UNIVERSIDAD POLITECNICA SALESIANA
SEDE QUITO

CARRERA:
INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA DE LOS RECURSOS NATURALES

Trabajo de titulacion previo a la obtencion del titulo de:
INGENIERA ENBIOTECNOLOGIA DE LOS RECURSOS NATURALES

TEMA:

CLONACION, SECUENCIACION Y CARACTERIZACION MOLECULAR DE
GENES CODIFICANTES DE POLIFENOL OXIDASA (PPO) EMeobroma

cacaol.. (CACAO) EN EL CANTON QUEVEDGPROVINCIA DE LOS RIOS

AUTORA:

JENNY MILENA ACOSTAFARIAS

DOCENTE TUTORA:

VIVIANA PAMELA CHILUISA UTRERAS

Quito, febreo del2017



Cesion de derechos de autor

Yo, Jenny Milena Acosta Farias, con  documento de identificacion N° 1204504003,
manificsto mi voluntad y cedo a la Universidad Politécnica Salesiana la titularidad
sobre los derechos patrimoniales en virtud de que soy autora del trabajo de titulacion
intitulado: “Clonacién, sccuenciacion y caracterizacion de genes codificantes de
polifenol oxidasa (PPO) en Theobroma cacao L. (cacao) en Quevedo-provincia de Los
Rios”, mismo que ha sido desarrollado para optar por el titulo de: Ingeniera en
Biotecnologia de los Recursos Naturales,. en la Universidad Politéenica Salesiana,
quedando la  Universidad facultada para ejercer plenamente los derechos cedidos
antcriormente.

En aplicacion a lo determinado en la Ley de Propiedad Intelectual, en mi condicion
de autor me reservo los derechos morales de la obra antes citada. En concordancia,
suscribo este documento en el momento que hago entrega del trabajo final en

formato impreso y digital a la Biblioteca de la Universidad Politécnica Salesiana.

7oL,
[P )
‘_’__,1'—‘—?

Jenny Milena Acosta Farias
C.1. 1204504003

Quito, [ebrero del 2017



Declaratoria de coautoria de la docente tutora

Yo, declaro que bajo mi direccion y asesoria fue desarrollado el trabajo de titulacion
“Clonacion, secuenciacion y caracterizacion de genes codificantes de polifenol
oxidasa (PPO) en Theobroma cacao L. (cacao) en Quevedo-provincia de Los Rios”
realizado por Jenny Milena Acosta Farfas, obteniendo un producto que cumple con
todos los requisitos estipulados por la Universidad Politécnica Salesiana para ser

considerados como trabajo final de titulacion.

Quito, febrero del 2017

C.L 1713168258



UNIVERSIDAD TECNICA ESTATAL DE QUEVEDO
REVISTA CENCIA Y TECNOLOGIA

Teltfomos: (593 5) 2750320 /2751430 i "'-.
(393 9) GEEOGTET / BRIR3323

Fax- (393 5) 2753300 / 2753303
E-maul: cencayiernalogis@mnieg. edoec

u Direccion: Em 1.5 via Quevedo - Santo Dominge sasaEmsnclag ag
uevedo-Los Rics-Ecasdor

EL DOCTOR JAIME ALFREDO MORANTE CARRIFL, CATEDRATICO DE
BIGQL'E‘:‘IICA Y BIOLOGIA MOLECULAR E INVESTIGADE DEL
DEPARTAMENTO DE BIOTECKOLOGIA DE LA UNIVERSIDAD TECHNICA
ESTATAL DE QUEVEDD, ECTTADOR

Extiende la siguiente CERTIFICACION a ka Srta Jenmy Milena Acosta Farias con
mimery de identificacién 120450400-3, esmdiante de la Universidad Politécnica
Salesiang de Iz Sede Quio-Ecuador.

La Srta Acosta Fartas realizd su tems de Investizacion en la Universidad Técnica Estatal
de CQuevedo con el Tems Timlsdo: "Clonacidin secuenciacon v caracterizacion
maolecnlar de gemes codificantes de polifencl ondaza (FPO) en Theobroma cacao L.
{cacano) en el Canton Qmevedo — Provincia de Los Rios™ desde Marzo hasta Moviembre
del 2016 e el area de Bistecnologis baje s Tutorta del suscrito, 1a mencionada dispone
de gran habilidad intelectual capacidsd para realizar imvestigaciones, inferés para la
colsboracion, facilidsd de cormnicacion oral v enorme capacidad didactica, rigor en
terminos cientificos, pero a la vez, creatividad v orizinalidad a la hora de exponer sus
vdezs y resnliados.

Y para que ==1 conste a bos efectos oporiunos, Srmo le presente certificacion en Quevedo,
Ecuador, al Primer dia del mes de Diciembre del 2016.

- I| | )

I e
<. | gy
Taime Morante Carriel, "*-.. _ﬂ..,-:l"'f;}"
DOCENTE-INVES THGADOR ==t
UNIVERSIDAD TECNICA ESTATAL DE QUEVED
(uevedo-Santo Dominzo de los Tsachilas, CP. 170517
Tel fijo: (593 5) 2757463 Fax: (503 5) 2753303

Tel Movil: (393) 0990025197

Cmevedo, Ecnador




Dedicatoria

Dedico este trabajo a mis padrééilian y Jenny,por su apoyo, comprension y amor

incondicional.
A mi hermana, Angiepor su carifio y afecto.
A mi enamorado, Albertsiempre pendiente de mi.

A mis amigos, Carolina, Gabriela y Jefferson.



Agradecimientos

A la Universidad Técnica Estatal de Queveda Yya Coordinacién General de
Investigacion, Desarrollo e Innovacion de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo,

por la oportunidad de integrarme en sus proyectos de investigacion.

A mi tutor experimental PhD. Jaime Morant€arriel docente de la UTEQ, qu

sembré en mi la semilla de la curiosidad y la investigacion, gracias infinitas.

A losPhDs. Fabricio Canchignia, Nicolas Cru&Enrique Nieto, docentes de la UTEQ,

gracias por su colaboracion, paciencia y orientacion.

Al personal de los laboratorios Béotecnologia de la UTEQ.



1

2

indice

Introduccion

Marco teorico
2.1 Descripcion del cantén Quevedo
2.2 Cacao

2.2.1 Clasificacion taxonémica.

2.2.2 Descripcién botanica.

2.2.3 Requerimientos edafoclimaticos.

2.2.4  Origen.

2.2.5 Grupos genéticos.

2.2.6 Enfermedades que afectan al cacao.
2.3 Polifenol oxidasas

2.3.1 Estructura.

2.3.2  Funcién Bioldgica.

2.33 Actividad en los frutos.
2.4  Extraccion de ARN a partir de tejido foliar
2.5 Sintesis de ADNc (ADN complementario)
2.6 Reaccion en cadena de la polimerasa-ATR)
2.7 Clonacién de un gen codificante de PPO

2.7.1 Ligacion con T4 ADN ligasa.

2.7.2 Transformaciéon del ADN ligado en células competentes.

2.7.3  Extraccion ADN plasmidico.

11

14

15

15

16

17

17

17

19

19

19

20



2.8 Secuenciacion
2.8.1 Técrica de secuenciacion Sanger.
2.9 Caracterizacion
3 Materiales y métodos
3.1 Recoleccion del material vegetal
3.2 Extraccion de ADN gendmico de cacao
3.3 Extraccion y purificacion de ARN total de cacao de alta calidad
3.3.1 Eliminacion de ribonucleasas.
3.3.2 Meétodos de extraccion de ARN.
3.3.3 Tratamiento del ARN con ADNasa.
3.4 Sintesis de ADNc para ensayos de amplificacion pePRR
3.5 Amplificacion por PCR
35.1 Elaboracién de la mix de amplificacién para PCR.
3.5.2  Electroforesis de ADN.
3.5.3 Purificacion de los fragmentos de ADN de geles de agarosa.
3.6 Ligacion del ADN para clonacion
3.6.1 Transferencia de ADN B. colimediante transformacion.
3.7 Secuenciacion de ADN
3.8 Caracterizacion de un gen codificante de polifenol oxidasa (PPO)
4 Resultados y discusion
4.1 Extraccion de ADN gendémico de cacao

4.2 Extraccion de ARN total de cacao

20

20

21

22

22

23

24

24

24

26

26

27

28

30

30

31

31

33

35

35

35



4.2.1 Método descrito por Chun et al., (2002). 37
4.2.2 Método descrito por Reid et al., (2006) 38
4.2.3 Protocolo optimizado para la extraccion de ARN total de cacao39
4.2.4  Electroforesis de ARN. 40
4.2.5 Cuantificacion del ARN. 41
4.3 Amplificacion de un gen codificante de polifenol oxidasa de cacao 42

4.4 Ligacion con el vectode clonacion y transformacién en células

competentes 45
4.5 Purificacion de ADN plasmidico 47
4.6 Secuenciacion de ADN 47
4.7 Caracterizacion del gen PPOt 48
Conclusiones 54
Recomendaciones 55
Referencias 56

