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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 patdogenos 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 ADNc, 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
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
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Abstract

n Ecuador, cocoa plantations have low production averages

due to the diversity of pathogens, especially the infection
by Moniliophthora roreri (monilia). It is believed that there is
a relationship between the attack of the fungus and increased
levels of expression of genes encoding polyphenol oxidases
(PPOs) as a defense mechanism against pathogens and
herbivores in different plants. For the identification of genes
that code for PPOs, National cocoa leaves were selected, from
resistant and susceptible plants to monilia, located in the Finca
Experimental La Represa, property of the Universidad Técnica
Estatal de Quevedo. A high-quality total RNA extraction
protocol was recalculated for recalcitrant cocoa leaves. After
its retrotranscription to cDNA, PCR amplification assays will
be carried out with different primers, from the conserved
sequences of PPOs. The amplification products allowed the
identification of a 961 bp gene, similar to a gene that codes for
the predictive PPO of Theobroma cacao deposited in NCBI
(XP_017978715.1). The identification of this gene is essential
to evaluate future levels of expression and quantification
in different stages of fruit development. This reading
quantification will propose control tools for monilia and build
the bases for the genetic improvement of the National cacao.

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

acalidad 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
quesatisfagan susnecesidades. La calidad se valoramediante 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 liberacion de sus contenidos lo que hace
posible la reaccion enzimatica (Liao et al., 2006; Morante et
al.,2014).

Las polifenol oxidasas son enzimas que usan el oxigeno
molecular para convertir los fenoles en quinonas (Mayer,
2006; Tran et al., 2012). La oxidacién de los sustratos
fenolicos es catalizada por las enzimas PPOs que da como
resultado la formacion de un complejo proteico y la aparicion
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 patogenos, incluso con una
disminucion 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 economico 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,

90 Ciencia y Tecnologia. 2017. 10(2): 89-101

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 biotecnologicas 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 biologicos de defensa de las plantas de
cacao frente a patogenos.

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,
especialmente la monilia (causada por el hongo
Moniliophthora roreri), que causa maduracion prematura,
marchitez, secamiento hasta llegar a los abultamientos y
la momificacién de la mazorca con lo que se presume el
contagio del resto de la plantacion que puede llegar hasta el
80% de la plantacion (Solis y Suérez, 2006; Villavicencio y
Jiménez, 2010).

Para la realizacion de la investigacion se pretende la
identificacion molecular de 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, con
el objetivo de mejorar la cadena productiva, los réditos
percibidos y la valoracion a nivel mundial de este producto.

Materiales y métodos

Extraccion de RNA de hojas de cacao
Recoleccion del material vegetal

Se usaron hojas de cacao nacional (Theobroma cacao L.)
procedentes de arboles seleccionados por sus caracteristicas
sobresalientes a nivel agrondmico como productividad y
poca incidencia a enfermedades, recolectados en la Finca
Experimental La Represa, de la Universidad Técnica Estatal
de Quevedo, ubicada en Quevedo, provincia de Los Rios.

Se trabajo 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). Al momento de la recoleccion, las hojas se
sumergieron en nitréogeno liquido y se conservaron a -80°C
hasta su uso.

Extraccion de DNA genomico de cacao

Para validar la eficiencia de los oligonucledtidos ¢
identificar posibles intrones en los productos de amplificacion,
se realizo la extraccion y purificacion de DNA gendmico de
cacao en funcion de DNeasy Plant Mini Kit de Qiagen.
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Extraccion y purificacion de RNA total de cacao de alta
calidad
Eliminacién de ribonucleasas

Los materiales, soluciones y reactivos se trataron con
dietilpirocarbonato (DEPC), inhibidor de RNAasas, a una
concentracion de 1 ml L' de agua.

Método de extraccion de RNA descrito por Morante ef al.
(2014)

Para la extraccion de RNA total se trabajo con el
protocolo de Morante et al. (2014) para plantas con alto
contenido de polisacaridos y polifenoles. Debido a que los
tejidos utilizados por Morante et al. (2014), son muy similares
al cacao en cuanto a su recalcitrancia y a su dificultad por
aislar RNA de alta calidad, se realizo la extraccion de RNA de
cacao siguiendo las recomendaciones de los autores.

Dentro de las modificaciones estan las variaciones
de peso de tejido (100-300 mg y 500-1000 mg), adicion de
tampon de lavado y tampon de extraccion a cada muestra de
manera individual.

Las hojas provenientes de plantas sanas y enfermas se
maceraron con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino
y se afiadi6 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 precipitd con LiCl 10M.

Tratamiento del RNA con DNAasa

Para eliminar la presencia del DNA genomico asociado
a la extraccion de RNA, se empled la enzima DNase I de
Invitrogen, que consiste en la digestion de DNA monocatenario
y bicatenario a oligodeoxi-ribonucledtidos con un fosfato en
el extremo 5°. Se afiadi6 la muestra de RNA con buffer de
reaccion, se afadio 1 pL de DNase Iy se llevo a volumen
de 10 pL con agua tratada con DEPC. Tras la adicion de los
componentes se inactivo la enzima y se incubo a 65 °C.

Sintesis de cDNA (DNA complementario) para ensayos de
amplificacion por RT-PCR

Para la sintesis de cDNA se usé el juego de reactivos
“Super Script III First-Strand Synthesis for RT-PCR” de
Invitrogen, siguiendo las instrucciones del fabricante. Como
molde se empled el RNA total de cacao tratado con DNAse [
para el ensayo de retrotranscripcion (RT) (Cuadro 1).

