricante.

Se disuelve el gel por bafio maria a 50 °C con buffer de solubilizacion (L3) en una
proporcion de 3:1 (buffer L3: mg del gel) en geles con porcentaje menor o igual al 2%
de agarosa. Se incubaron los tubos en bafio maria por 10 minutos a 50 °C hasta su
disolucién y se afiadid 1 volumen de isopropanol. En una serie de pasos que
consistieron en limpiezas con columnas de separacion y centrifugacién se purifico el

ADN. El producto se almacend a -20 °C.
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3.6 Ligacion del ADN para clonacion

El inserto/gen amplificado y purificado, se ligd con el vector pCR 2.1 mediante la
enzima T4 ADN ligasa, incorporada en el kit “The Original TA Cloning Kit” de
Invitrogen, siguiendo las instrucciones del fabricante. En la tabla 5 se detalla el mix

para la ligacion (tabla 5).

Tabla 5.

Mix para ligacion

Reactivos Cantidad
Producto PCR X ul
5X T4 ADN buffer ligasa de reaccién 2 ul
Vector pCR 2.1 2 ul
Agua A un volumen de 9 pl
ExpressLink T4 ADN ligasa 1pl

Elaborado por la autora (2017)

Se incubd la reaccion de ligacion a temperatura ambiente (20-22°C) por un minimo de

15 minutos.

3.6.1 Transferencia de ADN a E. coli mediante transformacion.
Las moléculas obtenidas en la ligacion se procedieron a transformar en células

de Escherichia coli quimio-competentes, estirpe DH5a.

3.6.1..1 Transformacién de E. coli y siembra de colonias.
Para la transformacién, se empled el kit One Shot Transformation Protocol, que

incorpora el medio SOC (Super Optimal Colony), un medio usado en el paso final de
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la transformacién de celulas bacterianas para obtener mayor eficiencia en la

transformacion de E. coli.

Al momento de la transformacion se dispusieron las células en hielo. Se colocaron 2
ul de la reaccion de ligacion en los viales que contienen las células competentes, se
incubaron en hielo por 30 minutos, luego se las sometio a choque térmico por 30
segundos a 42 °C y se las transfirié a hielo. Se afiadieron 250 pl de medio SOC a cada

vial y se agitaron a 37°c por 1 hora a 225 rpm.

Pasado el tiempo de la incubacion, se dispusieron hasta 200 pl de cada transformacion
a platos de Petri con medio LB (Luria-Bertani), cuyo contenido consta de Bacto
triptona, extracto de levadura, cloruro de sodio y bacto agar en agitacion a 225 rpm en

incubacién a 37 °C toda la noche.

3.6.1..2 Analisis de transformantes.

Las células transformadas (con el inserto de interés) se identificaron mediante
ensayos de complementacion alfa. En este punto, las colonias que incorporaron el
inserto fueron de color blanco, mientras que, las que no lograron incorporar el inserto

fueron de color azul.

3.6.1..3 Escrutinio de colonias.
Las colonias blancas (que contienen el inserto) se sometieron a ensayos por PCR
para la amplificacion del fragmento del gen de interés, empleando los primers Tc-

Fw6/Tc-RevA4.

Las colonias seleccionadas y comprobadas por PCR se dispusieron a crecimiento en

medio LB a 37°C toda la noche.
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3.6.1..4 Purificacion de ADN plasmidico.
El ADN plasmidico fue purificado mediante el kit PureLink HQ Mini Plasmid

Purification, de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Se tomaron 1-5 ml de los cultivos que se dispusieron toda la noche a crecimiento y se
centrifugaron para remover el medio. Se afiadieron 250 pl de buffer R3 y 250 ul de
buffer L6 y se incubaron por 5 minutos a temperatura ambiente. La precipitacion se
realizd afiadiendo 350 pl de buffer N4 y se centrifugd por 10 minutos a 12000 x g. Se
colocé el sobrenadante en la columna y se afiadieron 500 pl de buffer de lavado W10
con etanol. Se incubd por un minuto a temperatura ambiente. Se afiadieron 700 ul de
buffer W9 con etanol a la columna. Se coloco la columna en la centrifuga a 12000 x g
por 1 minuto y se removid el etanol. Al final se resuspendié el ADN plasmidico en
buffer TE. La comprobacién de la purificacién del ADN se realiz6 por electroforesis

horizontal.

3.7 Secuenciacion de ADN

La secuenciacion de los fragmentos de interés se llevd a cabo en un secuenciador tipo
Li-cor 4300 DNA Analyzer que funciona con el método de Sanger, que pertenece al
laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad de Quevedo. Las secuencias de
ADN se obtuvieron mediante hibridacion con los oligonucleotidos universales M13
forward y M13 reverse (anexo 9). Se secuencio 1 pg de ADN plasmidico en un
volumen de 15 pl de cada muestra. Se realizé el ensamblaje de secuencias eliminando
cincuenta nucledtidos del extremo 3’ en direccion forward y del 5° en direccion

reverse.
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3.8 Caracterizacion de un gen codificante de polifenol oxidasa (PPO)

Se utilizé el programa Bio-Edit (USA) para la edicion de secuencias y construccion de
alineamientos. Para comparar nuestras secuencias contra secuencias de bases de datos
publicas se utilizo el programa BLASTX (Altschul et al., 1990), que compara el
porcentaje de similitud con otras secuencias de PPOs y se trabaja con el
electroferograma proveniente del equipo secuenciador. El alineamiento de secuencias
se realiz6 en el programa CLUSTALW (Thompson et al., 1997) disponible on-line en

la pagina web del European Bioinformatics Institute (www.ebi.ac.uk).

Para la busqueda y comparacion de secuencias de interés se accedio a la base de datos
publica NCBI (National Center for Biotechnology Information) y para el alineamiento
y traduccién de secuencias de ADN a proteinas se accedio a EXPASy (Expert Protein

Analysis System).

Se realiz6 el ensamblaje de secuencias eliminando aproximadamente cincuenta
nucleodtidos del extremo 3’ en direccion Forward y del extremo 5’ en direccion

Reverse.
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Resultados y discusion

4.1 Extraccion de ADN gendmico de cacao

El método empleado en la extraccion de ADNg fue eficiente y se empled para
comprobar la eficiencia de los oligonucledtidos y para determinar la presencia de
posibles intrones al compararlo con productos de amplificacién con ADNc. EI ADNg
(ADN gendmico) extraido se valido posteriormente en geles de agarosa al 1% (p/v)

con tincion de bromuro de etidio en tampdn de electroforesis TAE 1X (figura 3).

El ADN de cacao no mostré intrones al ser comparado con ADNCc en un ensayo de

amplificacion por PCR.

Electroforesis de ADNg en gel de agarosa al 1% (p/v)
para hojas de cacao
M 1 2

ADNg

2072 pb —»

600 pb —»

100 pb —¥|

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) para hojas de cacao.
M: marcador de peso molecular (TrackIt™ 100 pb DNA Ladder, Invitrogen).
Calle 1y 2: ADNg de hojas de cacao. Se carg6 en cada calle 1 pl.

4.2 Extraccion de ARN total de cacao

La extraccion de ARN total de alta calidad en plantas presenta una serie de dificultades,
su obtencion es determinante para subsecuentes ensayos moleculares como sintesis de
ADN complementario (ADNc) mediado por retrotranscriptasa (RT), amplificacion por
PCR (Birtic & Kranner, 2006), (Islas-Flores et al., 2006), amplificacion rapida de
ADN complementario final (Portillo et al., 2006) y (Shi & Bressan, 2006); pasos
previos e imprescindibles para la clonacion, secuenciacion y caracterizacion de un gen

codificante de polifenol oxidasa (PPO) de cacao.
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Por otra parte, hasta la fecha no existen métodos comerciales eficientes y que de algin
modo garanticen al investigador un éptimo resultado en la extraccion y purificacion
de ARN total en plantas de origen tropical. Asi mismo, la extraccion de ARN de tejidos
de plantas recalcitrantes conlleva una serie de problemas por la presencia de pectinas,
taninos (M.E., 1992), pigmentos (Kim & Hamada, 2005), polisacaridos (Manickavelu
et al., 2007), poliquinonas (Meisel et al., 2005) y otros metabolitos secundarios (de
Keukeleire et al., 2006). Todos estos componentes vegetales pueden interactuar con
los acidos nucleicos, concretamente con el ARN formando complejos insolubles. Esta
interferencia quimica puede causar degradacion y bajos rendimientos de ARN
mensajeros (ARNm) como un mecanismo de oxidacion de polifenoles vy

coprecipitacion con polisacaridos (Wang et al., 2000) y (Morante-Carriel et al., 2014).

Algunos de los protocolos descritos para la extraccion de ARN de plantas ricas en
polisacaridos y compuestos polifendlicos incluyen el uso de pirrolidona vy
precipitacion con etanol, sin embargo, el uso de este reactivo no siempre se convierte
en un beneficio para el investigador (Morante-Carriel et al., 2014). La dificultad de
extraer ARN de estos tejidos con los métodos convencionales ya descritos, por lo
general siempre requiere incluir modificaciones, optimizando procedimientos
especificos para ciertos tejidos vegetales. Las modificaciones descritas en este
protocolo permitieron la extraccion y purificacion de ARN de cacao, con suficiente
pureza y calidad, que se espera funcione en otras plantas de similares caracteristicas

(anexo 6).

La extraccion de ARN de cacao supone un desafio importante para la investigacion
debido a la complejidad y recalcitrancia del tejido foliar, por lo que fue necesario
incluir varias modificaciones a los dos métodos de extraccion descritos por Chun et

al., (2002) y Reid et al., (2006), respectivamente, utilizados en esta investigacion para
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conseguir el alto grado de pureza de ARN total imprescindible para la sintesis de

ADNCc.

4.2.1  Meétodo descrito por Chun et al., (2002).
Aunque este método ha sido eficientemente desarrollado para frutos de kiwi,
manzana y hojas de durazno con altos niveles de polisacaridos y polifenoles, su

aplicacion en tejidos de cacao no permitio obtener ARN total (figura 4).

Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (p/v) para hojas de cacao
provenientes de plantas resistentes y susceptibles a monilia

2072 pb —>

600 pb —» B

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (p/v) para hojas de cacao
provenientes de plantas resistentes y susceptibles a monilia, mediante el método de
Chun et al., (2002) sin modificaciones. M: marcador de peso molecular (TrackIt™ 100
pb DNA Ladder, Invitrogen); Calle 1: HPR (hojas de plantas resistentes); Calle 2: HPS
(hojas de plantas susceptibles). Se carg6 en cada calle 1 ul de cada producto de
extraccién méas 2 pl de tampon de carga y 3 pl de agua-DEPC.

Vista la importancia de este método en los tejidos descritos en el parrafo anterior, se

incluyeron modificaciones puntuales, sin embargo, tampoco se logré obtener ARN de

cacao (figura 5).
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Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (p/v) para hojas de cacao
provenientes de plantas resistentes y susceptibles a monilia

M 1 2

2072 pb —»

600 pb —»

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (p/v) para hojas de plantas resistentes y
susceptibles a monilia, usando el método de Chun et al., (2002) con modificaciones. M:
marcador de peso molecular (TrackIt™ 100 pb DNA Ladder, Invitrogen), calle 1: HPR
(hojas de plantas resistentes), calle 2: HPS (hojas de plantas susceptibles). Se cargd en cada
calle 1 pl de cada producto de extraccion mas 2 pl de tamp6n de carga de ARN y 3 ul de
agua-DEPC.

4.2.2  Meétodo descrito por Reid et al., (2006)

Reid y su grupo de colaboradores en 2006 lograron desarrollar un protocolo para
tejidos de uvas, cuyo contenido de polifenoles y polisacaridos es alto y presenta
muchos cambios durante su desarrollo. Sin embargo, la aplicacion del protocolo en

hojas de cacao no dio los resultados esperados (figura 6).

Al incluir modificaciones a lo largo del protocolo original se consiguié obtener ARN
total de calidad para hojas de cacao. Por tanto, de los dos métodos empleados en esta
investigacion, Unicamente el método descrito por Reid et al., (2006) con
modificaciones, permitié optimizar un protocolo para la extraccion y purificacion de
ARN total de calidad para hojas de cacao. A continuacion se detalla cada uno de los

pasos del protocolo optimizado en este trabajo.

38



Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (p/v) para hojas de cacao
provenientes de plantas resistentes y susceptibles a monilia

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (p/v) para hojas de plantas resistentes |
susceptibles a monilia, usando el método de Reid et al., (2006) sin modificaciones. M: marcador
de peso molecular (TrackIt™ 100 pb DNA Ladder, Invitrogen), calle 1: HPR (hojas de plantas|
resistentes), calle 2: HPS (hojas de plantas susceptibles). Se cargd en cada calle 1 pl de cada
producto de extraccion mas 2 pl de tampo6n de carga de ARN y 3 ul de agua-DEPC.

4.2.3  Protocolo optimizado para la extraccion de ARN total de cacao.

4.2.3..1 Fragmentacion de la muestra.

Las hojas se fragmentaron en un mortero en presencia de Nitrégeno liquido,
hasta conseguir un polvo muy fino. Después de la maceracién, el tejido se coloco en
tubos Falcon de 50 ml y se almacen6 nuevamente en Nitrogeno liquido para evitar la

degradacion del ARN por ARNasas activas.

4.2.3..2 Extraccion.

Para la extraccion del ARN, se afiadieron 12 ml de buffer de extraccion (300mM
Tris-HCI, 25mM EDTA, 2M NaCl, 2% CTAB, 2% PVPP, 0.05% espermidina y 2%
mercaptoetanol justo antes de usar) precalentado a 65°C por cada gramo de tejido
macerado. A continuacion, el tejido se homogenizé por vortex durante un minuto y se
incubd a 65°C durante 10 minutos, con agitacion leve cada dos minutos. Después de
la incubacidn, se afiadié un volumen igual (12 ml) de cloroformo-isoamilalcohol (24:1

v/v), se homogenizd nuevamente por vértex durante 1 minuto hasta conseguir una
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emulsion y se separaron las fases por centrifugacion a 3500 x g por 15 minutos a 4°C.
El sobrenadante se transfirid a un nuevo tubo y se volvio a re-extraer con un volumen
igual de cloroformo-isoamilalcohol (24:1 v/v) a 17200 x g por 35 minutos a 4°C.
Nuevamente se transfirio el sobrenadante a un nuevo tubo y se afiadié 0.1 vol 3M
NaOAc (pH 5.2) y 0.6 volumenes de alcohol isopropilico frio. A continuacion, se
homogeniz6 por vortex y se conservé a -40°C por una hora. Consecutivamente se

centrifug6 a 17200 x g por 40 minutos a 4°C.

4.2.3..3 Precipitacion.
El pellet resultante de la extraccion se disolvié en 1 ml de agua-DEPC, se afiadio
0.3 vol de LiCl 10 M y se incubd a -20°C durante 4 horas. Posteriormente se centrifugo

a 17200 x g por 40 minutos a 4°C y se elimino el sobrenadante.

4.2.3..4 Elucion.

El pellet de ARN se lavo con 1 ml de etanol frio al 70%, se dejé secar en la
campana de flujo laminar durante 10 minutos y posteriormente se resuspendio en 40
pl de agua tratada con DEPC. Una parte de los productos de extraccion fueron
visualizados mediante electroforesis horizontal. El resto de producto se almaceno a -

40°C.

4.2.4  Electroforesis de ARN.
El ARN total extraido se valido posteriormente en geles de agarosa al 1.5% (p/v)

tefiido de bromuro de etidio en tampon de electroforesis TAE al 1x (Figura 7A 'y 7B).
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Electroforesis de ARN total en geles de agarosa al 1.5% (p/v) para hojas de
cacao provenientes de plantas resistentes y susceptibles a monilia
v 3 4

Figura 7. Electroforesis de ARN total en geles de agarosa al 1.5% (p/v). A, se muestran los
productos de extraccion de ARN a partir de HPR (calles 1y 2). B, se muestran los productos
de extraccion de ARN a partir de HPS a monilia (calles 3 y 4). M, marcador de peso molecular
(TrackIt™ 100 pb DNA Ladder, Invitrogen). Se carg6 en cada calle 1 pl de cada producto de
extraccién més 2 pl de tampdn de carga de ARN y 3 pl de agua-DEPC.

4.2.5 Cuantificacion del ARN.

La cuantificacidn del ARN se realiz6 mediante espectrofotometria. Los valores
de absorbancias fueron obtenidos a longitudes de onda de 230, 260 y 280 nm. Para
comprobar los niveles de pureza del ARN obtenido, se realizaron relaciones de
observancia. La relacion 260/280 evidencio la ausencia de proteinas contaminantes en
los productos de extraccion, cuyo rango estuvo comprendido entre 1,8-2. La relacion
260/230, mostro un bajo nivel de contaminacion por polisacaridos, carbohidratos y

compuestos fendlico, cuyo rango fue >2.

Tabla 6.

Cuantificacion de ARN total por espectrofotometria

Gel Rendimiento ug g* A260/280 A260/230 Calidad
Calle 1 225 1,95 2.25 Excelente
Calle 2 153 1.90 2.18 Muy buena
Calle 3 348 1,82 2.05 Buena
Calle 4 269 1.80 2.00 Buena

Elaborado por la autora (2017)
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4.3  Amplificacion de un gen codificante de polifenol oxidasa de cacao

Los ensayos de amplificacion se realizaron con oligonucledétidos disefiados a partir del
alineamiento multiple de secuencias predictivas de PPOs en plantas, disponibles en
GenBank. De manera especifica se favorecié a aquellas secuencias nucleotidicas de

PPOs cercanas a la familia botanica del Theobroma cacao L.

De modo que se probaron tres parejas de oligonucleétidos (Tc-Fwd4/ Tc-Rev4; Tc-
Fwd5/ Tc-Rev5; Tc-Fwd6/ Tc-Rev6) de manera independiente, usando ADNg como

molde para comprobar la eficiencia de los oligonucleotidos (Figura 8).

Electroforesis de ADNg en gel de agarosa al 1% (p/v) para hojas
de cacao

M 1 2 3

2072 pb —>

600 pb —»

Figura 8. Electroforesis de ADNg en gel de agarosa al 1% (p/v). Se muestra la
amplificacién por PCR. Calle 1: Tc-Fwd4 y Tc-Rev4; Calle 2: Tc-Fwd5 y Tc-
Revb; Calle 3: Tc-Fwd6 y Tc-Rev6. M: marcador de peso molecular (TrackIt™
100 pb DNA Ladder, Invitrogen). Se carg6 en cada calle 1 ul de cada producto de
extraccién mas 2 pl de tampdn de carga de ADN y 3 ul de agua.

El gel de electroforesis usando ADNg como molde muestra la ausencia de productos

de amplificacion por PCR en las calles 1 y 3, a diferencia de la calle 2.
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Como estrategia para aumentar la capacidad de hibridacion, se probaron varias
mixturas de oligonucleédtidos; Tc-Fwd4/ Tc-Rev5; Tc-Fwd4/ Tc-Rev6; Tc-Fwd5b/ Te-

Rev4; Tc-Fwd5/ Tc-Rev6; Tc-Fwd6/ Tc-Rev4; Tc-Fwd6/ Tc-Revb (Figura 9).