Anexos 62



indice de tablas

Tabla 1. Sintesis de ADNc a partir de ARN total............coovvvvviiviccniiiiceeeiiinns 27
Tabla 2. Oligonuecleétidos empleados en el trabaja..........cccceevvveiiccecviiinnnnnnn. 28
Tabla 3. MiX Para PCR........ueiiiiii et eeeee e e e e e eeaaanees 29
Tabla 4. Condiciones de amplificacion para PCR...........cccoovvvvvviieevveeeeeiiinns 29
Tabla 5. Mix para IQacCion...........cccoiviiiiiiiiiieeee e 31
Tabla 6. Cuantificacién de ARN total por espectrofotometria.........................41

Tabla 7. Parentesco molecular de la proteina PHOton otras PPQs.............. 49



indice de figuras

Figura 1. Mapa politico del canton QUEVEO..............cooiiuviiieecieeieeeeeiieieee e 4
Figura 2. Lugar de recoleccion delaterial vegetal..............ccoceviiiiieecciiinneee 23

Figura 3. Electroforesisle ADNgen gel de agarosd 1% (p/v) para hojas de

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (p$@ando el método de Chun
SIN MOAIfICACIONES. ... .o i it e e e e e e e e e enennes 37
Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (p/v) usando el método de Chun
(o0 0 I g0 o 111 [0F=Tod o] g =S SRS 38

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (p/v) usando el mggodeid

SIN MOAIfICACIONES. ... .cii i it e e e e e e e e e seennes 39
Figura 7. Electroforesis de ARN total egeles de agarosa ab% (p/v)................ 41
Figura 8. Electroforesis de ADY en gel de agarosa al 1% (P/A)......ccccvvvvveeneee. 42
Figura 9. Electroforesis de ADN en gel de agarosa al 1% (P/A)......ccccvvvvvnnneee. 43
Figura 10. Electroforesis de ADNen gel de agarosa al 1% (P/V)...........ccccueeee 44

Figura 11. Electroforesis en geles de agarosa 1% de fragmentos de ADN

018 L 1o [0 1 7SRRI 45
Figura 12. Colonias deescherichia colblancas y azules............cccccooiiiiiice. 46
Figura 13. Electroforesigie ADN plasmidico en gel de agarosa al (p¥) .......... 46

Figura 14. Electroforess de ADNp purificado en gel de agarosa al p¥g)(......... 47

Figura 15. Secuencia del gen PPQt identificado en este trabaja..................48
Figura 16. Aminoacidos codificados por el gen PRDA.............coooevviiiiiiiiicennnn. 48
Figura 17. Tripletes codificados para aminoacidos.................eevvvvmmreeeeennennnns 52

Figura 18. Alineamiento multiple del gen PPEIK.........ccccoooeveiiiiiiiiiieeen e, 53


file:///C:/Users/Jenny/Documents/UPS/TESIS/Documento%20unido/Doc.%20unido.docx%23_Toc468090911
file:///C:/Users/Jenny/Documents/UPS/TESIS/Documento%20unido/Doc.%20unido.docx%23_Toc468090912
file:///C:/Users/Jenny/Documents/UPS/TESIS/Documento%20unido/Doc.%20unido.docx%23_Toc468090913
file:///C:/Users/Jenny/Documents/UPS/TESIS/Documento%20unido/Doc.%20unido.docx%23_Toc468090913
file:///C:/Users/Jenny/Documents/UPS/TESIS/Documento%20unido/Doc.%20unido.docx%23_Toc468090914
file:///C:/Users/Jenny/Documents/UPS/TESIS/Documento%20unido/Doc.%20unido.docx%23_Toc468090914
file:///C:/Users/Jenny/Documents/UPS/TESIS/Documento%20unido/Doc.%20unido.docx%23_Toc468090915
file:///C:/Users/Jenny/Documents/UPS/TESIS/Documento%20unido/Doc.%20unido.docx%23_Toc468090915
file:///C:/Users/Jenny/Documents/UPS/TESIS/Documento%20unido/Doc.%20unido.docx%23_Toc468090916
file:///C:/Users/Jenny/Documents/UPS/TESIS/Documento%20unido/Doc.%20unido.docx%23_Toc468090916
file:///C:/Users/Jenny/Documents/UPS/TESIS/Documento%20unido/Doc.%20unido.docx%23_Toc468090917
file:///C:/Users/Jenny/Documents/UPS/TESIS/Documento%20unido/Doc.%20unido.docx%23_Toc468090918
file:///C:/Users/Jenny/Documents/UPS/TESIS/Documento%20unido/Doc.%20unido.docx%23_Toc468090919
file:///C:/Users/Jenny/Documents/UPS/TESIS/Documento%20unido/Doc.%20unido.docx%23_Toc468090920
file:///C:/Users/Jenny/Documents/UPS/TESIS/Documento%20unido/Doc.%20unido.docx%23_Toc468090921
file:///C:/Users/Jenny/Documents/UPS/TESIS/Documento%20unido/Doc.%20unido.docx%23_Toc468090921
file:///C:/Users/Jenny/Documents/UPS/TESIS/Documento%20unido/Doc.%20unido.docx%23_Toc468090922
file:///C:/Users/Jenny/Documents/UPS/TESIS/Documento%20unido/Doc.%20unido.docx%23_Toc468090923
file:///C:/Users/Jenny/Documents/UPS/TESIS/Documento%20unido/Doc.%20unido.docx%23_Toc468090924
file:///C:/Users/Jenny/Documents/UPS/TESIS/Documento%20unido/Doc.%20unido.docx%23_Toc468090925
file:///C:/Users/Jenny/Documents/UPS/TESIS/Documento%20unido/Doc.%20unido.docx%23_Toc468090926
file:///C:/Users/Jenny/Documents/UPS/TESIS/Documento%20unido/Doc.%20unido.docx%23_Toc468090927
file:///C:/Users/Jenny/Documents/UPS/TESIS/Documento%20unido/Doc.%20unido.docx%23_Toc468090928

indice de anexos

Anexo 1.Planta de cacao susceptible a monilia L44H88....................cceeeel 62
Anexo 2.Planta de cacao resiste a monilia L8HLZ .........covenviniiiieeeieeeeaeeen 62
Anexo 3 Incubacion a 65°C durante la extraccion de ARN total de cacaa....63

ANEX0 4.ElectroforesSis €N TAE L1X ... 63

Anexo 7.Alineamiento multiple de PPOs no caracterizadasadac................... 69
Anexo 8.Combinaciones deligonucledtidos y tamafio esperado de ampliconé8

Anexo 9.Vector de clonacién usado y sitios de unién primers M13F y M13R70


file:///C:/Users/Jenny/Documents/UPS/TESIS/Documento%20unido/Borrador%20de%20tesis.docx%23_Toc472274877
file:///C:/Users/Jenny/Documents/UPS/TESIS/Documento%20unido/Borrador%20de%20tesis.docx%23_Toc472274882
file:///C:/Users/Jenny/Documents/UPS/TESIS/Documento%20unido/Borrador%20de%20tesis.docx%23_Toc472274883

Resumen

En Ecuador, las plantaciones de cacao presentan bajos promedios de produccion
debido a la diversidad de patdgenos, especialmente a la infecciélopidiophthora

roreri (monilia). Se cree que existe una relacion entre el ataque del hongo y el aumento
delos niveles de expresion de genes codificantgsotifenol oxidasa (PPOs)como
mecanismo de defensa ante patdgenos y herbivoros en diferentes plantas. Para la
identificacidbn de geneque codifican par#®POs se seleccionaron hojade cacao
Nacional, proenientes 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 ARA tke alta calidad para hojas

de cacaorecalcitrames. Despuésle su retrotranscripcion a ADNGe realizaron
ensayos de amplificacion por PCR con diferentes primers, disefiados a partir de
secuencias conservadas de PPOs. Los productos de amplificacion permitieron la
identificacién de un gen de 961 pb, 8ana un gen ge codifica para la PPO predictiva

de PPO de Theobroma cacao depositada en NCBIXP_017978715.1 La
identificacidbn de este gen, es fundamental paraluara futuro los niveles de
expresion y cuantificaciéon 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 chve: 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, especiallyloniliophthora roreri (monilia), which cause a substantial
infection. It is thought that the fungi attack and an uprising of expression levels of
encodingpolyphenol oxidase$PO3 genes are related as a defense mechanism in the
presence of pathogens and herbivores in diftepants. In order to iddify the
encoding genes of PRQ leavesof National cocoa, coming from resistant and
susceptible plants were col |l ethiverddad | oc at
Técnica Estatal de QuevedAn extraction protocol for totaRNA for recalcitrant
cocoa leavewas optimized. After its revergeanscription to cDNA, 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 predicte PPO from Theobroma cacaostored in NCBI
(XP_017978715.) In addition to dentify the gen, it is fundaméal 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 improvemt of National cocoa.