A esta mezcla se le afladio la siguiente combinacion de
reactivos 10x RT Buffer, 25 mM MgCl2, 0.1 M DTT, RNase
OUT y Superscript III 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 afiade 1 pL de

Cuadro 1. Sintesis de cDNA a partir de RNA total

Componente Cantidad
RNA nulL
50 uM Oligo (dT) 1 uL
10 mM dNTP mix 1 ulL
Agua-DEPC Hasta completarﬁa reaccion a 10
n

RNase H y se incuba a 37 °C por 20 minutos. Se guarda el
cDNA sintetizado a -20 °C.

Reaccion en cadena de la polimerasa
RT-PCR

El c¢DNA sintetizado previamente se utilizd como
molde para los ensayos de amplificacion. De manera que,
se prepararon las reacciones de PCR y 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 oligonucledtidos y a las especificaciones de uso para la
enzima Taq DNA Polymerase Recombinant de Invitrogen.
La mezcla de PCR contenia 10.5 pL de agua Milli-Q, 2 pL
de buffer PCR 10X, 2 pL de MgCl, 50mM, 2 uL de dNTPs
10mM, 2 pL de cada oligonucledtido 10mM, 4 uL de molde
de cDNAy 0.5 pL de Tag-polimerasa.

Oligonucleétidos utilizados

Se disefiaron tres parejas de oligonucleotidos (Tc-
Fw4/Tc-Rev4; Tc-Fw5/Te-RevS; Te-Fw6/Tc-Rev6) a partir
de secuencias altamente conservadas de PPOs que fueron
probados de manera independiente y combinados entre
ellos para obtener mayor probabilidad de hibridacion,
empleando DNA genomico y cDNA como moldes. Todos los
oligonucleotidos empleados en este trabajo fueron sintetizados
y suministrados por Sigma-Aldrich (Cuadro 2).

Electroforesis de DNA en geles de agarosa

La separacion y validacion de los productos de PCR se
realiz6 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; | mM EDTA, 20 mM acido acético.

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
resolucion.

Purificacion de los fragmentos de DNA de geles de agarosa

Los fragmentos de DNA amplificados y separados
mediante electroforesis se cortaron con un bisturi, evitando la
contaminacion entre las bandas. Seguidamente, se purificaron
con el kit “Purelink Quick Gel Extraction” de Invitrogen de
acuerdo a las instrucciones del fabricante.
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Cuadro 2. Oligonucleotidos empleados en este trabajo

Oligonucledtido Temperatura de

Secuencia (5°-3°)

melting °C
Tc-Fwd4 58.8 AAAGAAGACGGAATTGTTCA
Tc-Fwd5 54.7 GTATTCATGCGTAAAGTAGATC
Tc-Fwd6 56.9 TGGCAGATTTGAACTACTTC
Tc-Rev4 56.9 CCTTCAATTGTTACACTGCT
Te-RevS 57.6 GAGGACTCAAATTTGTTTCC
Tc-Revo 57.8 TCCTTCAATTGTTACACTGC

Ligacion del DNA para clonacion

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

Transferencia de DNA a Escherichia coli mediante
transformacion

Las moléculas obtenidas en la ligacion se procedieron a
transformar en células de E. coli quimio-competentes, estirpe
DH5a.

Transformacion de E. coli y siembra de colonias

Para la transformacion, se empled el kit One Shot
Transformation Protocol, que incorpora el medio SOC
(Super Optimal Colony). Al momento de la transformacion
se dispusieron las células en hielo. Se colocaron 2 pL de la
reaccion de ligacion en los viales que contienen las células
competentes, se incubaron en hielo por 30 minutos, luego se
las someti6 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 puL 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
incubacion a 37 °C toda la noche.

Para la posterior identificacion mediante ensayos de
complementacion o, se suplementd al medio solido IPTG
02 mM y 40 pg mL' X-gal, de manera que las células
transformadas que incorporaron el inserto fueron de color
blanco, mientras que, las que no lograron incorporar el inserto
fueron de color azul.

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-Rev4. Las colonias seleccionadas y comprobadas por PCR
se dispusieron a crecimiento en medio LB a 37 °C toda la
noche.
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Purificacion de DNA plasmidico

El DNA plasmidico fue purificado mediante el kit
PureLink HQ Mini Plasmid Purification, de acuerdo a las
instrucciones del fabricante.

Secuenciacion de DNA

La secuenciacion de los fragmentos de interés se llevo a
cabo en un secuenciador tipo Li-cor por el método de Sanger.
Las secuencias de DNA se obtuvieron mediante hibridacion
con los oligonucledtidos universales M13 forward y M13
reverse. Se secuencio 1 pg de DNA plasmidico en un volumen
de 15 uL de cada muestra.

Caracterizacion de un gen codificante de polifenol oxidasa
(PPO)

Se utilizo 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 realizo 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
traduccion de secuencias de DNA a proteinas se accedi6 a
ExPASy (Expert Protein Analysis System).

Se realizd el ensamblaje de secuencias eliminando
aproximadamente cincuenta nucledtidos del extremo 3’ en
direccion Forward y del extremo 5’ en direccion Reverse.

Resultados y discusion

Extraccion de RNA total de cacao

La extraccion de RNA de cacao supone un desafio
importante para la investigacion debido a la complejidad y
recalcitrancia del tejido foliar, por lo que se utilizo el método
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Electroforesis de RNA total en geles de agarosa al 1.5% (p/v) para hojas de cacao provenientes de plantas

resistentes y susceptibles a monilia

RNAr 28s
RNATr 18s

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

de Morante ef al. (2014) para plantas recalcitrantes para
conseguir el alto grado de pureza de RNA total imprescindible
para la sintesis de cDNA. Este método ha sido eficientemente
desarrollado para frutos como el nispero, uvas y rosas con
altos niveles de polisacaridos y polifenoles, su aplicacion en
tejidos de cacao permitio obtener RNA total (Figura 1).