Electroforesis de ADNg en gel de agarosa al 1% (p/v) para hojas de cacao

M 1 2 3 4 5 6

2072 pb

600 pb

Figura 9. Electroforesis de ADNg en gel de agarosa al 1% (p/v). M, marcador de peso molecular
(TrackIt™ 100 pb DNA Ladder, Invitrogen); Calle 1: Tc-Fwd4/Tc-Rev5; Calle 2: Tc-Fwd4/Tc-
Rev6; Calle 3: Tc-Fwd5/Tc-Rev4; Calle 4: Tc-Fwd5/Tc-Rev6; Calle 5: Tc-Fwd6/Tc-Rev4,
Calle 6: Tc-Fwd6/Tc-Rev5. Se carg6 en cada calle 1 pl de cada producto de extraccion més 2 pl
de tampdn de carga de ADN y 3 pl de agua.

La banda que aparece en la calle 3, se debe a una hibridacién inespecifica de los
oligonucle6tidos Tc-Fwd5/Tc-Rev4 con el ADNg. Por su parte, la banda en la calle 5

coincide con el tamafio tedrico esperado (961 pb).
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Es notable mencionar que en los dltimos afios han aparecido en el mercado juegos de
reactivos para la sintesis de ADNc para RT-PCR. El kit “SuperScript First-Strand
Synthesis System for RT-PCR” de Invitrogen fue usado para la investigacion, cuyas
reacciones de ADNCc fueron utilizadas para los siguientes ensayos de amplificacion de

secuencias codificantes de PPOs por PCR.

Unicamente los oligonucleétidos (Tc-Fw5/Tc-Rev5; Tc-Fw6/Tc-Rev4) que hibridaron
con el ADN genomico se emplearon en ensayos de amplificacién con ADNc, siendo
la pareja de oligonucle6tidos Tc-Fw6/Tc-Rev4, la que hibridd de manera especifica

con el ADNCc, obteniéndose un fragmento de 1000 pares de bases (figura 10).

Electroforesis de ADNCc en gel de agarosa al 1% (p/v) para hojas de cacao
provenientes de plantas resistentes y susceptibles a monilia

L\ 1 2

2072 pb —p-L

600 pb —»

Figura 10. Electroforesis de ADNc con el juego de oligonucledtidos Tc-Fwd6 y Tc-Rev4 en
gel de agarosa al 1% (p/v). M, marcador de peso molecular (TrackIt™ 100 pb DNA Ladder,
Invitrogen); Calle 1: ADNc de HPR; Calle 2: ADNc de HPS. Se cargd en cada calle 1 pl de
cada producto de extraccion mas 2 pl de tampdn de carga de ADN y 3 ul de agua.
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Los fragmentos de ADN amplificados y separados por electroforesis, se recortaron en
un transiluminador con luz ultravioleta y se purificaron con el juego de reactivos
“Purelink Quick Gel Extraction” de Invitrogen, de acuerdo a las instrucciones del

fabricante. Se comprobaron los productos en geles de agarosa al 1% (p/v) (figura 11).

Electroforesis en geles de agarosa 1% de fragmentos de ADN purificados
M 1 2 3

M 4

2072 pb__, WSS 2072 pb _, S

g e e R o
Figura 11. Electroforesis en geles de agarosa 1% de fragmentos de ADN purificados. A. Juego de
oligonucledtidos utilizado Tc-Fwd6 y Tc-Rev4. Calle 1: molde de ADNg, calle 2: molde ADNc de HPR,
calle 3: molde de ADNc de HPS. B. Juego de oligonucledtidos usado Tc-Fwd5 y Tc-Revs. Calle 4:
molde ADNg. M: marcador de peso molecular (Tracklt™ 100 pb DNA Ladder, Invitrogen). Se cargo
en cada calle 1 pl de cada producto de extraccién mas 2 pl de tampdn de carga de ADN y 3 pl de agua.

En los carriles 1, 2 y 3 se evidencian bandas de similares pares de bases, provenientes
de hoja de planta resistente y susceptible a monilia. La calle 1 muestra la amplificacién
de ADNg, en contraste con las calles verdes 2 y 3 provenientes de tejido sano y
enfermo, respectivamente.

4.4 Ligacion del ADN con el vector de clonacién y transformacion en células

competentes
Los fragmentos purificados se ligaron con el vector pCR 2.1 y se transformaron en

celulas competentes de Escherichia coli DHSa, con el kit “The Original TA Cloning

Kit”, que luego se seleccionaron mediante ensayos de “complementacion o”.

Las células que se transformaron con el kit “One Shot Transformation Protocol” fueron

dispuestas en placas de Petri conteniendo medio LB (Luria Bertani) con IPTG, X-Gal
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y ampicilina debido al gen de resistencia al antibidtico que tienen incorporado las
células transformadas. Las colonias de E. coli crecieron y adoptaron los colores azul o

blanco, siendo las blancas las que incorporaron el inserto a su genoma (figura 12).

Colonias de Escherichia coli transformadas

=

Figura 12. Colonias de Escherichia coli blancas y azules

Posteriormente, las colonias blancas de E. coli se sometieron a escrutinio mediante
PCR (figura 13). Las bandas presentes en el gel corresponden a los productos

amplificados de clones positivos.

Electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v)

1 2 3 N

2072 pb

600 pb

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) de productos de
amplificacién de las colonias que han logrado incorporar el inserto. Calle 1: ADNg
de cacao, calle 2: ADNplasmidico HPR, calle 3: ADNplasmidico HPS. M:
marcador de peso molecular (TrackIt™ 100 pb DNA Ladder. Invitrogen).

Una vez comprobado el inserto, las colonias transformadas se dispusieron en medio

LB y se crecieron en agitacion a 225 rpm, 37°C por 24 horas.
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4.5 Purificacion de ADN plasmidico

El ADN plasmidico se purifico con el kit PureLink HQ Mini Plasmid Purification Kit.
Las secuencias generadas con el vector de clonacion sirvieron para la posterior
secuenciacion, mediante el uso de los primers M13 Forward y M13 Reverse. La
eficiencia de la extraccion de ADN plasmidico se verifico por amplificacion por PCR
con el juego de primers Tc-Fw6/Tc-Rev4 y se visualizd mediante electroforesis
horizontal, en el cual aparece una banda de aproximadamente 3000 pb, que indica
presencia de residuos, y el gen de interés que coincide con el producto amplificado

961 pb (Figura 14).

Electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v)

1 M

Vector pCR 2.1
2072 pb

Gen de interés

>960 nt 600 ob
p

Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v). Calle 1: producto de
amplificacion de ADN plasmidico purificado. M: marcador de peso molecular
(TrackIt™ 100 pb DNA Ladder, Invitrogen).

4.6 Secuenciacion de ADN

Se ha descrito la existencia de familias multigénicas que codifican diferentes PPOs en
diferentes especies de plantas; como por ejemplo, tomate (Newman et al., 1993), papa
(Thygesen et al., 2004), platano (Gooding et al., 2001), alamo (Wang & Constabel,
2004) y algunas Rosaceas (Haruta et al., 1999). Ademas, (Kim et al., 2001) han
descrito la expresion simultanea de dos 0 mas genes en un mismo estado de desarrollo,

y utilizando un anticuerpo anti-PPO de manzana, (Haruta et al., 1999) han descrito la
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presencia de varias bandas de proteina de peso molecular entre 55 a 66 kDa de frutos
y hojas de diversas rosaceas, incluyendo manzana, pera, membrillo y melocoton, aun
cuando no todas las especies mencionadas tienen el genoma secuenciado. EI genoma
de cacao se encuentra secuenciado hace ya varios afios pero no se ha descrito ninguna
PPOs hasta el momento. Sin embargo, el método de secuenciacion utilizado en este

trabajo permitid obtener la secuencia completa del fragmento clonado (Figura 15).

Secuencia del gen PPO1-Tc
CTAGCTATGGCTTCTCCTGTCCTGCCGTCATCAACCCCAACCACTATTTCCAGCTCCCCCATTC
AAACTTCCTTCTTTCCAAAAACATGTCAACTTTTCTTGAATAAGAAGATCAAAAAGCCAGACTA
CTCCGGCCCAAGTAAAGTAGTGTCATGCAAAGCCACGAACAATGGGAGCAAAGGAGACTCTTCT
CTCAACAGGTTTGATAGAAGGGATCTCCTGATTGGGCTAGGAGGTCTCTACGGGGCAACCATCC
TTTCCAATGACCCATTTGCATTAGCAGCACCTATTGCCGCTCCTGATTTGACCCTTTGCGGTGA
TGCAACAATATCAGACACAACAAAAGAGACAGTCTATTGCTGCCCACCAGAAACGACAAAGGTC
ATAGATTTCAAACCACCTACATATTCCAAGATACGCTATAGGTCTGCTGCACATTTAGTTGATC
CTGACTACTTGGCTAAATTTACCAAGGCCATGGAGCTCATGAGAGCTCTTCCTGATGATGATCC
ACGTAGTTTCAAGCAACAAGCAAATATTCATTGTGCCTATTGTAACGGGGCTTATGATCAAGTA
GGGTTTGATCAAGATATTCAAGTTCATTTCTCGTGGCTCTTTTTCCCATTCCATAGGTTGTATC
TTTATTTCTATGAAAGGATTTTGGGCAAGCTGATTGGTGACCCGGATTTCGCCATGCCATTTTG
GAACTGGGATGCCCCTGCAGGCATGCCCATACCTGCCATATATGTAAACCCTAACTCTCCACTC
TACGATGACAAGCGCAATGTTAACCATCAGGCACCAAAGGTCGCTGATCTTGATTACAATGGCA
CTGATAAAGATATAACAGACACAGCAATGGTACAAAGTAATCTCAAGGTCATGTACAAGCAGAT
GGTGTCTGGTTCAAAGACGGCTTCTCTTTTCCATGGAAAGGTGTACCGTGCTGGCGATAAACCC
A

Figura 15. Secuencia del gen PPO1-Tc identificado en este trabajo. La secuencia consta de 961 nt

4.7 Caracterizacion del gen PPO1-Tc

El gen PPO1-Tc se caracterizdO mediante el uso de herramientas bioinforméticas
disponibles en NCBI (National Center for Biotechnology Information) y en EBI
(European Bioinformatics Institute). La secuencia nucleotidica del gen PPO1-Tc

codifica para una proteina de 317 aminoacidos (Figura 16).