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

La calidad de los frutos ha sido anatia por el consumidor destiempos
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 intrias¢casno la
apariencia del productMoranteet al, 2014) Las PPOs (polifenol oxidasas) son
importantes en la industria agatimentaria e influyen en la calidad de un producto, la
cual disminuye considerablemente cuando ésta presenta pardeamientdiemeima
su estructura; la destruccion de los compartimentos cloroplastitas wacuolas
provocan la liberacion de sus contenidos lo que hace posible la reaccion enzimatica

(Moranteet al., 2014)

Las polifenoloxidasas son enzimas que usan el oxigenecentdr para convertir los
fenoles en quinona@ran et al, 2012) La oxidacién de los sustratos fendlicos es
catalizada por las enzimas P#§ue da como resultado la formacién de un complejo
proteico y la aparicion de manchas cafés compuestas por medarimastructura de

los frutos. Aunque las funciones especificas de lasR®s frutos intactos no estan
esclarecidas; se sugiere que su principal accién en los frutos con cierto tipo de dafio es
la defensa contra herbivoros y patdgenos, incluso aodisminucién de su contenido
nutricional. Adicionalmente, se ha evidenciado que lassRE€ponden a estimulos

como el estrés abidtiq®Boeckxet al, 2015)

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

se menciongolanum tuberosurfpapa),Glycine max(soya), Solanum melongena



(berenjena)Theobromacacao(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 maduracién los niveles de PPOs se

mantienen casi constant@goranteet al., 2014)

Theobroma cacaes 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 elaboracién de productos procesados. Las zonas de producciomdel caca
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 delGigeorero,

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
EnercAbril del 2015 en el apartado de exportaciones no petroleras a los principales
mercaas de Norteamérica, Europa y Asia; con lo que se deduce su importancia para

la economia del pa{#linisterio 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 genegie 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 traves de
la resistencia del cacao a las principales enfermedades como monilia, escoba de bruja,
entre otras; mejorando @sta manera la cadena productiva, los réditos percibidos y la

valoracion a nivel mundial de este producto.



Para la realizacion de laestigacion se presenta corabjetivo general clonar,
secuenciar y caracterizar molecularmente al menos un gencaasifde polifenol
oxidasa (PPPenTheobroma cacah. (cacao) en el canton Quevedoovincia de Los

Rios, debido a la importancia del cultivo en la provincia y el @mo objetivos
especificose detalla extragkRN total puesto que se quiere evidenceaacttividad

del gen(es) ela planta. Consecutivamente, sintetia@®MNc a partir de ARN total para

luego clonar los segmentos de interés en un vector de clonacién. Como paso siguiente
secuenciaADNc mediante la técnica Saegy finalmente caracterizartravés de

herramientas bioinformaticas.

Se establece como hipétesis nula que las hojas peotes de plantas resistentes y
susceptibles a monilia no poseen genes codificantes de PPOs y como hipétesis
alternativa la presencia de al menos ungmtificante de PPOs en plantas resistentes

y susceptibles a monilia.



Marco teorico

Mapa politico d&Quevedo

PROV. GUAYAS
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Flgufa 1. Se muestra la finca La Represael canton Quevedhugar derecoIeCC|0|
de tejido foliar.

2.1 Descripcion del cantén Quevedo
Quevedo es uno de los trece cantones perteniesiatte provincia de Los Riogusdo
en el centro de la Costa ecuatoriana, constituye un puerto fluvial importante de

Ecuador y zoa de intens trafico terrestre (figura 1).

El canton consta de nueve parroquias urbanas: San Camilo, San José, Guayacan,
Nicolas Infante Diaz, San Cristdébal, 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 losantones Buena Fe y Valencia, al sur con el canton Mocache, al este
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con Ventanas y Quinsaloma y al oeste con el canton El Empalme. Su poblacion es de

150 mil habitantes aproximadame(®AD San Carlos, 2016)

La principal activiladeconomicaes laagropecuaria y se encuentra & X5 de Quito

y a 170 km de Guayaquil. Su clima se estima entre 23°C a 32°C, a 74 eRtgmsjon

de 190 km, precipitaciéon anual estimada en 2224 mm y corresponde al area
agroecolégica de bosque semdimedo tropical(Instituto Nacional Auténomo de

Investigaciones Agropecuarias, 2016)

En este ambiente, el cacao representa una parte importante para la economia de
Quevedo y del pais, con un volumen de exportacién de cacaorendgas0 mil
toneladas métricas en 20¢%roductos derivados de cadidoncayo, 2016)lo cual
constituye la principal fuente de ingresos econdmicos para las familias que dependen

directamente del cultivo de cacao.

2.2 Cacao

Enla 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 produccion. En este sentido, el empleo de
herranientas moleculares es una alternativa de investigacioén controlada que permite
descubrir genes potencialmente relacionados con la tolerancia/resistencia a
enfermedades causadas por diferentes patdégenos y herbivoros. La identificacion de
estos genes perméidisefar 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

proteiras y construcciode hibridos) (SelléMarchartet al.,2008).



2.2.1 Clasificacion taxonGmica
La clasificacion taxondémica del cacao pertenece al Grupo para la Filogenia de
las Angiospermas (APG) version IV, del inglés Angiosperm Phylogeny Girbigier,

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), généhmobroma especie:cacao L

(Hilger, 2016)

2.2.2 Descripcion botanica
Theobroma cacab. es una especie perernge cuenta con uyenomaamplio
de naturaleza albgama, es decir que se reproduce mediante polinizacion cruzada

(Enriquez, 2004)

La especie vegetallaanza longitudepromedio entre 5 a &etros de altura. La
distribucion de sus ramas varia acorde a awragltpor efecto de las condiciones
ambientales y manef&uarezt al,1993) La primera horqueta se presenta a la altura

de 0.80 o 1.20 metros de altura, sin embargo en arboles reproducidos vegetativamente

no existe una horquetaipcipal (Enriquez, 2004)

La raizprincipal es pivotante colongitudesde 1.50 metrgsgue luego desarrollan
raices secundarias bajo la superficie de su so(imaquez, 2004)Una diferen&a
notable con el cacao obtenido peproduccion vegetativa es la ausencia de raiz

pivotante, compensao con varias raices principal€Suarezt al,1993).

Lalongitud de las hojas va de 1@@cm y de 5 42 ande ancho con apice acuminado,

bordes liss y nerviacion penninervignriquez, 2004)



Las flores de color rosado son hermafroditas, miden de keatietrosde longitud

y de 0.5 a 1entimetrosde diametrqSuarezt al,1993) Crecen en los tejidos adultos

del tranco y ramas que se agrupan en inflorescencias denominadas cima dicasiforme,
demanera coloquial cojin floraCadacojinete albergantre 40 &0 flores(Suarezet

al, 1993) La floracion inicia al tercer afio en arboles de semilla y a partir de los 14

meses en arboles de reproduccion vegeténeiquez, 2004)

El fruto es unanazorca y se encuentra sostenido al tallo por un pedunculo firme y
corto, cuyo origen se desprende del pedicelo de la flor. La formaamelfio son
variables, que sirvetomo parametade diferenciacion taxonomi¢gnriquez, 2004)

En cada mazorca se encuentran de 20 a 50 semillas o almamdessa un eje central
llamado placenta o magud$uarezet al, 1993). La semilla esta cubierta por un
mucilago acido y azucarado. El color de las semillas varia confdeneagedad que
vandesde el blanco cenizo hasta un morado oscuro pasando gofasdonalidades
(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 productoedinterés econémicogomercial.

2.2.3 Requerimientos edafocliméaticos

Debido al origen amazonico del cacdos requerimientos edafocliméaticos
influyen directamente en la produccion y resistencia a las enfermedades,rse nota
mayores indices de productividad y resistencia en entornos ambientales originarios de

las plantas silvestré&moreset al,2009)

La temperaturanedia anual se encuentra alrededor de los 25°C y no debe descender
los 21°C. Se registran varios inconvengnton 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 laluracion ocurre entre los 140 y 175 dias, ademas
se ve afectada la calidad de la manteca de cacao por la disminucion del punto de fusion

por el aumento de la proporcion de las grasas satupaneseset al,2009)

El componente luminoso se relaciona carfdtosintesis, 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 embdegnubosidad influye en la radiacion que llega

a las plantas fotosintéticamente activa, que se encuentra entre {66046f.Las

plantas de cacao en sus estados tempranos requieren sombra que permita el paso del
30-50% de la luminosidad total. Cabe memar que la falta dgombra, estrés térmico

e hidrico bajan Iproductividad y causa la muerte de arboles cada afio después de la

siembra(Amoreset al,2009)

Los niveles de humedad relativa comprendidos entv® y80% son ideales para el
crecimierio y transpiracion controlada, no obstantaloves superiores al 85%
combinado con precipitacion y altas temperaturas estimulan la presencia de
enfermedades causadas por hongos como la escoba de rbazierca negray

moniliasis que son un gran problema epadk

2.2.4  Origen.
Es una especie diploide (2n) endémica de los bosques de América del Sur. Se
cree que su domesticacion ocurrio hace 3000 afios aproximadgieeset 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 Amazoni@otamayoret al, 2008),no obstante la diversidad genética
existente erla Amazonia no se ve representada en la actualidad en las areas de

domesticacion.