Al momento de la cuantificacion por espectrofotometria
la proporcion A260/A280 evidencio la ausencia de proteinas
contaminantes en los productos de extraccion, cuyo rango
estuvo comprendido entre 1,8-2. La relacion 260/230, mostro
bajo nivel de contaminacion por polisacaridos, carbohidratos

y compuestos fenolicos, cuyo rango fue >2.

Amplificacién de un gen codificante de polifenol oxidasa
de cacao

Los ensayos de amplificacion se realizaron con
oligonucleotidos disefiados a partir del alineamiento multiple
de secuencias predictivas de PPOs en plantas, disponibles
en GenBank. De manera especifica se favorecio a aquellas
secuencias nucleotidicas de PPOs cercanas a la familia
botanica del Theobroma cacao L.

852pb
7777777777 852pb
e 800 pb
F5 F6 | F4
— XX i Proteina madura de PPO [ xx =
: R4
i T
| R
E» ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 11,53'!b ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, R5 |
§ 928 pb —
i 958pb 5
T R M s N I e |
927pb

Figura 2. Esquema de orientacion de los oligonucleétidos empleados en este trabajo. Las flechas indican la orientacion de los
oligonucledtidos (Forward y Reverse) y las lineas discontinuas indican la combinacién entre ellos. Los nimeros indican el tamaiio

teorico esperado de los fragmentos
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Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes
(Cuadro 3) una vez que se han definido los oligonucleodtidos
a usar:

Cuadro 3. Condiciones de amplificacion para PCR

Etapa Temperatura Tiempo N° de ciclos
Desnaturalizacion 94 °C 4 min 1
inicial
Desnaturalizacion 94 °C 1 min
Ligacion 58 °C 30s 40
Extension 72°C 45 s
Extension final 72°C 7 min 1

Se probaron tres parejas de oligonucleotidos (Tc-Fwd4/ Te-
Rev4; Tc-Fwd5/ Tc-Rev5; Tc-Fwd6/ Tc-Rev6) de manera
independiente, usando DNAg como molde para comprobar la
eficiencia de los oligonucleotidos (Figura 3).

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

2072pb — 5

600 pb

Figura 3. Electroforesis de DNAg en gel de agarosa al 1% (p/v).
Se muestra la amplificacién por PCR. Calle 1: Te-Fwd4 y Te-
Rev4; Calle 2: Te-FwdS y Te-RevS; Calle 3: Te-Fwd6 y Te-Reveé.
M: marcador de peso molecular (TrackIt™ 100 pb DNA Ladder,
Invitrogen). Se cargé en cada calle 1 pL de cada producto de
extraccion mas 2 pL de tampon de carga de DNA y 3 pL de agua

El gel de electroforesis usando DNAg como molde
muestra la ausencia de productos de amplificacion por PCR
en las calles 1 y 3, a diferencia de la calle 2. Como estrategia
para aumentar la capacidad de hibridacion, se probaron varias
mixturas de oligonucleotidos; Tc-Fwd4/ Tc-Rev5; Te-Fwd4/
Tc-Rev6; Te-Fwd5/ Te-Rev4; Te-Fwd5/ Te-Rev6; Te-Fwd6/
Tc-Rev4; Te-Fwd6/ Te-RevS5 (Figura 4).

La banda que aparece en la calle 3, se debe a una
hibridacion inespecifica de los oligonucleotidos Te-FwdS/
Tc-Rev4 con el DNAg. Por su parte, la banda en la calle 5
coincide con el tamao tedrico esperado (961 pb).
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Electroforesis de DNAg en gel de agarosa al 1% (p/v) para
hojas de cacao

M 1 2 3 4 5 6

2072pb —,

600pb —,

Figura 4. Electroforesis de DNAg en gel de agarosa al 1% (p/v).
M, marcador de peso molecular (TrackIt™ 100 pb DNA Ladder,
Invitrogen); Calle 1: Tc-Fwd4/Tc-RevS; Calle 2: Te-Fwd4/Te-
Rev6; Calle 3: Tc-FwdS/Tc-Rev4; Calle 4: Te-Fwd5/Tc-Revo6;
Calle 5: Tc-Fwd6/Tc-Rev4; Calle 6: Te-Fwdo6/Tc-Rev5. Se cargo
en cada calle 1 pL de cada producto de extraccién mas 2 pL de
tampon de carga de DNA y 3 pL de agua.

Unicamente los oligonucleétidos (Tc-Fw5/Tc-Revs;
Tc-Fw6/Tc-Rev4) que hibridaron con el DNA gendmico se
emplearon en ensayos de amplificacion con cDNA, siendo la
pareja de oligonucleotidos Tc-Fwo6/Tc-Rev4, la que hibrido de
manera especifica con el cDNA, obteniéndose un fragmento
de 1000 pares de bases (Figura 5).

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

M 1 2

2072pb . [

Figura 5. Electroforesis de cDNA con el juego de oligonucledtidos
Te-Fwd6 y Te-Rev4 en gel de agarosa al 1% (p/v). M, marcador
de peso molecular (TrackIt™ 100 pb DNA Ladder, Invitrogen);
Calle 1: cDNA de HPR; Calle 2: cDNA de HPS. Se cargé en cada
calle 1 pL de cada producto de extraccion mas 2 plLde tampén
de carga de DNA y 3 puL de agua

Los fragmentos de DNA amplificados y separados
por electroforesis, se recortaron en un transiluminador con
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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 6).