Aminoacidos codificados por el gen PPO1-Tc

MASPVLPSSTPTTISSSPIQTSFEFPKTCQLEFLNKKIKKPDYSGPSKVVSCKATNNGSKGDSSLNRE
DRRDLLIGLGGLYGATILSNDPFALAAPIAAPDLTLCGDATISDTTKETVYCCPPETTKVIDFKPP
TYSKIRYRSAAHLVDPDYLAKFTKAMELMRALPDDDPRSFKQQANIHCAYCNGAYDQVGFDQDIQV
HESWLFFPFHRLYLYFYERILGKLIGDPDFAMPEWNWDAPAGMPIPATIYVNPNSPLYDDKRNVNHQ

APKVADLDYNGTDKDITDTAMVQSNLKVMYKOMVSGSKTASLFHGKVYRAGDKP
Figura 16. Aminoéacidos codificados por el gen PPO1-Tc

Para comprobar la similitud/identidad del gen obtenido en este trabajo se realizd una

busqueda aleatoria mediante Blastn disponible en NCBI, la cual muestra que el gen
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denominado PPO1-Tc tiene una similitud cercana al 100% a la secuencia predictiva
de PPO de Theobroma cacao depositada en NCBI (XP_017978715.1). Este gen
también fue similar a otras PPOs predictivas de cacao y similar en un 70% a la PPO

predictiva de algodon (Tabla 7).

Tabla 7.

Maximo parentesco molecular de la proteina PPO1-Tc con otras PPOs provenientes
de plantas

Id Gen Similitud Identidad Acc. NCBI
PREDICTED: polyphenol oxidase, 99% XP _017978715.1
chloroplastic [Theobroma cacao]
Larreatricin hydroxylase isoform 1 98% EQY28328.1
[Theobroma cacao]
Larreatricin hydroxylase isoform 2 98% EQY28329.1
[Theobroma cacao]
Larreatricin hydroxylase [Theobroma 79% EOY28325.1
cacao]
PPO1-Tc PREDICTED: polyphenol oxidase I, 79% XP_017978713.1

chloroplastic [Theobroma cacao]

PREDICTED: polyphenol oxidase, 70% XP_012451640.1

chloroplastic-like [Gossypium raimondii]

Elaborado por la autora (2017)

Para comprobar el maximo parentesco molecular con otras PPOs de plantas cercanas
a la familia botanica del cacao, se realizd un alineamiento mdultiple de secuencias
nucleotidicas con las secuencias predictivas de PPOs de cacao depositadas en NCBI,
con el fin de comprobar la correspondencia y posicién segun su ORF (open reading
frames, en espafiol marco abierto de lectura), segun el programa MUSCLE, versién

3.8, disponible en el sitio web del EBI.

Este alineamiento permiti6 caracterizar de forma molecular al gen identificado en esta
tesis, el cual presentd similitud entre los aminodcidos que ocupan una posicion
concreta en la secuencia. Sin embargo, las diferencias puntuales pueden deberse a
polimorfismos de nucleétido simple (SNPs), ya que estas sustituciones pueden ser el

resultado de la sustitucion de una sola base en los respectivos codones. Estos cambios
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1063510254?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=ZA7XECBV014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_823237991
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_823237991
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/823237991?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=6&RID=ZA7XECBV014

son posibles porque el material vegetal usado para secuenciar el genoma de cacao tiene
multiples origenes (Ecuador, Costa de Marfil, entre otros), siendo diferentes al tejido
empleado en el presente trabajo (hoja de cacao Nacional), recolectados de la Finca
Experimental la Represa en Quevedo, Ecuador. Los aminoacidos codificados por el
gen PPO1-Tc, ocupan la posicion que aparece sombreada y cabe mencionar que la M
(metionina) representa el codon de inicio de la proteina (Figura 17).
Tripletes codificados para aminoacidos
1 s 'y 6 ¥ S C P AV I N P N H Y F Q L P H
* L W L L L S C R H @ P ©QQ P L F P A P P
L A M A $S PV L P S s T Pp T T I S S S P
CTAGCTATGGCTTCTCCTGTCCTGCCGTCATCAACCCCAACCACTATTTCCAGCTCCCCC

10 20 30 40 50
GATCGATACCGAAGAGGACAGGACGGCAGTAGTTGGGGTTGGTGATAAAGGTCGAGGGGG

e e

21 s N F L L S K N M s T F L E * E D Q K A
22 F K L P S F Q K H VvV N F s * I R R S K S
221 ¢ T S F F P K T C QO L F L N K K I K K
61 ATTCAAACTTCCTTCTTTCCAAAAACATGTCAACTTTTCTTGAATAAGAAGATCAAAAAG
61 70 80 90 100 110

61 TAAGTTTGAAGGAAGAAAGGTTTTTGTACAGTTGAAAAGAACTTATTCTTCTAGTTTTTC

41 R L L. R P K *» S s VvV M Q S H E Q W E O R
41 o T T P A Q V K * C H A K P R T M G A K
417 p D ¥ S G P S K V V s C K A T N N G S K
121 CCAGACTACTCCGGCCCAAGTAAAGTAGTGTCATGCAAAGCCACGAACAATGGGAGCAAA
121 130 140 150 160 170

121 GGTCTGATGAGGCCGGGTTCATTTCATCACAGTACGTTTCGGTGCTTGTTACCCTCGTTT

61 R L. ¥ S o ¢ v *» * K G S P D W A R R S L
61 ¢ T L L s T GG L I E G I s * L G * E V S
61 GG D s s L N R F D R R D L L I G L G G L
181 GGAGACTCTTCTCTCAACAGGTTTGATAGAAGGGATCTCCTGATTGGGCTAGGAGGTCTC
181 190 200 210 220 230
181 CCTCTGAGAAGAGAGTTGTCCAAACTATCTTCCCTAGAGGACTAACCCGATCCTCCAGAG

81 R G NH P F @ * P I C I S S T Y C R S5 *
8T, T 6 ¢ P S F P M T H L H * Q H L L P L L
8ty 6 A T I L S N D P F A L A A P I A A P
241 TACGGGGCAACCATCCTTTCCAATGACCCATTTGCATTAGCAGCACCTATTGCCGCTCCT
241 250 260 270 280 290
241 ATGCCCCGTTGGTAGGAAAGGTTACTGGGTAAACGTAATCGTCGTGGATAACGGCGAGGA

101 F D P L R * C N N I R H N KR D S L L L
101 T * P F A V. M Q0 O Y QO T Q Q9 K R ©Q S I A
101D L. T L ¢C G D A T I S D T T K E T V Y C
301 GATTTGACCCTTTGCGGTGATGCAACAATATCAGACACAACAAAAGAGACAGTCTATTGC
301 310 320 330 340 350

301 CTAAACTGGGAAACGCCACTACGTTGTTATAGTCTGTGTTGTTTTCTCTGTCAGATAACG

121 p T R N D K G H R F 0 T T Y I F O D T L

121. A H 0 K R Q R s * I S N H L H I P R Y A
122 ¢ P P E T T K V I D F K P P T Y S K I R
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361
361
361

141
141
141
421
421
421

161
161
le6l
481
481
481

181
181
181
541
541
541

201
201
201
601
601
601

221
221
221
661
661
661

241
241
241
721
721
721

261
261
261
781
781
781

281
281
281
841
841
841

301

TGCCCACCAGAAACGACAAAGGTCATAGATTTCAAACCACCTACATATTCCAAGATACGC
370 380 390 400 410
ACGGGTGGTCTTTGCTGTTTCCAGTATCTAAAGTTTGGTGGATGTATAAGGTTCTATGCG

*v Cc ¢c T ¥ 8 * s * L L G * I Y Q G H G
I G . L. H I *» L I L T T W L N L P R P W
Yy R S A A H L VvV D P D Y L A K F T K A M
TATAGGTCTGCTGCACATTTAGTTGATCCTGACTACTTGGCTAAATTTACCAAGGCCATG
430 440 450 460 470
ATATCCAGACGACGTGTAAATCAACTAGGACTGATGAACCGATTTAAATGGTTCCGGTAC

A H E S S s *» * *» s T * F Q A T S K Y S
s s * E L ¥F L M M I H V V S S N K QO I F
E L M R A L P D DD P R S F K O QO A N I
GAGCTCATGAGAGCTCTTCCTGATGATGATCCACGTAGTTTCAAGCAACAAGCAAATATT
490 500 510 520 530
CTCGAGTACTCTCGAGAAGGACTACTACTAGGTGCATCAAAGTTCGTTGTTCGTTTATAA

L. ¢ L L * R G L * S S R V * S R Y S S S
I v p I VT GGGUL M I K * G L I K I F K F
H ¢C A Y C NG A Y D OQ V G F D O D I QO V
CATTGTGCCTATTGTAACGGGGCTTATGATCAAGTAGGGTTTGATCAAGATATTCAAGTT
550 560 570 580 590
GTAACACGGATAACATTGCCCCGAATACTAGTTCATCCCAAACTAGTTCTATAAGTTCAA

F L VA L ¥ P I P * V V s L F L * K D F
I S R 6 S F S H S I 6 C¢C I F I S M K G F
H F S W L F F P F H R L Y L Y F Y E R I
CATTTCTCGTGGCTCTTTTTCCCATTCCATAGGTTGTATCTTTATTTCTATGAAAGGATT
610 620 630 640 650
GTAAAGAGCACCGAGAAAAAGGGTAAGGTATCCAACATAGAAATAAAGATACTTTCCTAA

G o A DW * P G F R HA I L E L G C P C
w A s * L v T R I s P C H F G T G M P L
L 6 K L I 6 D P D F A M P F W N W D A P
TTGGGCAAGCTGATTGGTGACCCGGATTTCGCCATGCCATTTTGGAACTGGGATGCCCCT
670 680 690 700 710
AACCCGTTCGACTAACCACTGGGCCTAAAGCGGTACGGTAAAACCTTGACCCTACGGGGA