2.2.5 Grupos genéticos

Dado que la domesticacidén es un proceso continuo, se clasifica al cacao en tres
grupos principaleCriollo, Trinitario y Foraster¢Bekeleet al,2006) Se creia que el
cacao Nacional formaba parte de los tres grupos tradicionales por compartir
caracteristicas con el complejo Nacional x Trinitariin €mbargo, estudios
moleculares han confirmado la existencia de cuatro grupos de cacao genéticamente

diferertes (Amoreset al,2009).

El grupo genético Criollse encuentrprincipalmente en América Central, México y
varios sectores de Venezuela y Colomigjae representa el primer caso de
domesticacion del caca@door et al, 2009. Se incluyen genotipos que peetan
almendras cuyos colores comprenden el blanesfila violeta palido o rosado
(Amoreset al,2009). Al ser de facil domesticacion y adaptacion a diversas zonas del
planeta sus caracteristicas de productividad y eesist a enfermedades son pobres

(Loor et al,2009).

El grupo Forastero posegran diversidad genética que incluye colecciones de
poblaciones muy diversas entre si en areas desde Colombia a las Guyanesal,

2009) Originarios de la cuenca alta del rio Amazonas; presentan mazoncsisrcos

y rugosidad distintiva que al madurar adquieren un tono amarillo ademas las almendras
son medianamente planasus flores presentastaminoides violetas. Se denomina
cacao forastero a los arboles usualmente cultivados en Brasigste de Afca

ademas dearios paises de América Central y América del(8ororeset al,2009).



El ComplejoTrinitario por su parte se caracteriza por semibrido originario de
Trinidad, que se originé del crucentre elcacao criollo de Trinidad con cacao
Forastero proveniente de la cuenca del rio Orinoco en Venezuela. Al ser altamente
polimorfico sus descripciones son variadgge se evidencia canazorcas de varias
formas y colores que varian del verde al rojo en sus estados de madurez, almendras de
variados tamafios con cotiledones violeta oscuféste complejo actualmente

representaproximadamentel 25% de la produccién mundighmoreset al,2009)

2.2.5..1 Nacional.

La variedad de cacao Nacional es omagia de la Amazonia ecuatoriana
(Motamayor, y otros, 2008pe 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 cacatradas
en la costa ecuatoriana a lo largo del rio Guayas que tiene como afluentes los rios
Daule yBabahoyes e ct or es a | os c¢ylaAmaznisseeuatbribna m- A A
-especificamente de las zonas de Archidona y Mawadiante el analisis malelar

de mazorcas y semilldsoor 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 geogréfica entre la
primera planteion costera ubicada en la provincia de Guayas y ejemplares ubicados

en las ciudades amazodnicas de Archidona y Mdaas 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
AArri bao. Ent r-2920 apaseciesiofh as enfdrmedddés kdusadas por

Moniliophthora spp por lo que se introdujeron al pais materiales foraneos a fin de
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mejorar la resistencia de los tuwbs a las enfermedades, accidon que trajo como
consecuencia la reduccidn de las areas de cultivovdgitdad Naciong]Loor et al,

2009).

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

prominentgQuiroz & Soria, 1994)

2.2.6 Enfermedades que afectan al cacao

En Ecuador las principales enfermedades que atacan los cultivos de cacao son
causadas pdPhytophthoraspp, Moniliophthora roreriy Moniliophthora perniciosa
(Amoreset al, 2009).Moniliophthora perniciosgy Moniliophthora roreri causantes
de escoba de bja y moniliasis respectivamentecasionarpérdidas del 60% de la
produccion. Se define a una enfermedad como la evolucion natural de cualquier
proceso patolégico, desde su inicio hasta su resolucion; por lo que para la aparicion de
una enfermedaskerequere el desequilibrio entre tres factores; agente causal, huésped

y medio ambientéLeavell & Clark, 1965)

M. perniciosase identifica facilmente con la deformacion de los brotes terminales que

se ramifican y se alargan patetjo 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 maduraci@e pudrenEl brote hipertrofiado y ramificado de manera
anormal empieza a secarse por lo geededuce que el hongo ha completado su
crecimiento(Suarezet al, 1993) Por otro ladoja enfermedad de lmazorca negra
causada por los hongos pertenecieatasomplejoPhytophthoraatacaa la planta en

su totalidad pro los dafos se evidencian las mazorcas. El fruto enfermo presenta
manchas oscuras circulares que conllevan a la pudricion total en un lapso de 10 a 15

dias (Enriquez, 2004)En Ecuador la especie con mayor alcanc®.epalmivora
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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 honniliophthora rorerique constituyein
problema de gran intensidad en el sector agrondomico del pais, se estima que ha
provocado el abandono de numerosas plantaciones por el grado de infeccién que puede
alcanzar hasta el 80%. Fue descrita por primera vez en Quevedo, provincia de Los

Rios, en 214 (Villavicencio & Jiménez, 2010)

La adaptacion del hongo requiere altitudes entrel620 msnm, con precipitacion
entre 780 5500 mm y una temperatura entrei 13°C, ademas las esporas recrer
humedad relativa cercaral 100% para la germinaci@Willavicencio & Jiménez,

2010)

M. roreri actla principalmente en los frutos y su contagio es rapido por la
diseminaciéon 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 aprxanadamente 60 dias después de la infec(Bulis & Suarez,

2006)

2.26.1.1 Taxonomia

Se clasifica de acuerdo al trabajo de Evans y colaboradores en 1978, en el que
se clasifica en reino: Fungi, Phylum Basidiomycota, Clase Basididesyc@rden
Agarical, Familia Marasmiaceae, géndoniliophthoray especiaoreri Cif. y Par

(Villavicencio & Jiménez, 2010)
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2.2.6..1.2 Mecanismo de accion del patdgeno

Las conidias del hongo sobreviven sobre las mazorcas de cacao infectadas que
aun se encuentran unidas a la planta mediante el pedicelo; cuando el patdégeno se ubica
a nivel intercelular es porque las esporas han germinado sin importar la edad de la
mazorcay los sintomas de la enfermedad se pueden visibi{(M#lavicencio &
Jiménez, 2010kl ciclo del patégeno varia entre-58D dias desde que el fruto contrae

la infeccion hasta que se completa la esporulg@éévaloet 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 inoditariquez & Soria, 1978)

2.26..1.3 Sintomas de la enfermedad

Las mazorcas presentan maduracion prematurahiterrg secamiento en sus
estads tempranos comprendidos hasta los dos meses de edad; en frutos de mayor
edad, especificamente a partir del segumdes al tercer mes, se evidencian
abultamiento, puntosevdes oscuros y deformaciones que desgegs veimanchas
cafés con puies cremas que son las esporas. escamposicién de los tejidae
deriva en pérdida de las almendras como producto de laad@gseprogresiva hasta
alcanzar la momificacioVillavicencio & Jiménez, 2010Cuando se observan frutos

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

Las plantas al ser atacadas por paidége 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 tienemidedies toxicas, 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 regulacion génica que inciden de
manera directa en su defensduchas investigaciones realizadas hasta el momento
sugieren que las polifenol oxidasas tienen funciones biologicas asociadas a
mecanismos de defensa en plantas frente a patdégenos y herfiMayes 2006) Tal

es el caso deSpodoptera litura, H. armigera, Bemisia tabaco, Tetranychus
cinnabarinus, Myzus persicae, Empoasca fabae, Aphis medicaginis, S. gxigua

Agelastica aln{War et al,2012).

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

expresion de dicha protei(@ellésMarchartet al,2008).

2.3 Polifenol oxidasas

Las polifenol oxidasas (PPOs) son enzimbiEuasaltamente reactivas presentes en
los compatitmentos vegetales, quan lugar al pardeamiento enzimético al romperse
la compartimentacion celulauandoentran en contacto con los sustratos fendlicos,

contenidogen la vacuolgLlorente, 2010)

Las reacciones de oxidacidnediadas por las PR@n presencia de oxigeno entre
compuestos que presentan similitud oedfifenoles originam-quinonas que luego se
polimerizan con sustancias fendlicas y producen pigmentos mal®aesaet al,

2012).

Por lo tanto, la definicion ma&slecuada de las PB€xs:

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

ampliamente distribuida en plantas y hongos. Contiene dos atomos de cobre en

14



el sitio activo que catalizan dos tipos de reacciones usapdorfib agente
oxidante: (a)la o-hidroxilacion de monofenoles para produokdifenoles
(actividad monofenol monoxigenasa E.C. 1.14.18.1); y (b) la posterior
oxidacion deo-difenoles ao-quinonas (actividad catecolasa E.C. 1.10.3.1)

(Mufiozet al, 2007, p. 1.