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 amplificacion de
DNAg, en contraste con las calles verdes 2 y 3 provenientes
de tejido sano y enfermo, respectivamente.

Purificacion de DNA plasmidico
El DNA 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 DNA plasmidico se verifico
por amplificacion por PCR con el juego de primers Tc-Fwo6/
Tc-Rev4 y se visualizo 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 7).

Secuenciacion de DNA

El método de secuenciacion utilizado en este trabajo
permitio obtener la secuencia completa del fragmento clonado
(Figura 8).

Electroforesis en geles de agarosa 1% de fragmentos de DNA purificados.
M 1 2

2072pb ——

3 M 4

2072 pb

600 pb

Figura 6. Electroforesis en geles de agarosa 1% de fragmentos de DNA purificados. A. Juego de oligonucledtidos
utilizado Tc-Fwd6 y Te-Rev4. Calle 1: molde de DNAg, calle 2: molde cDNA de HPR, calle 3: molde de cDNA
de HPS. B. Juego de oligonucledtidos usado Te-Fwd5 y Te-Rev5. Calle 4: molde DNAg. M: marcador de peso
molecular (TrackIt™ 100 pb DNA Ladder, Invitrogen). Se cargé en cada calle 1 pL de cada producto de
extraccion mas 2 pL de tampon de carga de DNA y 3 pL de agua

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

Vector pCR 2.1

—

Gen de interés >960 nt

M

[m—— +—— 2072 pb

600 pb

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v). Calle 1: producto de amplificacién de
DNA plasmidico purificado. M: marcador de peso molecular (TrackIt™ 100 pb DNA Ladder,

Invitrogen)
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Secuencia del gen PPO1-Tc

CTAGCTATGGCTTCTCCTGTCCTGCCGTCATCAACCCCAACCACTATTTCCAGCTCCCCCATTCAAACTTCCTT
CTTTCCAAAAACATGTCAACTTTTCTTGAATAAGAAGATCAAAAAGCCAGACTACTCCGGCCCAAGTAAAGT
AGTGTCATGCAAAGCCACGAACAATGGGAGCAAAGGAGACTCTTCTCTCAACAGGTTTGATAGAAGGGATC
TCCTGATTGGGCTAGGAGGTCTCTACGGGGCAACCATCCTTTCCAATGACCCATTTGCATTAGCAGCACCTAT
TGCCGCTCCTGATTTGACCCTTTGCGGTGATGCAACAATATCAGACACAACAAAAGAGACAGTCTATTGCTG
CCCACCAGAAACGACAAAGGTCATAGATTTCAAACCACCTACATATTCCAAGATACGCTATAGGTCTGCTGCA
CATTTAGTTGATCCTGACTACTTGGCTAAATTTACCAAGGCCATGGAGCTCATGAGAGCTCTTCCTGATGATG
ATCCACGTAGTTTCAAGCAACAAGCAAATATTCATTGTGCCTATTGTAACGGGGCTTATGATCAAGTAGGGTT
TGATCAAGATATTCAAGTTCATTTCTCGTGGCTCTTTTTCCCATTCCATAGGTTGTATCTTTATTTCTATGAAAG
GATTTTGGGCAAGCTGATTGGTGACCCGGATTTCGCCATGCCATTTTGGAACTGGGATGCCCCTGCAGGCATG
CCCATACCTGCCATATATGTAAACCCTAACTCTCCACTCTACGATGACAAGCGCAATGTTAACCATCAGGCACC
AAAGGTCGCTGATCTTGATTACAATGGCACTGATAAAGATATAACAGACACAGCAATGGTACAAAGTAATCTC
AAGGTCATGTACAAGCAGATGGTGTCTGGTTCAAAGACGGCTTCTCTTTTCCATGGAAAGGTGTACCGTGCT

GGCGATAAACCCA

Figura 8. Secuencia del gen PPO1-Tc identificado en este trabajo. La secuencia consta de 961 nt

Caracterizacion del gen PPO1-Tc

El gen PPOI-Tc se caracterizO mediante el uso de
herramientas bioinformaticas 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 aminoécidos
(Figura 9).

Para comprobar la similitud/identidad del gen obtenido
en este trabajo se realizo una busqueda aleatoria mediante
Blastn disponible en NCBI, la cual muestra que el gen
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

Aminoacidos codificados por el gen PPO1-Tc

predictiva de algodon (Cuadro 4). Para comprobar el maximo
parentesco molecular con otras PPOs de plantas cercanas a la
familia botanica del cacao, se realizo un alincamiento multiple
de secuencias nucleotidicas con las secuencias predictivas de
PPOs de cacao depositadas en NCBI, con el fin de comprobar
la correspondencia y posicion segtin su ORF (open reading
frames, en espafiol marco abierto de lectura), de acuerdo al
programa MUSCLE, version 3.8, disponible en el sitio web
del EBL

Los aminoécidos 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 10).