R H A H T CH I CI K P * L S T L R * Q A
A C P YL P Y M * T L T L H S T M T S
A G M P I P A I Y V N P N S P L Y D D K
GCAGGCATGCCCATACCTGCCATATATGTAAACCCTAACTCTCCACTCTACGATGACAAG
730 740 750 760 770
CGTCCGTACGGGTATGGACGGTATATACATTTGGGATTGAGAGGTGAGATGCTACTGTTC

c ¢ *»p s G T K G R * s * L QO W H * * R
A M L T I R H QR sSs L I L I T M A L I K
R N Vv NH Q A P K V A DL D Y N G T D K
CGCAATGTTAACCATCAGGCACCAAAGGTCGCTGATCTTGATTACAATGGCACTGATAAA
790 800 810 820 830
GCGTTACAATTGGTAGTCCGTGGTTTCCAGCGACTAGAACTAATGTTACCGTGACTATTT

Yy NR H S N G T K * S QO G H VvV Q A D G V
I »o T Q0 Q W Y K v I S R s C T S R W C
p I T b T-AMV Q S N L K VMY K Q M V
GATATAACAGACACAGCAATGGTACAAAGTAATCTCAAGGTCATGTACAAGCAGATGGTG
850 860 870 880 890
CTATATTGTCTGTGTCGTTACCATGTTTCATTAGAGTTCCAGTACATGTTCGTCTACCAC

wW F K D G F 8 F P W K G V P C W R * T
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301 L V O R R L

30Ls G S K T A
901

901 910

901

S

L F

L

s M E R C T Vv L A I
F H G K vV Y R A G D K

N P

P

TCTGGTTCAAAGACGGCTTCTCTTTTCCATGGAAAGGTGTACCGTGCTGGCGATAAACCC

920 930 940 950

AGACCAAGTTTCTGCCGAAGAGAAAAGGTACCTTTCCACATGGCACGACCGCTATTTGGG

Figura 17. Tripletes codificados para aminoacidos

Alineamiento mdltiple del gen PPO1-Tc

gil823237991 |ref|XP_012451640.1
gi]|508781069|gb|E0Y28325.1]
gi1063510254|ref|XP_017978713.1
gi]|508781073|gb|E0Y28329.1
PPO1-Tc

gi|1063510262|ref|XP _017978715.1
gi|508781072|gb|E0Y28328.1]

gi|823237991 |ref|XP_012451640.1
gi|508781069|gb|E0Y28325.1]
gi|1063510254|ref|XP 017978713.1
gi|508781073|gb|E0Y28329.1]
PPO1-Tc

gi|1063510262|ref|XP _017978715.1
gi|508781072|gb|E0Y28328.1]

911823237991 |ref|XP 012451640.1
9i1508781069|gb|EOY28325.1|
9111063510254 | ref|XP_017978713.1
9i1508781073|gb|EOY28329.1
PPO1-Tc
9111063510262 | ref|XP_017978715.1
911508781072 |gb|EOY28328.1|

gi1823237991 |ref|XP_012451640.1
gi|508781069|gb|E0Y28325.1
gi|1063510254|ref|XP 017978713.1
gi|508781073|gb|E0Y28329.1|
PPO1-Tc

gi|1063510262|ref|XP 017978715.1
gi|508781072|gb|E0Y28328.1]

gi[823237991 |ref|XP_012451640.1
gi|508781069|gb|E0Y28325.1
gi|1063510254|ref|XP 017978713.1
gi|508781073|gb|E0Y28329.1|
PPO1-Tc
gi]1063510262|ref|XP_017978715.1
gi|508781072|gb|E0Y28328.1]

gi]823237991 |ref|XP_012451640.1]
gi|508781069|gb|E0Y28325.1]
gil1063510254|ref|XP_017978713.1
gi|508781073|gb|E0Y28329.1]
PPO1-Tc
gil1063510262|ref|XP_017978715.1
gi|508781072|gb|E0Y28328.1]

911823237991 |ref|XP 012451640.1
911508781069 |gb|E0Y28325.1|
9111063510254 |ref|XP_017978713.1
9i1508781073|gb|E0Y28329.1|
PPO1-Tc

9111063510262 |ref|XP_017978715.1
911508781072 |gb|EOY28328.1|

911823237991 |ref|XP_012451640.1]
9i1508781069|gb|EOY28325.1|
9111063510254 | ref|XP_017978713.1
911508781073 |gb|EOY28329.1|
PPO1-Tc
9111063510262 | ref|XP_017978715.1
911508781072 |gb|EOY28328.1|

——————— MAFPVVNSPPSNPVILPSSSIPTSCLPKTSQLFIF-KMKKPF---SKKLVSCK
——————— MAPLVL--QSSSPT-IPSSSIQTSFFPKTSQLSLNKKTKKPYYSVPNNVVSCR
——————— MAPLVL--QSSSPT-IPSSSIQTSFFPKTSQLSLNKKTKKPYYSVPNNVVSCR
——————— MASPVL--PSSTPTTISSSPIQTSFFPKTSQLFLNKKIKKPDYSGPSKVVSCK
——————— MASPVL--PSSTPTTISSSPIQTSFFPKTCQLFLNKKIKKPDYSGPSKVVSCK
——————— MASPVL--PSSTPTTISSSPIQTSFFPKTSQLFLNKKIKKPDYSGPSKVVSCK
MYHQILAMASPVL--PSSTPTTISSSPIQTSFFPKTSQLFLNKKIKKPDYSGPSKVVSCK

* K * . * _* s KKk Kk kK ekKkKk KK * kKK R

ASNGNQ------- NNEGSSSLNSFDRRDILLGLGSLYGATNLVSDPFALAAPIAAPDLSL
ATNNGNOQNPTPSSNSKGDSALNREFDRRDLLIGLGGLYGATNLANDPFALAAPIAAPDLTL
ATNNGNQONPTPSSNSKGDSALNREFDRRDLLIGLGGLYGATNLANDPFALAAPIAAPDLTL
SKGDSSLNREFDRRDLLIGLGGLYGATNLSNDPFALAAPIAAPDLTL
SKGDSSLNRFDRRDLLIGLGGLYGATILSNDPFALAAPTIAAPDLTL
—-SKGDSSLNRFDRRDLLIGLGGLYGATNLSNDPFALAAPIAAPDLTL
SKGDSSLNREFDRRDLLIGLGGLYGATNLSNDPFALAAPIAAPDLTL

sk Kekk Kkkkkkokeokkk kAkhkkk Kk KKKKKKKKKK KK KK o K

CENSTVTSSSSGTSISVPCCPPKTTNILDFKPPRFSTIRLRPAAHLVDANYLEKFTKAME
CGNAVISETTGETTY---CCPPTTTTITDYKPPSFSKLRYRPPAHLVDADYLAKFTKAMN
CGNAVISETTGETTY---CCPPTTTTITDYKPPSFSKLRYRPPAHLVDADYLAKFTKAMN
CGDATISDTTKETVY---CCPPETTKVIDFKPPTYSKIRYRSAAHLVDPDYLAKFTKAM

CGDATISDTTKETVY---CCPPETTKVIDFKPPTYSKIRYRSAAHLVDPDYLAKFTKAME
CGDATISDTTKETVY---CCPPETTKVIDFKPPTYSKIRYRSAAHLVDPDYLAKFTKAME
CGDATISDTTKETVY---CCPPETTKVIDFKPPTYSKIRYRSAAHLVDPDYLAKFTKAME

I * Kk kK ** * * k k. :*. * * ***** ** ******
LMKALPDDDPRSFKQQANVHCAYCNGAYDQVGEFPDQQLOVHFSWLFFPFHRLYLYFYERT
LMKELPSDDPRSFMQQAYVHCAYCNGAYDQVGFPDODLOQVHFSWLFFPFHRWYLYFYERT
LMKELPSDDPRSFMQQAYVHCAYCNGAYDQVGEFPDQODLQVHFSWLEFPFHRWYLYFYERT
LMRALPDDDPRSFKQQANTIHCAYCNGAYDQVGEF-DQDIQVHFSWLEFFPFHRLYLYFYERT
LMRALPDDDPRSFKQQANTHCAYCNGAYDQVGEF-DQDIQVHFSWLFFPFHRLYLYFYERT
LMRALPDDDPRSFKQQANTIHCAYCNGAYDQVGEF-DQDIQVHFSWLFFPFHRLYLYFYERT
LMRALPDDDPRSFKQQANTIHCAYCNGAYDQVGEF-DQDIQVHFSWLFFPFHRLYLYFYERT

* K Kk kK hkKhkK KhkK kKKK KKKKKKAhIKhE Kk o khhhhhhhhhrhhdx *hkhkkhx*

LGKLIGDPNFAMPFWNWDSPPGMAIPKIYVDPNSPLYDEKRNVNHQPPNMLDLDYAGTEE
LGKLIGDPDFVMPFWNWDAPAGMPIPAIYVNPQSPLYDDKRNVNHQPPKLADLDYNGTDK
LGKLIGDPDFVMPFWNWDAPAGMPIPAIYVNPQSPLYDDKRNVNHQPPKLADLDYNGTDK
LGKLIGDPDFAMPFWNWDAPAGMPIPAIYVNPNSPLYDDKRNVNHQPPKVVDLDYNGTDK
LGKLIGDPDFAMPFWNWDAPAGMPIPAIYVNPNSPLYDDKRNVNHQAPKVADLDYNGTDK
LGKLIGDPDFAMPFWNWDAPAGMPIPAIYVNPNSPLYDDKRNVNHQPPKVADLDYNGTDK
LGKLIGDPDFAMPFWNWDAPAGMPIPAIYVNPNSPLYDDKRNVNHQPPKVVDLDYNGTDK

Kkkkkkkk ok kkkkkkk ok kk kk kkkekekkkkkokkkkkkk koo kkkk kk. .