Las PP@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€Kamn2001)

2.3.1 Estructura.

Las polfenol oxidasas presentan dos iones de cobre en su centro activo que
acoplan oxigeno atmosférico durante las reacciones de oxidacion en una ogicion
a un grupo hidroxi existente para convertirlos en quin@ager, 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 evolucion en este
tipo de enzimas (Giét al, 2016) Ademasse encontré una region ceervada para
PPOs que se localizé entre la regidn rica en aminoacidos que presentan un grupo
hidroxilo y un domino de transferencia tilacoidal tamafo de las proteinas P3%2

encuentra en el rango de 582kD (SelléesMarchartet 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 cuandefan descritas por primera vear Gabriel Bertrand en 1896
(Llorente, 2010) Estas enzimagsomentan la formaciérde 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

(Garciaet al,2012).

Aunque su funcion es una incognita por laicditad de localizacion en rutas
metabolicas, se sugiere la participacion de lasseR@hecanismos de defensa a estrés
bidtico y abiotico. Se describe el caso de la ruptura y polimerizacion de los tricomas y
la disminucién en la defoliacion de plantaseaekt ataque de insectos; en el caso del
trigo los ejemplares resistentes al ataque de afidos tienen mayor actividadsapi®PO

aquellos susceptibléklorente, 2010)

Segun Constabel y Barbehenn, 2008, los altos niveles (45%) de proteinas solubles de
PPO enSolanum berthaultinlmacenados en los tricomas glandulares actian como
mecanismo de defensa frente a insectos de tamafio pequefio como &fidos, los cuales
desencadenaacciones de oxidacion y polimerizacion de fenoles que atrapan a otros
insectos y que en algunos casos dificultan el ataque por la oclusién de las partes bucales
con un polimero pegajosédemas, la deficiencia de lamaama PPO en las plantas
podria relecionase con la susceptibilidad a la bacte®seudomonas 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 PP®&se activan después de una rotura de la integridad de la célula y

cuando los contedos plasmicos y vacuoksse combinan (Liaet al,2006).

Para analizar la estructuragnocer lduncién bioldgica déas PPOsel paso inicial

consiste en aislar y purificakRN de alta calidad y de suficiente rendimiento, que
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permita construir la stesis 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 purificacion de ARN total en cacao es compleja por ser un tejido al@ament
recalcitrante, debidol @ontenidoabundantele metabolitos secundarios, polifenoles,
carbohidratos y polisacaridos que se precipitan en conjunto con los acidos nucleicos.
Las sustancias fendlicas interactian irreversiblemente coacldss nucleicos y

proteinas (& Silva Gesteirat al, 2003), (Charet al,2007).

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

sintesis de ADN complementario (ARBN

2.5 Sintesis de ADNc (ADN complementario)

La sintesis de ADNCc se basa en el proceso de la transcripcion 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 requierehadoe (oligo dT) que se unen

a |l a cola de poli (A) d@®eévine26)r e mo 36 del

2.6 Reaccién en cadena de la polimerasa (RPCR)

La molécula del ARN posee una sola hebra y es termolabil por lo que es wecesari
realizar una transcripcion inversa (RT) como paso anterior a la amplificacién 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

transcriptaa inversgCortazar & Silva, 2004)

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

amplificacion deun 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 bab&eraus
aquaticus(denominadd@ aqpolimerasajebido asu accion eficiente entre los° Ty

80°C. (Cortazar & Silva, 2004)

Para llevar a cabo una reaatide PCR se requieren varios elementos como el molde
(ADN), dinucleétidos (dATPs, dCTPs, dGTPs, dTTPs), agua, buffer con magnesio,
cloruro de magnesio, oligonucledtidos (cebadores o primers en direcciones forward y
reverse),Tag polimerasa que a temperaardistintas cumplen con las etapas de la

PCR. Las etapas son desnaturalizacion, alineacion y extégsigimosa, 2008)

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

experimento, eespecial 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 tamafioelcualdebeer de 18 a 24 nucle-tidos,
gue debe ser G o C, contenido de GC deb@%®, evitar la aut@omplementariedad

para minimizar la posibilidad de formacion de estructuras secundarias, concentracion
del 0.20.5 puM y similitud con elmolde usado(Cortazar & Silva, 2004)Los
oligonucledtidos usados en este experimento fueron disefiados en base a un
alineamiento multiple de secuencias nucleotidicas altamente conservadas de polifenol
oxidasas de plantas cenes a la familia botanica deheobroma cacaalisponibles

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

Los fragmentos de ADN se separan de acuerdo al peso molecular en geles de agarosa
gue atlian como tamices moleculare€ dsta manera los fragmentoasrgrandes
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 voltgicseaa

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 geatlilla
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 Clonacién 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 ejetua r su funci-n de uni-n entre

fragmento de interés con el vector de clonacién (Bias.,2004).

2.7.2 Transformacion del ADN ligado en células competentes

La transformacién 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 medite ensayos de complementacién alfa (Gabtaad, 2006). Una vez que
las bacterias han incorporado el inserto, se valida didbamacion mediante la

extraccid y purificacion del ADN plasmidico.

Las bacterias competentes presentan una alteracion ddaggnlo que indica
defi ci enci a -ghlactosidasa § que sewconglantentébcuando la bacteria
acoge el plasmido que contiene el fragmento del gen lacZ; la compensaciéon de la

deficiencia es | o que se denomiaciém sec o mp|l €
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evidencia en el color de las colonias en presenciagi X IPTG. Las colonias azules
evidencian la complementacion de la deficiencia y las blancas indican la introduccion
del inserto que i nt egalaatosigasn, perllontd noshgyme nt o

complementacion.

2.7.3 Extraccion ADN plasmidico.

Los plasmidos son moléculas de ADN gue no son necesarias para la viabilidad
de la bacteria, se replican independientemente del ADN cromosomico bacteriano y son
de interés cientifico para facilitar lbbnacién de segmentos de intefésr lo que, para
la extraccion de ADN plasmidico se escodm plasmidogjue hayan asimilado el
segmento de interémserto)y se provoca una lisis bacteriana que libere el contenido
intracelular para luego visualizarlogediante corrida electroforética en gel de agarosa

(Galvanet al,2006).

2.8 Secuenciacion

El orden que tienen los nucle6tidos 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 nucledtidos en un fragmento de interés es lo que diferencia una especie de otra

(Marquezet 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 solamentauwn iniciador y dideoxinucleétidos (ddNTPSs)
mar cados radioactivamente y que no posee
que al finalizar la amplificacion del fragmento, estos se cortan y se obtienen
fragmentos de distinta longitud que terminan en TE& que luego se analizan

electroforéticamente (Marquet 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. El método de Sanger se ha optimizado en
sus etapas prontasmo la PCR, el aislamiento de la polimerdsa, el marcajedel

ADN vy el desarrollo de los secuenciadores automatizétdNecochea & Canul,

2004)

2.9 Caracterizacion

La caracterizacién genéticampara las secuencids 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 graficos denominados arboles fildgeséque determinan la
compatibilidad de los genéSentros 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 prodeda ensayo de cacaacional
establecido inicialmente en la Finca La Buseta bajo un proyecto de cooperacion entre
la United Fruit Company y el gobierno de Ecuadpriacipiosde la década de 1940,
ubicada en el Centro de Cacao de Aroma Tenguel (CA4E)mazorcas de cacao
Nacional procedian de huertas cacaoteras tradicionales del centro y sur del Litoral
Ecuatoriano. La seleccion de las plantas se bas6 en caracteristicas sobresalientes
nivel agronémicaa partir de arboles productivos y poca incidera enfermedades
como Moniliophtora perniciosay Moniliophtora roreri (Amoreset al, 2009) A

partir, de ahi, en el afio 2000 se replicdé un ensayo clonal en la Kipearkental La
Represa (figura)2 siendo éste el lugar de recoleccion del material vegetal empleado

en ese trabajo

Se trabaj6é con tejido foliar proveniente de plantas resistentes (clon L8H12) y
susceptibles (clon L44h88) de |l a finca e
clones reportados como resistentes y susceptibles a monilia y a otras enfermedades,

segun (Ameeset al.,2009) y (Sanchekoraet 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 plantacién de 3x3 m, con

una densidad poblacional de 1111 plafitactarea.