MASPVLPSSTPTTISSSPIQTSFFPKTCQLFLNKKIKKPDYSGPSKVVSCKATNNGSKGDSSLNRFDRRDLLIGL
GGLYGATILSNDPFALAAPIAAPDLTLCGDATISDTTKETVYCCPPETTKVIDFKPPTYSKIRYRSAAHLVDPDY
LAKFTKAMELMRALPDDDPRSFKQQANIHCAYCNGAYDQVGFDQDIQVHFSWLFFPFHRLYLYFYERILGKL
IGDPDFAMPFWNWDAPAGMPIPAIY VNPNSPLYDDKRNVNHQAPKVADLDYNGTDKDITDTAMVQSNLKV

MYKQMVSGSKTASLFHGKVYRAGDKP

Figura 9. Amino4cidos codificados por el gen PPO1-Te

Cuadro 4. Maximo parentesco molecular de la proteina PPO1-Tc con otras PPOs provenientes de plantas

Id Gen Similitud Identidad Acc. NCBI
PREDICTED: polyphenol oxidase, chloroplastic [Theobroma cacao] 99% XP_017978715.1
Larreatricin hydroxylase isoform 1 [Theobroma cacao] 98% EOY28328.1
PPOITe Larreatricin hydroxylase isoform 2 [Theobroma cacao 98% EQY28329.1
Larreatricin hydroxylase [Theobroma cacao] 79% EQY28325.1
PREDICTED: polyphenol oxidase |, chloroplastic [Theobroma cacao] 79% XP_017978713.1
PREDICTED: polyphenol oxidase, chloroplastic-like [Gossypium raimondii 70% XP_012451640.1
96 Ciencia y Tecnologia. 2017. 10(2): 89-101
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Tripletes codificados para aminoacidos

gi|823237991 |ref|XP_012451640.1
gil|508781069|gb|E0Y28325.1|
gi|1063510254|ref|XP_017978713.1
gi|508781073|gb|EOY28329.1|
PPO1-Tc
gi|1063510262|ref|XP_017978715.1

gil|508781072|gb|E0Y28328.1|

911823237991 |ref|XP_012451640.1]
gi]508781069|gb|EOY28325.1
gi]1063510254 |ref|XP_017978713.1
gi]508781073|gb|FOY28329.1
PPO1-Tc

9111063510262 |ref|XP_017978715.1

gi|508781072|gb|E0Y28328.1|

gi|823237991 |ref|XP_012451640.1
gi|508781069|gb|EOY28325.1

gi|1063510254|ref|XP_017978713.1

gi|508781073|gb|EOY28329.1|
PPO1-Tc

gi|1063510262|ref|XP_017978715.1

gi|508781072|gb|E0Y28328.1|

gi|823237991 |ref|XP_012451640.1
gi|508781069|gb|EOY28325.1]
gi|1063510254|ref|XP_017978713.1
gi|508781073|gb|EOY28329.1
PPO1-Tc
gi|1063510262|ref|XP_017978715.1

gi1508781072|gb|E0Y28328.1|

gi|823237991 |ref|XP_012451640.1
gi|508781069|gb|EOY28325.1|
gi|1063510254 |ref|XP_017978713.1
gi|508781073|gb|E0Y28329.1|
PPO1-Tc
gi|1063510262|ref|XP_017978715.1

gi|508781072|gb|EOY28328.1|

911823237991 |ref|XP_012451640.1]
gi|508781069|gb|FOY28325.1
gi]1063510254 |ref|XP_017978713.1
gi|508781073|gb|EOY28329.1]
PPO1-Tc
gi]1063510262|ref|XP_017978715.1

911508781072 |gb|E0Y28328.1|

7777777 MAFPVVNSPPSNPVILPSSSIPTSCLPKTSQLFIF-KMKKPF——-SKKLVSCK
——————— MAPLVL--QSSSPT-IPSSSIQTSFFPKTSQLSLNKKTKKPYYSVPNNVVSCR
——————— MAPLVL--QSSSPT-IPSSSIQTSFFPKTSQLSLNKKTKKPYYSVPNNVVSCR
——————— MASPVL--PSSTPTTISSSPIQTSFFPKTSQLFLNKKIKKPDYSGPSKVVSCK
——————— MASPVL--PSSTPTTISSSPIQTSFFPKTCOLFLNKKIKKPDYSGPSKVVSCK
7777777 MASPVL--PSSTPTTISSSPIQTSFFPKTSQLFLNKKIKKPDYSGPSKVVSCK

MYHQILAMASPVL--PSSTPTTISSSPIQTSFFPKTSQLFLNKKIKKPDYSGPSKVVSCK

*k ks k. kk Kk kk Lkkk_kk .k kkx Lk

ASNGNQ-—---—-- NNEGSSSLNSFDRRDILLGLGSLYGATNLVSDPFALAAPIAAPDLSL
ATNNGNQNPTPSSNSKGDSALNREFDRRDLLIGLGGLYGATNLANDPFALAAPIAAPDLTL
ATNNGNQNPTPSSNSKGDSALNRFDRRDLLIGLGGLYGATNLANDPFALAAPTAAPDLTL

ATNNG--—-—-——— SKGDSSLNRFDRRDLLIGLGGLYGATNLSNDPFALAAPIAAPDLTL

—SKGDSSLNRFDRRDLLIGLGGLYGATILSNDPFALAAPIAAPDLTL

ATNNG--———-——— SKGDSSLNRFDRRDLLIGLGGLYGATNLSNDPFALAAPIAAPDLTL
ATNNG-—-———-———— SKGDSSLNRFDRRDLLIGLGGLYGATNLSNDPFALAAPIAAPDLTL

o Sk Kikk kkkkKokikkk KKKAK ok kKKKKKKKKKK KKK Kk

CENSTVTSSSSGTSISVPCCPPKTTNILDFKPPRFSTIRLRPAAHLVDANYLEKFTKAME
CGNAVISETTGETTY---CCPPTTTTITDYKPPSFSKLRYRPPAHLVDADYLAKFTKAMN