ELSKRDQIKSNLSVMYRQMVT-YKTASLFLGAAYRAGDDPSPGMGSIENNPHTAVHRWVG
DITDAEQIAINLKLMYKQOMVSNATTATLFHGKPYRAGDAGSPGGGSVELGCHTAIHRWVG
DITDAEQIAINLKLMYKQOMVSNATTATLFHGKPYRAGDAGSPGGGSVELGCHTAIHRWVG
DITDKAMVQSNLKVMYKQOMVSGSKTASLFHGKVYRAGDKPSPGGGVVELGSHTATIHRWCG
DITDTAMVQSNLKVMYKQOMVSGSKTASLFHGKVYRAGDKP-——---———————————————
DITDTAMVQSNLKVMYKQOMVSGSKTASLFHGKVYRAGDKPSPGGGVVELGSHTAIHRWCG
DITDKAMVQSNLKVMYKQMVSGSKTASLFHGKVYRAGDKPSPGGGVVELGSHTAIHRWCG

Kk akk  kkk. LRk kok K * ok kK Kk

DKRQPFSEDMGNFYSAGRDPLFFAHHSNVDRLWS INRTLPGKKRTDFTDTDWLDSSFLEY
DPRQTYNEDMGNFYSAGRDPVFYAHHGNVDRMWS INKTLPGTKRNDFSDTDWLDASFVEY
DPRQTYNEDMGNFYSAGRDPVFYAHHGNVDRMWS INKTLPGTKRNDFSDTDWLDASFVEY
DPRQTYSEDMGNFYSAGRDPLFYAHHSNVDRMWS INKGLPGKKRNDFTDTDWLDASFVL—
DPRQTYSEDMGNFYSAGRDPLFYAHHSNVDRMWS INKGLPGKKRNDFTDTDWLDASFVEY
DPRQTYSEDMGNFYSAGRDPLFYAHHSNVDRMWS INKGLPGKKRNDFTDTDWLDASFVEY

DENANLVRVKVRDSLNMKTEFGYDYQKVNIPWLKNKPNPRKSGR--GKSGGQAVAAETKNI
DENANLVRVKVRDCVDSKNLGYDYQPVDNPWLKTKPTARKFAKKGGKARGSAMAAEIKSK
DENANLVRVKVRDCVDSKNLGYDYQPVDIPWLKTKPTARKFAKKGGKARGSAMAAETIKSK

DENANLVRARVRDCLDTRTLGYDYQGVDVPWLKTKPVPRKFSKKGGKGHGQAVAAETKNK
DENANLVRARVRDCLDTRTLGYDYQGVDVPWLKTKPVPRKEFSKKGGKGHGQAVAAETKNK
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911823237991 |ref|XP 012451640.1
911508781069 |gb|EOY28325.1|
9111063510254 | ref|XP_017978713.1
9i1508781073|gb|EOY28329.1
PPO1-Tc
9111063510262 | ref|XP_017978715.1
911508781072 |gb|EOY28328.1|

gi|823237991 |ref|XP_012451640.1
gi|508781069|gb|E0CY28325.1]
gi|1063510254|ref|XP_017978713.1
gi|508781073|gb|E0CY28329.1]
PPO1-Tc
gi|1063510262|ref|XP_017978715.1
gi|508781072|gb|E0CY28328.1]

911823237991 |ref|XP 012451640.1
911508781069 |gb|E0Y28325.1|
9111063510254 |ref|XP_017978713.1
9i1508781073|gb|EOY28329.1
PPO1-Tc
9111063510262 | ref|XP_017978715.1
911508781072 |gb|EOY28328.1|

TPISNAFPIALDKLVRVEVPRPKKSRTKLEKEDEEEVLVLONIQLDRDAAVKFDVYINDE
NVVRNAFPIVLDKTVSIEIPRPRKSRSKREKEEDEEVLVLEGIQLATQAAVKEFDIYINDE
NVVRNAFPIVLDKTVSIEIPRPRKSRSKREKEEDEEVLVLEGIQLATQAAVKEFDIYINDE
YWCWKAFS--—---——-—-—-———-——————— - ——
NVIRNAFPIVLDKIVSIEIPRPKKSRTKLEKEEEEEVLVLESIQLDTSTPVKEFDIYINDE
NVIRNAFPIVLDKIVSIEIPRPKKSRTKLEKE-EEEVLVLESIQLDTSTPVKFDIYINDE

DDETPTEPEDSEFAGSFTNLPHNHHKTGMKLNTNLTLPLTDLLEDLNVEGDESILVTLVP
DDEAPSGPEDAEFAGSFTNIPHSHTHA-KKLNTTFSLAISDVLEDLDVEGDDNIVVTLVP
DDEAPSGPEDAEFAGSFTNIPHSHTHA-KKLNTTFSLAISDVLEDLDVEGDDNIVVTLVP

DDEAPSGPEDSEFAGSFTNVPHNHSHS-KKLETSFSLAISEVLEDLDVEGDDNIVVTLVP
DDEAPSGPEDSEFAGSFTNVPHNHSHS-KKLETSFSLAISEVLEDLDVEGDDNIVVTLVP

KEGKGLVSIGNIKIDYIRD
REGKGLVSVGNIKVDYIRE
REGKGLVSVGNIKVDYIRE

REGKGLVSVGNIKIDYIRE
REGKGLVSVGNIKIDYIRE

Figura 18. Alineamiento multiple de aminoacidos de otras proteinas con la secuencia traducida del gen
PPO1-Tc realizado con el programa Muscle 3.8

El aislamiento de esta secuencia indica que existe base génica y evidencias
experimentales de la existencia de al menos un gen codificante de polifenol oxidasa
presente en hojas de cacao. A partir de este trabajo, el desafio a futuro, sera desarrollar
oligonucleottidos especificos para iniciar ensayos de expresion génica mediante PCR
cuantitativa en diferentes estados de desarrollo de la mazorca, orientadas a analizar el

comportamiento de este gen en situaciones de estrés de la planta de cacao.
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Conclusiones

Se logro desarrollar un protocolo para extraer y purificar ARN total de alta calidad de
hojas de cacao provenientes de plantas identificadas como resistentes y susceptibles a

monilia.

El método de extraccion de ARN total desarrollado permiti6 obtener ARN total de alta

calidad y suficiente pureza para los ensayos de sintesis de ADNCc.

Los ensayos de complementacion alfa permitieron obtener tres clones positivos, el
primer producto derivado de ADNg y dos productos derivados de ADNCc, provenientes

de plantas resistentes y susceptibles.

Se caracterizd de forma molecular el gen PPO1-Tc codificante de polifenol oxidasa

(PPOs) en cacao Nacional, Theobroma cacao L.

Se corrobora la presencia de al menos un gen codificante de PPOs en plantas

resistentes y susceptibles a monilia, con lo cual se acepta la hipotesis alternativa.
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Recomendaciones

El transporte y conservacion de las muestras vegetales debe hacerse a bajas

temperaturas para la correcta extraccion de ARN.

La extraccion de ARN total debe realizarse con tejido foliar fresco, a fin de conservar

la integridad de la molécula.

Los materiales y soluciones empleados en la extraccion deben ser tratados con DEPC
(dietilpirocarbonato) para eliminar las ARNasas activas que limitan el rendimiento

durante la extraccion.

El vector de clonacion debe escogerse acorde a los extremos del producto de

amplificacion para mejorar la eficiencia en la clonacion.

Se deberia realizar un estudio de expresion cuantitativa para conocer el perfil
molecular de este gen en diferentes estados de desarrollo de las hojas y mazorcas de

cacao.
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ANEexos

Anexo 1. Planta de cacao susceptible a monilia L44H88.

Anexo 2. Planta de cacao resistente a monilia L8H12.
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Anexo 3. Incubacion a 65°C durante la extraccion de ARN total de cacao.

Anexo 4. Electroforesis en TAE 1X
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Anexo 5.

Incubacién de las colonias de E.coli transformadas en medio SOC.

Anexo 6. Esquema de orientacidn de los oligonucle6tidos empleados en este trabajo.

Las flechas indican la orientacion de los oligonucleotidos (Forward y Reverse) vy las
lineas discontinuas indican la combinacion entre ellos.

852pb
N ... .. S
______________________________________________ 800pb
F5 F6 F4 |
— XX § Proteina madura de PPO XX =
R4
H e
R6
G} i
1153 pb i
..... p S —— RS

64




Anexo 7. Alineamiento maltiple de PPOs no caracterizadas de cacao y otras familias
cercanas al cacao

CLUSTAL multiple sequence alignment by MUSCLE (3.8)
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TCGCCAAAACGTGTGCGCAGGCCAGTC---CAACTTGTGGACGAGAACTACATCGCCAAA
TCGCCAAAACGTGTGCGCAGGCCAGTC---CAACTTGTGGACGAGAACTACATCGCCAAA

*x X% * Kk kK Kk Kk Kk kKK Kk * % *  kk  kKk kK * Kk Kk Kk * Kk Kk k Kk

TATTCCAGGGCCATTGAACTCATGAAAGCTCTTCCTGCCAACGATCCACGTGGTTTCATG
TACAACAAGGCCTTGTCGATCATGAAGTCCTTGCCATACGATGATCCTCGAAGTTTTGCC
TACAACAAGGCCTTGTCGATCATGAAGTCCTTGCCATACGATGATCCTCGAAGTTTTGCC
TACAACAAGGCCTTGTCGATCATGAAGTCCTTGCCATACGATGATCCTCGAAGTTTTGCC
TACAACAAGGCCTTGTCGATCATGAAGTCCTTGCCATACGATGATCCTCGAAGTTTTGCC