Al momento de la recolecciofgs hojas se sumergier@m nitrégeno liquido, skas
etiquetd y se trasladaronasta el laboratorio de Bialta Molecular, donde se

conservaromasta su uso
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Figura 2. FincaExperimental la Represa de la UTHQgar de recoleccién del material vege

3.2 Extraccion de ADN gendmico de cacao

Para validar la eficiencia de lotigonucledtidos e identificar posibles intrones en los

productos de amplificacion, se realizé la extraccion y purificacion de ADN genémico

de cacao en funcion de DNeasy Plant Mini Kit de Qiagen.
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A 100 mg de tejido fresco tejido macerado en presenciatdgemno liquido se le
afladieron 400 pl de buffer AP1 y 4ul de RNase A (100 mg/ml) y se agito por vortex.
Se incubo la mezcla por 10 minutos a 65°C y se mezclé cada par de minutos, se
afadieron 130 pl de buffer P3 y se incub6 por 5 minutos en hielo. Sedgrac
centrifugar por 5 minutos a 14000 rpm para luego pipetear el sobrenadante en una
columna de separacion QIAshredder. Se centrifugd por 2 minutos a 14000 rpm. Se
transfirid el sobrenadante a un nuevo tupo de 1.5 ml y se afadié 1.5 volimenes de
buffer AW1. Se transfirié la mezcla a una nueva columna de separacion y se centrifugo
por 1 minuto a 8000 rpm. Se descart6 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 trasfirio la columna y se diluy6 el ADN con buffer TAE.

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

con tincion de bromuro de etidio en tampdn de electroforesisIMAE

3.3 Extraccién y purificacion de ARN total de cacao dalta calidad

3.3.1 Eliminacién de ribonucleasas
Antes de la extraccion y purificacién del ARN del material vegetal, todos los
materiales, soluciones y reactivos se trataron con dietilpirocarbonato (DEPC) a una
concentracion de 1 miL.de agua. El DEPC es umtente inhibidor de ARNasas
empleado en todos los laboratorios del mundo que trabajan con tecnologia basada en

ARN.

3.3.2 Meétodos de extraccion de ARN

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

para frutos de kiwi, manzana, y hojas diraznoque contienen altos niveles de
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polisacaridos y compuestos polifenoles, basado en el matebdromuro de

cetiltrimetilamonio(CTAB).

Debido a que los tejidos utilizados gohunet al.,2002, son muy similares al cacao

en cuanto a su recalcitrangia su dificultad por aislar ARNe alta calidadse realizo

la extraccion de ARN de cacao siguiendo las recomendaciones de los autores con la
salvedad de que en lugar de utilizar esferas derdaorquara macerael tejido, se uso

nitrogeno liquidgara macerar el tejido.

En una modificacion se trabajé con dos muestras de tejido (100 y 30Deraj)i en
adelante, se sigui6 cuidadosamente cada uno de los pasos descritos por los autores. E
una neva modificacion, se trabajé con mayor cantidad de tejido- (B000 mg).
Ademas, se &6 tampdn de lavado y tampém @xtraccion a cada muestra,
calculando el volumen de cada solucién de acuerdo a la cantidad de tejido utilizado a

razon de 10 ml dempon por gramo de tejido.

3.3.2..2 Método descrito por Reid et al., 2006
Este método, detalla un protocoloiapzado para la extraccion @&RN de uva
y la determinacién estadistica de genes de referencia paPRCRTen tiempo real

durante el desarrollo de laayas.

Al emplear este método para hojas de cacao, no se consiguio &Riddotal, por

tanto, se incluyeronos modificacionesprimero se incluyé un paso de laeadel

tejido segun Chun et al., (2002), este paso es fundamental para eliminar restos
cdulares yexcesiva agua del tejido antes de la extraccion. Ademas, se incrementé la

concentracion de THBICI de 100 mM a 30€nM en el tampon de extraccion.

Posteriormente, emna £gunda modificacion, las hgjgrovenientes de plantas sanas

y enfermas se maceraron con nitrogeno liquido hasta obtener un polvo fino y se afiadio
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buffer de extraccion (300Mm Tr4CI, 25mM EDTA, 2M NacCl, 2% CTAB, 2%
PVPP, 0.05% espermidina y 2% mercaptoetanol antes de usar) peatalaré5°C.
La proporcién de tejido y buffer de extraccion fue de 1@ anllpor cada gramo de

tejido. B pellet obtenido des@s de la extraccion se precipan LiCl 10M.

3.3.3 Tratamiento del ARN con ADNasa
Para eliminar la presencia del ADN gendmico amteia la extraccionedARN,
se empled la enzima DNasede Invitrogen queconsiste era digestion de ADN
monocatenario y bicatenario a oligodeakionucledtidos con un fosfato en el extremo
5 &Se afadio la muestra de ARN con buffer de reaccién, skéafial de DNase | y
se llevo a volumen de 10 ul 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 sintesisd® DNc se us - e juego de -Stramdcti vo
Synthesis for RPCRO0 de I nvitrogen, siguiendo | a

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

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

Sintesigle ADNc a partir de ARN total

Componente Cantidad
ARN n ul
50 uM Oligo (dT) 1l
10 mM dNTP mix 1l
Agua-DEPC Hasta completar la reaccién a 10 |

Elaborado por la auto(@017)

El procesale sintesis de ADNc consiste en la rétescripcion de ARN en una hebra

de ADNCc, con lo cual se reduce la inestabilidad térmica de la molécula. Como molde
para la reaccién se usa una mezcla de ARN en conjunto con una ADN polimerasa
dependiente de ARN,ug se denomina transcriptasa inversa, que vinculados a un

cebador se ligan a |l a cola de poli (A) di

A esta mezcla se le afadio la siguiente combinacion de reactivos 10x RT Buffer, 25

mM MgCI2, 0.1 M DTT, RNase OUT y Superscript Il RT segudiincubacion 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
altimo, se afiade 1pl de RNase H y se incuba a 37°C por 20 minutos. Se guarda el

ADNCc sintetizado a20°C.

3.5 Amplificacion por PCR
Para los ensayos de amplificacion, se disefiaron tres parejas de oligonucleétidos (Tc
Fw4/TcRev4; TeFw5/TcRev5; TeFw6/TcRev6)a partir de secuencias altamente

conservadas de PBQue fueron probados de manera independiente y combinados
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entre ellos para obtener mayor probabilidad de hibridacion, empleando ADN
genomico como moldé.odos los oligonucleétidos empleados en este trabajo fueron

sintetizados y suministdos por Sigm&ldrich (tabla 2.

Tabla 2.

Oligonucledétidos empleados en este trabajo

Oligonucledtido Temperatura de melting °C Secuen8doa (
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 termocletdiiier
based y las condiciones de amplificacion se ajosta las temperaturas de nrgjti
(Tm) de los oligonucledtidos y a las especificaciones de uso para la draaalA

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

Mix para PCR
Mix de PCR
Componente Volumen por reaccion
10X PCR buffer Mg 2 ul
50mM MgCl; 2 ul
10mM mezcla de dNTPs 2 ul
Juego de primers (10 uM) 2 ul clu
Taq ADN polimerasa 0.5ul
H20 millig hasta un volumen de 25 ul

Elaborado por la auto@017)

Las condiciones de amplificacién para los oligonucleétidos, se detallan en la tabla 4.

Tabla 4.

Condiciones de amplificacion para PCR

Etapa Temperaturg Tiempo | N° de ciclos
Desnaturalizacion inicial 94°C 4 min 1
Desnaturalizacion 94°C 1 min
Union del cebador 58°C 30s 40
Extension 72°C 45 s
Extension final 72°C 7 min 1
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Mantenimiento 4°C b

Elaborado por la autora (2017)

3.5.2 Electroforesis de ADN

La separacion y validacion de los productos de PCR se reakiante
electroforesis horizontal en geles de agarosa con tincion de bromuro de etidio. Los
geles se prepararon en tampon T@ES, acetato de sodio, EDJAX que contiene:

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

3.5.2..1 Analisis de los geles
Los gels se analizaron con un fotodocumentadorG@ Imager, Life
Technologies) digital que incorpora un transiluminador ultravioleta UVP y una camara

digital de alta resolucion.

3.5.3 Purificacion de los fragmentos de ADN de geles de agarosa

Los fragmentos de ADN aplificados y separados mediante electroforesis se
cortaron con un bisturi, evitando la contaminacion entre las bandas. Seguidamente, se
purificaronconekiti Pur el i nk Qui ck Gel Extractiono

instrucciones del fabricante.

Se dsuelve 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
disoluciény se afadié 1 volumen de isopropanol. En una serie de pasos que
consistieron en limpiezas con columnas de separacion y centrifugacion se purificé el

ADN. El producto se almacené20 °C.
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3.6 Ligacion del ADN para clonacion

El inserto/gen amplificado y purdado, se ligo con el vecto€R 2.1 mediante la
enzima T4 ADNIligasa, incorporada en &gt i The Or iTgA n@l oni ng Ki
Invitrogen siguiendo lasnstrucciones del fabricant&n 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 reaccion 2 ul
Vector pCR 2.1 2 pl
Agua A un volumen de 9 pl
ExpressLink T4 ADN ligasa 1l

Elaborado por la autora (2017)

Se incubd la reaccidn de ligacion a temperatura ambie22(Z5) por un minimo de

15 minutos.

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

deEscherichia colguimio-c o mpet ent es, estirpe DH5U.

