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RESUMEN

En términos generales las agallas se definen como desviaciones del
patron normal de desarrollo de las plantas, producidas por una reaccion
especifica a la presencia y actividad de un organismo “foraneo”. Las agallas de
plantas inducidas por insectos son tejidos especializados que presentan un
arreglo ordenado de diferentes capas de ceélulas y un crecimiento
predeterminado. En estas estructuras, el tamario, forma y metabolismo de las

mismas esta bajo el control del respectivo insecto inductor.

Se han propuesto una serie de hipotesis para tratar de explicar los
mecanismos de induccion de las agallas de plantas. La hipétesis mas relevante
sostiene que las agallas son inducidas por la accidn de sustancias quimicas
secretadas por los insectos inductores, tales como auxinas, citocininas, acido
indolacetico u otros tipos de compuestos; sin embargo el modo de accion de
estas sustancias quimicas, los procesos de desarrollo que estas alteran y el

mecanismo de induccidn es aln desconocido.

Este estudio propone la hipotesis de que los tejidos que conforman la
agalla estan transformados genéticamente, en otras palabras las células que
conforman estas estructuras tienen algun tipo de elemento genético insertado
en su genoma. Para probar esta hipotesis se seleccioné como modelo de
estudio el sistema de agallas cilindricas inducidas en yuca (Manihot esculenta)
por el insecto Lafrophobia brasilensis. Se purifico el ADN de muestras
provenientes del tejido sano de las hojas y de los tejidos que conforman las
agallas y se realizaron comparaciones pareadas de las bandas amplificadas
diferencialmente por medio de la técnica de RAPDs, esto con el fin de detectar
secuencias amplificadas en el ADN de la agalla, las cuales estarian ausentes
en el ADN de la hoja. Para realizar esto se utilizaron iniciadores derivados de
sitios conservados de insercion de plasmidos bacterianos que transforman

células vegetales.
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Los resultados mostraron no solamente la amplificacion diferencial de
fragmentos de ADN en las agallas de yuca, sino que tambien se observé que
los iniciadores de RAPDs amplificaron bandas en muestras de Agrobacterium

tumefaciens y en el plasmido Ri de A. rhizogenes.

Posteriormente se disefi¢d un marcador especifico para agallas, el cual
amplificé un fragmento de PCR a partir de las muestras de ADN en agallas de
yuca y en agallas de la planta Cousarea hondensis. Este marcador especifico
para agallas amplificé también una serie de productos de PCR en las muestras
de ADN de larvas del insecto Latrophobia brasilensis y en las muestras de

Agrobacterium.

En conclusion, los resultados y evidencias obtenidas a partir del presente
trabajo de investigacion, sugieren claramente la posibilidad de una
transformacion genética de las células que forman la agalla en plantas de yuca.
Especificamente, la transformacion genética de los tejidos de la planta estaria
mediada por un microorganismo endosimbionte presente en el insecto. Este
ultimo regularia la actividad de estas secuencias de insercion presentes en el
genoma de la planta a través de la secrecion de factores quimicos reguladores.
Ademas como un producto derivado de este trabajo de investigacion, se
propone un posible modelo de induccion para las agallas de yuca, el cual podria
reflejar un mecanismo general de induccion de este tipo de estructuras en otros

sistemas similares.
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1) INTRODUCCION

Se estima que no menos del 80 por ciento de la diversidad biolégica del planeta se
concentra en las zonas tropicales, las cuales ocupan solamente cerca de un 8 por
ciento de la superficie de la tierra. En este sentido Costa Rica es una de las regiones
biolégicamente mas diversas del mundo, se estima que en nuestro territorio estan
presentes aproximadamente del 5 al 7 por ciento de todas las especies del planeta
(Gamez,1999). Estos datos y numerosos estudios han revelado que Costa Rica es uno
de los paises con mayor biodiversidad por kilbmetro cuadrado del mundo, 10 cual

constituye un recurso y un patrimonio invaluable.

Los expertos sefialan que uno de los problemas ambientales mas graves que
afronta la sociedad modemna, es [a perdida de |a diversidad biol6égica en el plan'eta. Esta
diversidad biolégica es determinada por las caracteristicas genéticas de los organismos
y la diversidad de los ecosistemas resuitantes de las complejas interacciones entre los
organismos y entre estos y el medio fisico que los rodea. Gamez (1999) sefala que
existe un consenso a nivel mundial sobre la necesidad de que la sociedad modema
realice un cambio importante en su estilo de desarrollo, de tal forma que este no solo
mejore la calidad de vida del ser humano, sino que también conserve |a vitalidad y la
diversidad de vida sobre la tierra. Este nuevo enfoque propone una conservacién de la
biodiversidad basada en la facilitacion de su uso, por medio de una nueva estrategia
que se fundamenta en tres principios fundamentales: salvar, conocer y utilizar.
Enfatizando en este ultimo aspecto con el fin de aprovechar las oportunidades que la
diversidad biologica ofrece para mejorar la calidad de vida de la humanidad, por medio
de su utilizacion racional y sustentable, con fines economicos, intelectuales vy

espintuales.