CGNAVISETTGETTY---CCPPTTTTITDYKPPSFSKLRYRPPAHLVDADYLAKFTKAMN

CGDATISDTTKETVY---CCPPETTKVIDFKPPTYSKIRYRSAAHLVDPDYLAKFTKAM
CGDATISDTTKETVY---CCPPETTKVIDFKPPTYSKIRYRSAAHLVDPDYLAKFTKAME

CGDATISDTTKETVY---CCPPETTKVIDFKPPTYSKIRYRSAAHLVDPDYLAKFTKAME
CGDATISDTTKETVY---CCPPETTKVIDFKPPTYSKIRYRSAAHLVDPDYLAKFTKAME

*osilii.i: o+ Gk k Kk s ki kkk gk sk ok Kkkkk Ak kkKkKK:
LMKALPDDDPRSFKQQANVHCAYCNGAYDQVGFPDQQLOVHFSWLFFPFHRLYLYFYERT
LMKELPSDDPRSFMQQOAYVHCAYCNGAYDQVGFPDQODLOVHFSWLEFPFHRWYLYFYERT
LMKELPSDDPRSFMQQOAYVHCAYCNGAYDQVGFPDODLOQVHFSWLFFPFHRWYLYFYERT
LMRALPDDDPRSFKQQANTIHCAYCNGAYDQVGF-DQDIQVHFSWLFFPFHRLYLYFYERT
LMRALPDDDPRSFKQQANIHCAYCNGAYDQVGF-DQDIQVHFSWLFFPFHRLYLYFYERTI
LMRALPDDDPRSFKQQANTHCAYCNGAYDQVGF-DODIQVHFSWLFFPFHRLYLYFYERT

LMRALPDDDPRSFKQOANIHCAYCNGAYDQVGF-DQODIQVHFSWLEFFPFHRLYLYFYERT

Kk | kk _kokkkokk Kk s kkkkkkkkkkkkdkk kky s kkkkokkkokkkokkk  kokok ok ok ok

LGKLIGDPNFAMPFWNWDSPPGMAIPKIYVDPNSPLYDEKRNVNHQPPNMLDLDYAGTEE
LGKLIGDPDFVMPFWNWDAPAGMPIPAIYVNPQSPLYDDKRNVNHQPPKLADLDYNGTDK
LGKLIGDPDFVMPFWNWDAPAGMPIPAIYVNPQSPLYDDKRNVNHQPPKLADLDYNGTDK
LGKLIGDPDFAMPFWNWDAPAGMPIPAIYVNPNSPLYDDKRNVNHQPPKVVDLDYNGTDK
LGKLIGDPDFAMPFWNWDAPAGMPIPAIYVNPNSPLYDDKRNVNHQAPKVADLDYNGTDK
LGKLIGDPDFAMPFWNWDAPAGMPIPAIYVNPNSPLYDDKRNVNHQPPKVADLDYNGTDK
LGKLIGDPDFAMPFWNWDAPAGMPIPAIYVNPNSPLYDDKRNVNHQPPKVVDLDYNGTDK

ok kkkkkk sk kkkkkkk ok ok Ak Kkkekihkkkkikkkkkhh k:a Kkkk Kk

ELSKRDQIKSNLSVMYRQMVT-YKTASLFLGAAYRAGDDPSPGMGSIENNPHTAVHRWVG
DITDAEQIAINLKLMYKQMVSNATTATLFHGKPYRAGDAGSPGGGSVELGCHTAIHRWVG
DITDAEQIAINLKLMYKQMVSNATTATLFHGKPYRAGDAGSPGGGSVELGCHTATHRWVG
DITDKAMVQSNLKVMYKQMVSGSKTASLFHGKVYRAGDKPSPGGGVVELGSHTAIHRWCG
DITDTAMVQSNLKVMYKQMVSGSKTASLFHGKVYRAGDKP-—-—-————————————————
DITDTAMVQSNLKVMYKQMVSGSKTASLFHGKVYRAGDKPSPGGGVVELGSHTAIHRWCG

DITDKAMVQSNLKVMYKQMVSGSKTASLFHGKVYRAGDKPSPGGGVVELGSHTAIHRWCG

Kk s kk Kok s ks kk K kk kK

Figura 10. Tripletes codificados para aminoacidos
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Alineamiento multiple del gen PPO1-Tc

gil823237991 |ref|XP_012451640.11
gi1508781069|gb|EOY28325.1 |
9111063510254 |ref|XP_017978713.1
gi|508781073|gb|E0Y28329.1
PPO1-Tc
gil|1063510262|ref|XP_017978715.1

gi1508781072|gb|E0Y28328.1|

gi]823237991 |ref|XP_012451640.1|
gi1508781069|gb|EOY28325.1|
gi|1063510254 |ref|XP_017978713.1
gi1508781073|gb|E0Y28329.1]
PPO1-Tc
gil1063510262|ref|XP_017978715.1

gi1508781072|gb|E0Y28328.1]

gi]823237991 |ref|XP_012451640.1|
gi1508781069|gb|E0Y28325.1]

gil1063510254 |ref|XP_017978713.1

gi|508781073|gb|E0Y28329.1]
PPO1-Tc

gi11063510262|ref|XP_017978715.1

gi|508781072|gb|E0Y28328.1|

911823237991 |ref|XP_012451640.11
gi1508781069|gb|E0Y28325.1]
gi|1063510254 | ref|XP_017978713.1
gi|508781073|gb|EOY28329.1
PPO1-Tc
gi|1063510262|ref|XP_017978715.1

gi1508781072|gb|E0Y28328.1]

gi1823237991 | ref|XP_012451640.11
gi1508781069|gb|E0Y28325.1
gi|1063510254 | ref|XP_017978713.1
gi|508781073|gb|E0Y28329.1]
PPO1-Tc
gil1063510262|ref|XP_017978715.1

gi1508781072|gb|E0Y28328.1]