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

incorpora el medio SOGS(@per Optimal Colony un medio usado en el paso final de
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la transformacid de células bacterianas para obtener mayor eficiencia en la

transformacion d&. 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,
incubaron en hielo por 30 minutos, luego se las sometié a choque térmico por 30
segundos a 42 °C y se las transfirio 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 ul de cada transformacion
a platos de Petri con medio L@uria-Bertani) cuyo contenido consta dgacto
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, mieas que, las que no lograron incorporar el inserto

fueron de color azul.

3.6.1..3 Escrutinio de colonias
Las colonias blancas (que camten el inserto) se sometie@ansayos poPCR
para la amplificacion del fragmento del gen de interés, empleangwifosis Tc-

Fw6/TcRev4

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

medio LBa 37°C toda la noche.
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3.6.1..4 Purificacion de ADNplasmidico
El ADN plasmidco fue purificado mediante kit PureLinkHQ Mini Plasmid

Purification deacuerdo a las instrucciones del fabricante.

Se tomaron b ml de los cultivos que se dispusieron toda la noche a crecimiento y se
centrifugaron para remover el medio. Se afiadieronu2s@ buffer R3 y 25Ql de

buffer L6 y se incubaron por 5 minutos a p@ratura ambiente. La precipitacion se
realizo afladiendo 350 pl de buffer N4 y se centrifugd por 10 minutos a 120@&ex
coloco el sobrenadante en la columna y se afiadieron 500 ul de buffer de lavado W10
con etanol. Se incubd por un minuto a temperauarhiente. Se afiadieron 700 ul de
buffer W9 con etanol a la columna. Se colocé la columna en la centrifuga a 12000 x
por 1 minuto y se removio el etanol. Al final se resuspendid el ADN plasmidico en
buffer TE.La comprobacién de la purificion del ADN & realizd poelectroforesis

horizontal.

3.7 Secuenciacion de ADN

La secuenciacion de los fragmentos de interés se llevo a cabo en un secuenciador tipo
Li-cor 4300 DNA Analyzer que funciona con el método de Sanger, que pereinece
laboratorio de Biologia Motilar de la Universidad de Quevedlas secuencias de

ADN se obtuvieron mediante hibridacion con los oligonucleotidos universales M13
forward y M13 reversdanexo 9. Se secuencio 1 pg de ADN plasmidico en un
volumen de 15 pl deada muestré&e realizo el ensamblaje de secuencias eliminando
cincuenta nucle-tidos del extremo 306 en

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

Se utilizo el programa Bi&dit (USA) para laedicidnde secuencias y construccion de
alineamientosPara comparar nuestras secuencigdra secuencias de bases de datos
publicas se utilizé el programBLASTX (Altschul et al, 1990) que compara el
porcentaje de similitud con otras secuencias de PRCse trabaja con el
electroferograma proveniente del equipo secuenci&flatiineamiento de secuencias
se realiz6 en el programa CLUSTAL{WVhompsoret al.,1997) disponible otfine en

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

Para la busqueda y comparacion de secuencias de interésdié ala base de datos
publicaNCBI (National Centefor Biotechnology Informationy para el alineamiento
y traduccion de secuencias de ADN a proteinas se accEdiBASy Expert Protein

Analysis System)

Se realiz6 el ensamblaje de secuencias eliminandoxia@damente cicuenta

nucle-tidos del extr emo 30 en direcci

Reverse.
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Resultados y discusion

4.1 Extraccion de ADN gendmico de cacao

El método empleaden la extraccibn de ADNg fue eficientesg emple6 para
comprobar la eficiencia de los oligonucleétidos y para determinar la presencia de
posibles intrones al compararlo con productos de amplificacion con ABMONg

(ADN gendmico)extraido se validgosteriormenten geles de agarosa al 1% (p/v)

con tincién de bromuro de etidio en tampodn de electroforesisIMA@Egura 3).

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

amplficacion por PCR.

Electroforesis de ADNg en gel dgarosa 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

M: marcador de pesomoleculaTr ackl t E 100 pb D
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 d ARN total de alta calidad en plantas presenta una serie de dificultades,

su obtencién es determinante para subsecuentes ensayos moleculares como sintesis de
ADN complementarigADNc) mediado por retrotranscriptasa (RT), amplificacion por
PCR(Birtic & Kranner, 2006) (IslasFloreset al., 2006) amplificacion rapida de

ADN complementario fina(Portillo et al., 2006) y (Shi & Bressan, 2006)pasos

previos e imprescindibles parad@anadbn, 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 c@iesreficientes y que de algun
modogaranticen al investigador un 6ptimo resultado en la extracciamificpcion

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) pigmentogKim & Hamada, 2005)polisacaridogManickavelu

et al.,2007) poliquinonagMeisel et al.,2005)y otros metabolitos secundari(e
Keukeleireet al.,2006) Todos estos componentes vegetales pueden interactuar con
los &cids nucleicos, concretamente con el ARN formando complejos insolubles. Esta
interferencia quimica puede causdegradacion y bajos remgientos de ARN
mensajeros (ARNmM) como nu mecanismo de oxidacion dpolifenoles vy

coprecipitacion copolisacaridogWanget al.,2000)y (MoranteCarrielet al.,2014).

Algunos de los protocolos descritos para lgaecion de ARNde plantas ricaen
polisacaridos y compuestos polifendlicos incluyen el uso de pirrolidona vy
precipitacion con etanol, sin embargo, el useste reactivo no siemgse convierte

en un beneficigpara el investigaddiMoranteCarriel et al.,2014). La dificultad de
extraer ARN de estos tejidos con los métodos convencionales ya descritos, por lo
general siempre requiere incluir modificacionegtimizando procedimientos
especificos para ciertos tejidos vegetales. Las modificaciones descritas en este
protocolo permitieron la extraccion y purificacion de ARN de cacan suficiente
pureza y calidad, que se espera funcione en otras plantas @eesiroaracteristicas

(anexo 6)

La extraccion de ARNle cacasupone un desafimportantepara la invesgacion
debido a la complejidad yrecalcitranciadel tejido foliar por lo quefue necesario
incluir varias modificaciones a los dos métodos de eciiba descritos por Chuet

al., (2002) y Reicet 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

ADNc.

4.2.1 Método descrito por Chun et al., (2002)
Aunque este método ha sido eficientemente detadmbara frutos de kiwi,
manzana y hojas de durazno caltos niveles de pdaacéaridos y polifenoles, su

aplicacionen tejidos de cacao no permaittbtener ARN total (figura 4).

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

M 1 2

2072pb —>

600 pb—» B

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (p/v) para hojas de
provenientes de plantas resistentes y susceptibles a monilia, mediante el m
Chun et al., (2002) sin modificaciones. M: marcador de peso molécllar a ¢ k

pb DNA Ladder, Invitogen);Calle 1: HPR (hojas de plantas resistentes); Calle 2
(hojas de plantas susceptibles). Se cargdé en cada calle 1 pl de cada pro
extraccion mas 2 pul de tampoén de carga y 3 ul de-a&ftRC.

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

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

cacao (figura 5).
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Electroforesisen gel de agarosa al5% (p/v) para hojas de cace
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 resis
susceptibles a monilia, usando el método de Chun et al., (2002) con modificacic
marcador de peso moleculerTr ack |l t E 100 pb DNoalle LL:eHel
(hgjas de plantas resistentes), calle 2: HPS (hojas de plantas susceptibles). Se cary
calle 1 pl de cada producto de extraccién mas 2 pul de tampén de carga de ARN
aguaDEPC.

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

Reid y su grupo deolaboradores 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 ri#kados esperados (figura 6).

Al incluir modificaciones a lo largo del protocolo original se consiguio obtener ARN
totd decalidad para hojas de cacao. Por tangolod dos métodos empleados en esta
investigacion, unicamente el método descrito por Reidal., (200§ con
modificaciones, permitié optimizar un protocolo para la extraccion y purificacion de
ARN total de calidad para hojade cacaoA continuacion se detalla cada uno de los

pasos del protocolo optimizado en este trabajo.
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Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (p/v) para hojas de
provenientes de plantas resistentes y susceptibles a monilia

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (p/v) para hojas de plantas resist
susceptibles a monilia, usando el método de Reddl,gf2006) sin modificaciones. M: marcal
de peso moleculaf Tr ackl t E 100 pb DNcale L: &BERl(kojas de pplarn
resistentes), calle 2: HPS (hojas de plantas susceptibles). Se cargé en cada calle 1
producto de extraccion masul de tampoén de carga de ARN y 3 pl de afzPC.