* x *k KKKk Kk KKK KKK K * R * kK kKKK Kk kK * Kk kK

CAACAAGCCAATATTCACTGTGCCTACTGTGATAGGGCTTATCACCAACTGGG-——————
CGTCAAGCCAACTTGCACTGTCTCTTTTGTACTGGAGCCTACGACCAACAAAACTCCAAT
CGTCAAGCCAACTTGCACTGTCTCTTTTGTACTGGAGCCTACGACCAACAAAACTCCAAT
CGTCAAGCCAACTTGCACTGTCTCTTTTGTACTGGAGCCTACGACCAACAAAACTCCAAT
CGTCAAGCCAACTTGCACTGTCTCTTTTGTACTGGAGCCTACGACCAACAAAACTCCAAT

* KKK KK KKK * kKKK KK * x * KK *x kK kK kK KKKk KKK

————————————————————————————————— TTTCCCTG-------ATCTTGA---GC
ACCCCTCTTAGTATTCACAGAACATGGTTATTCTTTCCCTGGCACCGCATGATGATCTAC
ACCCCTCTTAGTATTCACAGAACATGGTTATTCTTTCCCTGGCACCGCATGATGATCTAC
ACCCCTCTTAGTATTCACAGAACATGGTTATTCTTTCCCTGGCACCGCATGATGATCTAC
ACCCCTCTTAGTATTCACAGAACATGGTTATTCTTTCCCTGGCACCGCATGATGATCTAC

* Kk Kk kK kK Kk * % * % % *

TTCAA-—-————— ATCTTGGGCAAGTTGATTGATGGCCCAACTTTTGCTCTGCCGTTTTGG
TTCCACGAACGCATCATCGGTAGTCTAATCGGAGATGACACGTTTGCTTTTCCGGTTTGG
TTCCACGAACGCATCATCGGTAGTCTAATCGGAGATGACACGTTTGCTTTTCCGGTTTGG
TTCCACGAACGCATCATCGGTAGTCTAATCGGAGATGACACGTTTGCTTTTCCGGTTTGG
TTCCACGAACGCATCATCGGTAGTCTAATCGGAGATGACACGTTTGCTTTTCCGGTTTGG

KKKk K XKk Kk kK KKk Kk *x  kkx Kk * KKk KKK AkAKk kK KAkk KKKk KkK

AACTGGGATTCTCCTGCCGGCATGCAAATGCCTGCCATGTATACAAACACTAAATCTTCA
ACTTGGGACATCCCTGAAGGAATGGTGATGCCGGATATTTACGCGAACATGAATTTATCA
ACTTGGGACATCCCTGAAGGAATGGTGATGCCGGATATTTACGCGAACATGAATTTATCA
ACTTGGGACATCCCTGAAGGAATGGTGATGCCGGATATTTACGCGAACATGAATTTATCA
ACTTGGGACATCCCTGAAGGAATGGTGATGCCGGATATTTACGCGAACATGAATTTATCA

* * KKk Kk * KKK * Kk kKK KKk KkKK K *x Kk kK * kKKK * Kk Kk * kK

CTCTACGACCAGCTCCGCGACCGAAACCGTTACCCACCAGCGCTGGTTGATTATAATGGC
TTCTTTCACAAGGTACGTGACTTTTCACATTTTCCACCGCGGGTGGCAGATTTGAACTAC
TTCTTTCACAAGGTACGTGACTTTTCACATTTTCCACCGCGGGTGGCAGATTTGAACTAC
TTCTTTCACAAGGTACGTGACTTTTCACATTTTCCACCGCGGGTGGCAGATTTGAACTAC
TTCTTTCACAAGGTACGTGACTTTTCACATTTTCCACCGCGGGTGGCAGATTTGAACTAC

* * % *k kk k kKk Kk Kk * k% * Kk Kk Kk Kk * Kk k ok * Kk k x * * *

ACTGAAGAGACTACTACGGA---TAAAGATCAAACGACAAGCAATCTTAG-AGTCATGAA
TTCGAGGAAACAAATTTGAGTCCTCAAGAGCAGTTGG-ATACAAACTTGGCATTTATGTA
TTCGAGGAAACAAATTTGAGTCCTCAAGAGCAGTTGG-ATACAAACTTGGCATTTATGTA
TTCGAGGAAACAAATTTGAGTCCTCAAGAGCAGTTGG-ATACAAACTTGGCATTTATGTA
TTCGAGGAAACAAATTTGAGTCCTCAAGAGCAGTTGG-ATACAAACTTGGCATTTATGTA

*Kk kk kKk x Kk * * kk Kk Kk Kk Kk * * *hkk kkk k k *k kkKk Kk

TAGGCAGATGATATCTAATGGCAAGACCACTAAGGTTTTCCCAGGAAGTCCCTACCGTAC
TAACCAAATGGTATCTGGTGCAAAGAAGACGGAATTGTTCATGGGATGCACATA---TAA
TAACCAAATGGTATCTGGTGCAAAGAAGACGGAATTGTTCATGGGATGCACATA---TAA
TAACCAAATGGTATCTGGTGCAAAGAAGACGGAATTGTTCATGGGATGCACATA---TAA
TAACCAAATGGTATCTGGTGCAAAGAAGACGGAATTGTTCATGGGATGCACATA---TAA

* * kK kKK Kk Kk kK * x * Kk Kk Kk * * * * kK kK *xkk Kk L * x

AGGTGATGA--————————————— ACCTGATCCAGGAGCCGGTTCGCTCGAGGACATTCC
AGCCAATGAAGGATATTGTAATTCACCCGGCACTGTAGAGAGTGCCCCTCACAACACTTT
AGCCAATGAAGGATATTGTAATTCACCCGGCACTGTAGAGAGTGCCCCTCACAACACTTT
AGCCAATGAAGGATATTGTAATTCACCCGGCACTGTAGAGAGTGCCCCTCACAACACTTT
AGCCAATGAAGGATATTGTAATTCACCCGGCACTGTAGAGAGTGCCCCTCACAACACTTT

* Kx * Kk Kk Kk kKK Kk R S * Kk ok Kk * KKKk Kk

GCATACATGGGTAGGGAGCAATCTAGAACCTGGAAGGGAGGATATGGGTAAATTCTACTC
GCATACATGGGTAGGGAGCAATCTAGAACCTGGAAGGGAGGATATGGGTAAATTCTACTC
GCATACATGGGTAGGGAGCAATCTAGAACCTGGAAGGGAGGATATGGGTAAATTCTACTC
GCATACATGGGTAGGGAGCAATCTAGAACCTGGAAGGGAGGATATGGGTAAATTCTACTC

* Kk Kk KKKk KKKk K * kK Kk Kk * KKKk KKk KKKk
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—————— ARAGA——————— e _CGTTGGGAG--
AGCAGCAAGAGACCCTATTTTCTATGCACATCATTCCAATATAGATCGTCTTTGGGAAGT
AGCAGCAAGAGACCCTATTTTCTATGCACATCATTCCAATATAGATCGTCTTTGGGAAGT
AGCAGCAAGAGACCCTATTTTCTATGCACATCATTCCAATATAGATCGTCTTTGGGAAGT
AGCAGCAAGAGACCCTATTTTCTATGCACATCATTCCAATATAGATCGTCTTTGGGAAGT

* Kk Kk Kk * kK kK kk

-CGAAGCGAAA-———==—————————— AGATTACAATGACCCAGATTGGCTTGATTCCTC
TTGGAGGGAGATTCATAAACATGAATTGGATATCAAAGATCCAGATTGGCTAAACTCTTT
TTGGAGGGAGATTCATAAACATGAATTGGATATCAAAGATCCAGATTGGCTAAACTCTTT
TTGGAGGGAGATTCATAAACATGAATTGGATATCAAAGATCCAGATTGGCTAAACTCTTT
TTGGAGGGAGATTCATAAACATGAATTGGATATCAAAGATCCAGATTGGCTAAACTCTTT

*x kK kKk Kk * kK kAKX Ak AKX KAAKAAKAKAK KK R S

GTTTCTTTTCTATGACGAGAATGCGAATCTTGTTCGTGTCAAAGTTCGTCATTGCATTGA
CTTTTTCTTTTATGATGAGAACTTGAAGCTGGTAAAGATTAAGGTTCGTGATGTTCTTGA
CTTTTTCTTTTATGATGAGAACTTGAAGCTGGTAAAGATTAAGGTTCGTGATGTTCTTGA
CTTTTTCTTTTATGATGAGAACTTGAAGCTGGTAAAGATTAAGGTTCGTGATGTTCTTGA
CTTTTTCTTTTATGATGAGAACTTGAAGCTGGTAAAGATTAAGGTTCGTGATGTTCTTGA

kkk kK kK KAk kAkk KAk KkK XKk kK kK *x Kk Kk kAkKkKk kK * kKK

TA--GTAAAACTTTGGGATACGATTATCAAGATGTTGATCTTCCATGGCTAAAATCTAAG
TATCTCCAAACTT--GGTTATTCTTACGAGGAGGTCGATCGTCCGTGGTTGAA---TAAA
TATCTCCAAACTT--GGTTATTCTTACGAGGAGGTCGATCGTCCGTGGTTGAA---TAAA
TATCTCCAAACTT--GGTTATTCTTACGAGGAGGTCGATCGTCCGTGGTTGAA---TAAA
TATCTCCAAACTT--GGTTATTCTTACGAGGAGGTCGATCGTCCGTGGTTGAA---TAAA

* % * Kk Kk Kk Kk Kk * kX Kk kx * % % *  kk kk kkkk kkk kkk Kk kK * % %

CGTCCCACGCCTTCAGTTCCGCCAAAGGTAGCCCGTCAGATATTAAAATCGAAAGAGAAT
CGTCCCACGCCTTCAGTTCCGCCAAAGGTAGCCCGTCAGATATTAAAATCGAAAGAGAAT
CGTCCCACGCCTTCAGTTCCGCCAAAGGTAGCCCGTCAGATATTAAAATCGAAAGAGAAT
CGTCCCACGCCTTCAGTTCCGCCAAAGGTAGCCCGTCAGATATTAAAATCGAAAGAGAAT