911823237991 |ref|XP_012451640.1]
gi1508781069|gb|E0Y28325.1
9111063510254 |ref|XP_017978713.1
gi|508781073|gb|E0Y28329.1|
PPO1-Tc
gil|1063510262|ref|XP_017978715.1

gi1508781072|gb|E0Y28328.1]

——————— MAFPVVNSPPSNPVILPSSSIPTSCLPKTSQLFIF-KMKKPF-—-SKKLVSCK
——————— MAPLVL--QSSSPT-IPSSSIQTSFFPKTSQLSLNKKTKKPYYSVPNNVVSCR
——————— MAPLVL--QSSSPT-IPSSSIQTSFFPKTSQLSLNKKTKKPYYSVPNNVVSCR
——————— MASPVL--PSSTPTTISSSPIQTSFFPKTSQLFLNKKIKKPDYSGPSKVVSCK
——————— MASPVL--PSSTPTTISSSPIQTSFFPKTCOLFLNKKIKKPDYSGPSKVVSCK
——————— MASPVL--PSSTPTTISSSPIQTSFFPKTSQLFLNKKIKKPDYSGPSKVVSCK

MYHQILAMASPVL--PSSTPTTISSSPIQTSFFPKTSQLFLNKKIKKPDYSGPSKVVSCK

kx %, Kk kK Kk Kk skkk Kk 2 K kkx appea

ASNGNQ------- NNEGSSSLNSFDRRDILLGLGSLYGATNLVSDPFALAAPIAAPDLSL
ATNNGNQNPTPSSNSKGDSALNRFDRRDLLIGLGGLYGATNLANDPFALAAPIAAPDLTL

ATNNGNQONPTPSSNSKGDSALNRFDRRDLLIGLGGLYGATNLANDPFALAAPTAAPDLTL

ATNNG---—————-. SKGDSSLNRFDRRDLLIGLGGLYGATNLSNDPFALAAPTIAAPDLTL
ATNNG---—-—-—-—. SKGDSSLNRFDRRDLLIGLGGLYGATILSNDPFALAAPIAAPDLTL
ATNNG-----=--- SKGDSSLNRFDRRDLLIGLGGLYGATNLSNDPFALAAPIAAPDLTL
ATNNG---------— SKGDSSLNRFDRRDLLIGLGGLYGATNLSNDPFALAAPTAAPDLTL

LR LR LR rRK KRk hK ik Kk kKKK K KKAKKKKKAKKKKK g K

CENSTVTSSSSGTSISVPCCPPKTTNILDFKPPRFSTIRLRPAAHLVDANY LEKFTKAME

CGNAVISETTGETTY---CCPPTTTTITDYKPPSFSKLRYRPPAHLVDADY LAKFTKAMN

CGNAVISETTGETTY---CCPPTTTTITDYKPPSFSKLRYRPPAHLVDADY LAKFTKAMN

CGDATISDTTKETVY---CCPPETTKVIDFKPPTYSKIRYRSAAHLVDPDYLAKFTKAM
CGDATISDTTKETVY---CCPPETTKVIDFKPPTYSKIRYRSAAHLVDPDYLAKFTKAME

CGDATISDTTKETVY---CCPPETTKVIDFKPPTYSKIRYRSAAHLVDPDYLAKFTKAME

CGDATISDTTKETVY---CCPPETTKVIDFKPPTYSKIRYRSAAHLVDPDYLAKFTKAME

* * dkkk Ak s kakkk sk sk Kk kkkkk s kk kkkkkoks

LMKALPDDDPRSFKQQANVHCAYCNGAYDQVGFPDQOLQVHFSWLFFPFHRLYLYFYERT
LMKELPSDDPRSFMQQAYVHCAYCNGAYDQVGFPDQDLOVHFSWLFFPFHRWYLYFYERT
LMKELPSDDPRSFMQQAYVHCAYCNGAYDQVGFPDQDLOVHFSWLFFPFHRWYLYFYERT
LMRALPDDDPRSFKQQANTHCAYCNGAYDQVGF-DODIQVHFSWLFFPFHRLYLYFYERI
LMRALPDDDPRSFKQQANIHCAYCNGAYDQVGF-DQDIQVHFSWLFFPFHRLYLYFYERI
LMRALPDDDPRSFKQQANTHCAYCNGAYDQVGF-DQDIQVHFSWLFFPFHRLYLYFYERT

LMRALPDDDPRSFKQQANTHCAYCNGAYDQVGF-DQDIQVHFSWLFFPFHRLYLYFYERT

Kok kK kkkkkk kkk s kkkk A kR kkk ko Kk sy kkkk Rk kK kkKhk  kk kA Rk ok

LGKLIGDPNFAMPFWNWDSPPGMAIPKIYVDPNSPLYDEKRNVNHQPPNMLDLDYAGTEE
LGKLIGDPDFVMPFWNWDAPAGMPIPAIYVNPQSPLYDDKRNVNHQPPKLADLDYNGTDK
LGKLIGDPDFVMPFWNWDAPAGMPIPAIYVNPQSPLYDDKRNVNHQPPKLADLDYNGTDK
LGKLIGDPDFAMPFWNWDAPAGMPIPAIYVNPNSPLYDDKRNVNHQPPKVVDLDYNGTDK
LGKLIGDPDFAMPFWNWDAPAGMPIPAIYVNPNSPLYDDKRNVNHQAPKVADLDYNGTDK
LGKLIGDPDFAMPFWNWDAPAGMPIPAIYVNPNSPLYDDKRNVNHQPPKVADLDYNGTDK