4.2.3 Protocolo optimizado parala extraccionde ARN total de cacao

4.2.3..1 Fragmentacién de la muestra

Las hojas se fragmentaron en un mortero en presencia de Nitrégeno liquido,
hasta conseguir un polvo muy finoeg§pués de la maceracion, el tejido se colocé en
tubos Falcon de 50 ml y se almacen6 nuevamentéatgsgBholiquido 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 extr486idmM
Tris-HCI, 25mM EDTA, 2M NaCl, 2% CTAB, 2% PVPP, 0.05% espermidina y 2%
mercaptoetangjusto antes de usamrecalentado a 65°C por cada gramo de tejido
macerado. A continuacion, el tejido se homogenizé por vortex durante un minuto y se
incub6 a 632 durante 10 minutos, con agitacion leve cada dos minutos. Después de
la incubacion, se afiadié un volumen igual (12 ml) de clorofésmamilalcohol (24:1

v/v), se homogeniz6 nuevamente por vortex durante 1 minuto hasta conseguir una
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emulsion y se separardas fases por centrifugacion a 350§ por 15 minutos a 4°C.

El sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo y se volvi@straer con un volumen
igual de cloroformdasoamilalcohol (24:1 v/v) a 17200 g por 35 minutos a 4°C.
Nuevamente se transfirid sobrenadante a un nuevo tubo y se afadi6é 0.1 vol 3M
NaOAc (pH 5.2) y 0.6 volumenes de alcohol isopropilico frio. A continuacion, se
homogeniz6 por vortex y se conservé48°C por una hora. Consecutivamente se

centrifugd a 17200 g por 40 minutos a 4°C.

4.2.3..3 Precipitacion
El pellet resultante de la extraccion se disolvié en 1 ml de R&IRC, se afiadio
0.3 vol de LiCl 10 M y se incub6-20°C durante 4 horas. Posteriormente se centrifugo

a 17200 xg por 40 minutos a 4°C y se eliminé el sobrenadante.

4.2.3..4 Elucion.

El pellet de ARN se lavo con 1 ml de etanol frio al 70%, se dej6 secar en la
campana de flujo laminar durante 10 minutos y posteriormente se resuspendié en 40
ul de agua tratada con DEPC. Una parte de los productos de extraccion fueron
visualizados medi#e electroforesis horizontal. El resto de producto se almacené a

40°C.

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

tefiido de bromuro de etidio en tampon de electroforesisalAk (Figura 7Ay 7B).
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Electroforesis de ARN total en geles de agarosa al 1.5% (p/v) para hc
cacao provenientes de plantas resistentes y susceptibles a monilia

Figura 7. Electroforesis de ARNotal en geles de agarosa &%. (p/v). A, se muestran |
productos de extraccién de ARN a partir de HPR (calles 1 y 2). B, se muestran los p
de extraccion de ARN a partir de HPS a monilia (calles 3 y 4). M, marcador de peso n
(TrackltE 100 pb DNMNAcaighahdaga calle 1 i deicada progie
extracciébn mas 2 ul de tampon de carga de ARN y 3 ul de- RgEeC.

4.2.5 Cuantificacion del ARN.

La cuantificacion del ARN se realizé 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 relacién 260/280 evidencio la ausencia de proteinas contaminantes en
los productos de extraccion, cuyo rango estuvo comprendido en2e l1a8elacion
260/230,mostro un bajo nivel de contaminacion por polisacaridos, carbohidratos y

compuestos fen-lico, cuyo rango fue O02.

Tabla 6.

Cuantificacion de ARN total por espectrofotometria

Gel Rendimiento ug g* A260/280 A260/230 Calidad
Calle1 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 Amplificacién de un gencodificante de polifenol oxidasa de cacao

Los ensayos de amplificaci@e realizaron con oligonucleétidos disefiados a partir del
alineamiento multiple de secuenc@®dictivasde PPOs en plantas, disponibles en
GenBank. De manera especifica se favorecié a aquellas secuencias nucleotidicas de

PPOs cercanas a la familia batandelTheobroma cacaab.

De modo que se probardares parejas de oligonucleotidos {Fevd4/ TcRev4; Te
Fwd5/ TeRev5; TeFwd6/ TecRev6) de manera independiente, usando ADNg como

molde para comprobar la eéoicia de los oligoucledtids (Figura8).

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

M 1 2 3

2072 pb—>

600 pb—»

Figura 8. Electroforesis de ADNg en gel de agarosa al 1% (p/v). Se mue
amplificacion por PCR. Calle 1: Tewd4 y TcRev4; Calle 2: Tdwd5 y Te
Rev5; Calle 3: Tdwd6 y TeRev6. M: marcador de peso moleculail r a ¢
100 pb DNA Ladder, InvitrogenBe cargdn cada calle 1 pl de cada product
extraccion mas 2 ul de tampdén de carga de ADN y 3 ul de agua.

El gel de electroforesissando ADNg como moldauestra la ausencia de productos

de amplificaciorpor PCRen las calles 1 y 3, a diferencia de la calle 2

42



Como estrategia para aumentar la capacidad dedadidn, se probaron varias
mixturasde oligonucleotidos; Féwd4/ TeRev5; TeFwd4/ TeRew; Tc-Fwd5/ Te

Rev4; Tc-Fwd5/ TeRev6; TeFwd6/ TeRev4; TeFwd6/ TeRev5 (Figura R

Electroforesis de ADNgn gel deagarosa al 1% (p/v) para hojas de caca
M 1 2 3 4 5 6

2072 p

600 pb

Figura 9. Electroforesis de ADNg en gel de agarosa al 1% (p/v). M, marcador de peso m
(Trackl tE 100 pb D;XAlel @cHvwdd/ TcRevs; Galld 2t TiFwvafd ¢
Rev6; Calle 3: Tdwd5/TcRev4; Calle 4: Tdwd5/TcRev6; Calle 5: Tdwd6/TcRev4
Calle 6: TeFwd6/TcRev5. Se cargd en cada calle 1 pl de cada producto de extraccién r
de tampén de carga de ADN y 3 pl de agua.

La banda que aparece en la calle 3, se debe a una hibridacion inespecifica de los
oligonucleotidos Td=wd5/TecRev4 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 ks Ultimos afios han aparecido en el mercado juegos de
reactivos para la sintesis de ADNc paralRC R . E I kit AShrang er Scr
Synthesis Systemfor RFCRO de I nvitrogen fue usado
reacciones dADNc fueron utilizadapara los siguientes ensayos de amplificadién

secuencias codificantes de PPOs por PCR

Unicamente los oligonucleo6tidosd-Fw5/TcRev5; Tc-Fw6/Te-Rev4 que hibridaron
con el ADN gendmico se emplearon en ensayos de amplificacion con ADNc, siendo
la pareja de oligonucleétidogc-Fw6/TcRev4 la que hibridd de manera especifica

con el ADNc, obteniéndose un fragmento de 1000 pares de basea (D).

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

M 1 2

Figura 10. Electroforesis de ADNc con el juego de oligonucledtidosWwl6 y TecRev4 el
gel de agarosa al 1% (p/v). M, marcador de pesecntdr( Tr ack | t E 100
Invitrogen); Calle 1: ADNc de HPR; Calle 2: ADNc de HPS. Se carg6 en cada calle .
cada producto de extraccion mas 2 ul de tampdén 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
APurelink Quick Gel ,derduerdo@dbkinstrucgionesalel | nv i t

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 purificadc
M 1 2 3 M 4

2072 ph_, g2 2072 ph_,, S—

600 pb_,, I 600 pb
g e e R
Figura 11. Electroforesis en geles de agarosa 1% de fragmentos de ADN purificados. A. J
oligonucleotidos utilizado T€wd6 y TeRev4. Calle 1: molde de ADNg, calle 2: molde ADNc de
calle 3: molde de ADNc de HPS. B. Juego de oligonucleétidos usa@fevdsy Tc-Rev5. Calle ¢

molde ADNg. M\mar cador de peso molecul ar ( Tr &edadig
en cada calle 1 pl de cada producto de extraccién méas 2 ul de tampdn de carga de ADNy 3 p

En los carriles 1, 2 y 3 se evidencian bandas de similares pares de bases, provenientes
de hoja de planta resistente yastible a monilia. La calle 1 muestrataplificacion

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 vectorde clonaciény transformacion en células

competentes

Los fragmentos purificados se ligaron con el veptoR 2.1 y se transformaran
células competentes dscherichia colDH5 U, con el kit AThe Or

Kito, gue | uego se seleccionaron medi ani

Las c®l ulas que se transformBronocohoefuk

dispuestas en placas de Petri conteniendo medio LB (Luria Bertani) con IPG&, X
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y ampicilina debido al gen de resistencia al antibiotico que tienen incorporado las
células transformadas. Las coloniagdeolicrecieron y adoptarondacolores azul o

blanco, siendo las blancas las que incorporarorsettima su genoma (figura 12).

Colonias de=scherichia coltransformadas

Figura 12. Colonias deEscherichiacoli blancas y azules

Posteriormente, las colonias blancasedeoli 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 agarosd % (p/v)

1 2 3 WV

Figura 13 Electroforesisen gel de agarosa al 1% (p/v) geoductos d
amplificacion de las colonias que han logrado incorporar el inggatie 1: ADN(¢
de cacao, calle 2: ADNplasmidico HPR, calle 3: ADNplasmidico H¥:
marcador de peso mol ecular (Track

Unavez 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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