* * x kKK kK kKkkKk kK Kk Kk Rk S S 3

GGCAA--———— CTGGTGGTCCTGGGATT———=—=——————=————— GCTCTAGCAGC----
GAGAACCAATTCCGACTGTCCTCTGATTTCGGGCCCCATGGTCGGGCTCTAGACGCTAGC
GAGAACCAATTCCGACTGTCCTCTGATTTCGGGCCCCATGGTCGGGCTCTAGACGCTAGC
GAGAACCAATTCCGACTGTCCTCTGATTTCGGGCCCCATGGTCGGGCTCTAGACGCTAGC
GAGAACCAATTCCGACTGTCCTCTGATTTCGGGCCCCATGGTCGGGCTCTAGACGCTAGC

* * x * ok * Kk kK * Kk kK K kKKK KK * x

--AGAAACAAAGAAAAAGAAATCAAGGAGT--—-————--- AAAAAGGAAAAAGAAGAGGAA
TTGACAGTAAAGGTTAACAGGTCTAAAAATCATTTGACCAAGAGGGAGAAAGGAGAGGAA
TTGACAGTAAAGGTTAACAGGTCTAAAAATCATTTGACCAAGAGGGAGAAAGGAGAGGAA
TTGACAGTAAAGGTTAACAGGTCTAAAAATCATTTGACCAAGAGGGAGAAAGGAGAGGAA
TTGACAGTAAAGGTTAACAGGTCTAAAAATCATTTGACCAAGAGGGAGAAAGGAGAGGAA

* * Kk k x **x  *x **x  *x * X% *k kK kkk kKKK KAk Kk kKKK

GAGGAGATA-TTGATAATAGAGACAATCGAGTTAGAGAGAGATTCATTCGTGAAAGTTGA

GAGGTCATAGTTGTTCACGG----CATTGAAGTGAAAGGGGACGCATATGCTAAGTTTGA
GAGGTCATAGTTGTTCACGG----CATTGAAGTGAAAGGGGACGCATATGCTAAGTTTGA
GAGGTCATAGTTGTTCACGG----CATTGAAGTGAAAGGGGACGCATATGCTAAGTTTGA
GAGGTCATAGTTGTTCACGG----CATTGAAGTGAAAGGGGACGCATATGCTAAGTTTGA

* Kk Kk x *kKk kkKk Kk Kk * **x Kk Kx * * *  x % * * x * * * * Kk Kk Kk

TGTATATGTTAATGATGAGGATGATTTGACAATTGGCCCAGAATACACAGAGTTCGCCGG
TGTGTATGTAAACATGGTTGATCAGACGATAATCTCTCCAAAGTCCAGGGAATTCGCGGG
TGTGTATGTAAACATGGTTGATCAGACGATAATCTCTCCAAAGTCCAGGGAATTCGCGGG
TGTGTATGTAAACATGGTTGATCAGACGATAATCTCTCCAAAGTCCAGGGAATTCGCGGG
TGTGTATGTAAACATGGTTGATCAGACGATAATCTCTCCAAAGTCCAGGGAATTCGCGGG

kKK KKKk Kk kK * * Kk k Kk * Kk Kk Kk kKK K kK kK kK KKk KkKkKk KKk
GAGCTTTATGAATGTGCCTCATAAGCATAAGCATGAGAAGAGAAT—————— GAAGACATG
GACCTTCG-——-—————— CTCACATTCCTGGGGGTGGGGAGATGATGAAGAGGAAGATCGA
GACCTTCG————————— CTCACATTCCTGGGGGTGGGGAGATGATGAAGAGGAAGATCGA
GACCTTCG————————— CTCACATTCCTGGGGGTGGGGAGATGATGAAGAGGAAGATCGA
GACCTTCG-——-—-————— CTCACATTCCTGGGGGTGGGGAGATGATGAAGAGGAAGATCGA

kK KKKk K kKK Kk * K% * kK kK kKk Kk * Kx * kKKK

CTTGAGGTTGAGGCTCACAGATTTGTTGGAGGATTTGGGAGCCGAGGACGATGACAGTGT
TCTCAAACTGGGAGTGTCAGAACTATTGGAAGATTTGGAAGCAATGGAAGATGAAAGCAT
TCTCAAACTGGGAGTGTCAGAACTATTGGAAGATTTGGAAGCAATGGAAGATGAAAGCAT
TCTCAAACTGGGAGTGTCAGAACTATTGGAAGATTTGGAAGCAATGGAAGATGAAAGCAT
TCTCAAACTGGGAGTGTCAGAACTATTGGAAGATTTGGAAGCAATGGAAGATGAAAGCAT

* Kk * Kk Kk * * Kk kK Kk kKKK Kk KAk AkAAKAK KKk Kk *kkk Kk kkKk kK *
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TGTGGTGACTTTGGTGCCAAGAAAAGGAAAGGGT---GTTGTTACCGTTGGGGGTATCAA
CTGGGTCACATTGTTGCCAAGGACAGCAAGTTGTAGCAGTGTAACAATTGAAGGAGTACA
CTGGGTCACATTGTTGCCAAGGACAGCAAGTTGTAGCAGTGTAACAATTGAAGGAGTACA
CTGGGTCACATTGTTGCCAAGGACAGCAAGTTGTAGCAGTGTAACAATTGAAGGAGTACA
CTGGGTCACATTGTTGCCAAGGACAGCAAGTTGTAGCAGTGTAACAATTGAAGGAGTACA

Kk Kk kK kkKk KAk kkkkKk k kk kK * % * kK Kk * Kk Kk * % * *

GATTGAGTTTGCTCAAGATTAATTGGATGATTAATCAGTTAATTTGATG-CTCCAGGTTT

AATTAAGTAT--————————————————————— ATCAAATAAATTCATGTCTTCA--TTA
AATTAAGTAT-———-——————————————————— ATCAAATAAATTCATGTCTTCA--TTA
AATTAAGTAT-———-——————————————————— ATCAAATAAATTCATGTCTTCA--TTA
AATTAAGTAT--————————————————————— ATCAAATAAATTCATGTCTTCA--TTA
Kkk krkx * Kkkk KKk KKk KKKk KKk Kk K%

GGGAAAATCTTCCTAGTTTGCATGGAAAGTTAAAGAAATTCAATAAGCCCACATCAC-—-

GAGAAAG-————==——————— AAGGAATGAGAGAAAAACTTTTGAAGTCTCCTTTATTTT
GAGAAAG-————————————— AAGGAATGAGAGAAAAACTTTTGAAGTCTCCTTTATTTT
GAGAAAG-————————————— AAGGAATGAGAGAAAAACTTTTGAAGTCTCCTTTATTTT
GAGAAAG-————————————— AAGGAATGAGAGAAAAACTTTTGAAGTCTCCTTTATTTT
K, kokokok Kk okkkk ok k Kk KKKk K kkKk ok kK *

————————————————— CCATTGAAGCAGTGTCCTACTACTATTAATATCTATGTTAT--

GGAGATCTCATTTTTAGTCATTGAAACAAAG-—-—-———— ATAAATAATGTTTATTTAATGA
GGAGATCTCATTTTTAGTCATTGAAACAAAG-—-————— ATAAATAATGTTTATTTAATGA
GGAGATCTCATTTTTAGTCATTGAAACAAAG-—-—-———— ATAAATAATGTTTATTTAATGA
GGAGATCTCATTTTTAGTCATTGAAACAAAG-—-—-———— ATAAATAATGTTTATTTAATGA
kkkkkkk xx  * Kk k kkxkk Kk kkKk Kk kK

————— ACTAATCGCTTTTAACATCTATGCA---AAGGTGTCTTACCCTACAATTTTATCT
TGGAAAATATTGTCTTTTATTCTGTCTAGATTCAGAGTAATTTCTCGAATAAAGTTATTT
TGGAAAATATTGTCTTTTATTCTGTCTAGATTCAGAGTAATTTCTCGAATAAAGTTATTT
TGGAAAATATTGTCTTTTATTCTGTCTAGATTCAGAGTAATTTCTCGAATAAAGTTATTT
TGGAAAATATTGTCTTTTATTCTGTCTAGATTCAGAGTAATTTCTCGAATAAAGTTATTT

*x  kkx Kk K KKK KK *x k% * * * x * K * * Kk k KXk Kk K Kk
AT----- GTAATAC---—=--—=-—=~— TAATTGCTTTGAAATAAGGCAGTTCTTCATGTTG
TTCCCTCATAGCACGTGTCATGGGCATGTTTTCAGTGGGTTAAG--AGCCCTTCAATTAT
T T T = = = = m

TTCCCTCATAGCACGTGTCATGGGCATGTTTTCAGTGGGTTAAG--AGCCCTTCAATTAT
TTCCCTCATAGCACGTGTCATGGGCATGTTTTCAGTGGGTTAAG--AGCCCTTCAATTAT

*

TTTTTAATCTGCTCTGTATTACTTAAATTAAGATGGAAATGTTGT - ---———————————
TTTCTTATCTATTATTTATCAACACATTTATTATGAC-——————————————————————
TTTCTTATCTATTATTTATCAACACATTTATTATGACACGTGAATTAGTCTTGGACCACT
TTTCTTATCTATTATTTATCAACACATTTATTATGACACGTGAATTAGTCTTGGACCACT

TATTCGTCTGACCCAACCCTATTCGTCTATGTCTATCAACAATCTTAGTTCAG
TATTCGTCTGACCCAACCCTATTCGTCTATGTCTATCAACAATCTTAGTTCAG
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Anexo 8. Combinaciones de oligonucleotidos y tamafio esperado de amplicones

Primer forward Primer reverse Tamario t‘?éfi°° del
amplicon
R4 852 pb
F4 R5 800 pb
R6 852 pb
R4 927 pb
F5 R5 1078 pb
R6 1153 pb
F6 R4 961 pb
R5 958 pb
R6 928 pb

Anexo 9. Vector de clonacion y sitios de union de los oligonucle6tidos

73 bp

| MBBR T3

§
2 pCR'4-TOPO’
4.0 kb
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