LGKLIGDPDFAMPFWNWDAPAGMPIPAIYVNPNSPLYDDKRNVNHQPPKVVDLDYNGTDK

dokk ko kkok sk Kk kkkkk sk kk kk kkk ks Kkkkk kkRKRAK Ky Kkkk Kk

ELSKRDQIKSNLSVMYRQMVT-YKTASLFLGAAYRAGDDPSPGMGSIENNPHTAVHRWVG
DITDAEQIAINLKLMYKQMVSNATTATLFHGKPYRAGDAGSPGGGSVELGCHTATHRWVG
DITDAEQIAINLKLMYKQMVSNATTATLFHGKPYRAGDAGSPGGGSVELGCHTATHRWVG
DITDKAMVQSNLKVMYKQMVSGSKTASLFHGKVYRAGDKPSPGGGVVELGSHTATHRWCG
DITDTAMVQSNLKVMYKQMVSGSKTASLFHGKVYRAGDKP-————————=—=—=———————
DITDTAMVQSNLKVMYKQMVSGSKTASLFHGKVYRAGDKPSPGGGVVELGSHTAIHRWCG

DITDKAMVQSNLKVMYKQMVSGSKTASLFHGKVYRAGDKPSPGGGVVELGSHTATHRWCG

Kk ekk kkk s ok kk ok kkk kR

Figura 11. Alineamiento miltiple de aminodcidos de otras proteinas con la secuencia
traducida del gen PPO1-Tc realizado con el programa Muscle 3.8
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Discusion

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

Asi mismo, la extraccion de RNA de tejidos de
plantas recalcitrantes conlleva una serie de problemas por
la presencia de pectinas, taninos (ME., 1992), pigmentos
(Kim y 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 RNA formando complejos
insolubles. Esta interferencia quimica puede causar
degradacion y bajos rendimientos de RNA mensajeros
(RNAm) como un mecanismo de oxidacion de polifenoles
y coprecipitacion con polisacaridos (Wang et al., 2000) y
(Morante-Carriel et al., 2014).

Algunos de los protocolos descritos para la extraccion
de RNA de plantas ricas en polisacaridos y compuestos
polifenolicos incluyen el uso de pirrolidona y 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 RNA de
estos tejidos con los métodos convencionales ya descritos,
por lo general siempre requiere incluir modificaciones,
optimizando procedimientos especificos para ciertos tejidos
vegetales. La aplicacion de este protocolo permitio la
extraccion y purificacion de RNA de cacao, con suficiente
pureza y calidad, que se empled para la sintesis de cDNA y
clonacion y secuenciacion de un gen de polifenol oxidasa.
Ademas, se espera que las modificaciones efectuadas
funcionen en la extraccion de RNA en otras plantas de
similares caracteristicas.

En cuanto a la sintesis de cDNA, es notable mencionar
que en los ultimos afios han aparecido en el mercado juegos
de reactivos para la sintesis de cDNA para RT-PCR. El kit
“SuperScript First-Strand Synthesis System for RT-PCR” de
Invitrogen fue usado para la investigacion, cuyas reacciones
de cDNA fueron utilizadas para los siguientes ensayos de
amplificacion de secuencias codificantes de PPOs por PCR.

Por otro lado, a pesar de la descripcion de familias
multigénicas en varias plantas como el tomate (Newman et al.,
1993), papa (Thygesen et al., 2004), platano (Gooding et al.,
2001), alamo (Wang y Constabel, 2004) y algunas Rosaceas
(Haruta et al., 1999) y la descripcion de expresion simultanea

de dos o mas genes en un mismo estado de desarrollo (Kim
et al., 2001), no se ha descrito hasta el momento en cacao la
secuencia de un gen que codifique para polifenol oxidasa ni
tampoco la disponibilidad de informacion en el estadio de la
planta en el que se expresa. Sin embargo, en este trabajo y
debido al método de secuenciacion se identifico la totalidad
del fragmento clonado.

Posterior a la identificacion del fragmento se completo
el alineamiento de secuencias que permitid caracterizar de
forma molecular al gen de interés, el cual present6 similitud
entre los aminodcidos que ocupan una posicion concreta en
la secuencia. Sin embargo, las diferencias puntuales pueden
deberse a polimorfismos de nucledtido simple (SNPs), ya que
estas sustituciones pueden ser el resultado de la sustitucion
de una sola base en los respectivos codones. Estos cambios
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.

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 oligonucledtidos 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.

Conclusiones

La extraccion y purificacion de RNA total de alta
calidad de hojas de cacao provenientes de plantas
identificadas como resistentes y susceptibles a monilia fue
exitosa aplicando un protocolos establecidos para plantas
recalcitrantes, por tanto, el RNA obtenido se uso para la
sintesis de cDNA y los posteriores ensayos de amplificacion
por PCR; de los cuales se obtuvieron tres fragmentos de PPOs
de cacao Nacional, el primer producto derivado de DNAg y
dos productos derivados de cDNA, provenientes de plantas
resistentes y susceptibles. Finalmente, la caracterizacion
molecular del fragmento de interés, llamado de ahora en
adelante gen PPO1-Tc que codifica para polifenol oxidasa
(PPOs) en cacao Nacional, Theobroma cacao L. fue exitosa
logrando identificar el total de pares de bases y aminoacidos
codificados por el gen. Con este resultado exitoso se
corrobora la presencia de al menos un gen codificante de
PPOs en plantas resistentes y susceptibles a monilia.
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