Los seres vivos son sistemas altamente organizados que pueden presentar una
serie de interacciones complejas, en este contexto se conoce ampliamente {a capacidad
que poseen algunos insectos de alterar y manipular el desamrollo normal de las plantas,
para promover el crecimiento y desarrollo de estructuras altamente organizadas
llamadas agallas. Las agallas son entidades que se desarrolian debido a fa influencia

tanto del insecto como de la planta. Su tamano, metabolismo y estructura estan
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determinados en gran medida por la especie del insecto inductor y el tipo de planta
nospedera, siendo esta relacion muy especifica e interesante en una amplia vanedad
de aspectos (Leitch, 1994; Ananthakrishnan, 1998). Algunos de los aspectos mas
~elevantes relacionados con la biologia de las agallas incluyen la extraordinaria
diversidad de formas, colores, tamafnos y estructuras intemas que estas presentan. Un
gran numero y diversidad de insectos inductores de agallas han sido reportados
alrededor del mundo. En términos generales se podria considerar que pocos géneros
de plantas se encuentran libres de agalias y aunque estas son mas comunes en
algunos grupos, la mayoria se encuentran en plantas dicotiledoneas (Shorthouse y
Rohfritsch, 1992; Williams, 1994; Ananthakrishnan, 1998).

Las primeras descripciones sobre agallas fueron realizadas aparentemente hace
unos trescientos afnos antes de Cristo por Theophrastus y posteriormente flor otros
naturalistas como Dioscorides y Pliny un siglo antes de Cristo. No obstante se considera
al trabajo realizado por Malpighi en 1679, como la primera investigacion cientifica en el
campo de la Cecidologia, que es la disciplina cientifica dedicada al estudio de las
agallas (Williams, 1994).

Durante la edad media las agallas de plantas fueron usadas como medicamentos y
como fuente de colorantes. Y mas recientemente se les ha utilizado como fuente de
taninos y en la elaboracion de tintes (Williams, 1994).

Las agallas son entidades que parecen tener un significado fundamental en
aspectos que han intrigado a los cientificos por décadas, aspectos tan relevantes como
aquellos relacionados con la diferenciacion celular, la determinacion y formacion de
organos y los mecanismos de interaccion entre células animales y vegetales
(Shorthouse y Rohfritsch, 1992).

El objetivo principal del proyecto esta relacionado con el estudio de la biologia
molecular de las agalias y esta enfocado principalmente a la bisqueda y aislamiento de
elementos geneticos "foraneos” a la planta, que puedan estar mediando la induccion y
control de |la agalla. Especificamente, se plantea la hipotesis de que los tejidos que

conforman la agalla estan transformados genéticamente, en otras palabras las células



que conforman estas estructuras tienen algun tipo de elemento genético insertado en su

genoma. Los elementos genéticos mencionados anteriormente podrian ser plasmidos,
virus, transposones o algun tipo de retroelemento.

Las investigaciones realizadas como parte de este trabajo de tesis, se desarrollaron
en el Laboratorio de Genética Molecular del Centro de Investigaciones en Biologia
Celular y Molecular, ubicado en la Ciudad de la Investigacién, en Sabanilla de Montes

de Oca y en el laboratorio de Biologia Molecular de la Sede San Carlos del Instituto
Tecnolégico de Costa Rica.

Il) REVISION DE LITERATURA
2.1) Significado y naturaleza adaptativa de las agallas:

El término agalla de planta ha side aplicado incorrectamente a diferentes sistemas y
aunque no existe un consenso general sobre la definicion del término. el mismo se ha
utilizado como una expresion generalizada mas que un térmmino o concepto cientifico
preciso (Williams, 1994). No obstante, en términos generales las agallas se podrian
definir como desviaciones del patrén normal de desarmrollo de las plantas, producidas
por una reaccion especifica a la presencia y actividad de un organismo foraneo. En
estas estructuras, el tamano, forma y metabolismo de las mismas esta bajo el controi

del respectivo organismo inductor (Bloch, 1965, citado por Shorthouse y Rohfritsch,
1992).

El posible significado o valor adaptativo de las agallas y de las caracteristicas
asociadas a estas estructuras es objeto de un amplio y continuo debate entre los
diferentes grupos de investigadores (Nyman y Julkunen 2000; Stone y Schénrogge,
2003). Algunos investigadores sostienen que las agallas surgieron como un mecanismo
de defensa desarrollado por los insectos contra el atague de enemigos naturales, no
obstante esta y otras ideas al respecto son aun el blanco de amplios debates
(Ananthakrishnan, 1998; Stone y Cook 1998). En este mismo contexto, Price et al.

(1986) mencionan que las agallas son estructuras inducidas por los insectos en las



plantas, las cuales pueden llegar a desamollar un alto grado de complejidad y
organizacion. La funcion principal de estas estructuras es dar refugio y alimento a las
larvas del insecto que las produce, por lo que las agallas de insectos son el producto
de una asociacion inter-especifica entre la planta y el respectivo insecto inductor.
Aunque las agallas estan compuestas por los tejidos de la planta huésped, su desarrollo
se cree es controlado por los genes del insecto (Stone y Schonrogge, 2003).

En general el tipo de interaccién biologica existente entre los insectos inductores de
agallas y su planta hospedera es motivo de un continuo debate. Al respecto, diferentes
iineas de pensamiento relacionan las agalias con procesos de patogénesis, simbiosis,
o bien con mecanismos de defensa de las plantas (Harinett y Abrahamson, 1979; Price
et al, 1986). No obstante algunos autores apoyados en investigaciones recientes,
consideran que los mecanismos moleculares involucrados en los diferentes procesos de
simbiosis y patogénesis presentan una serie de mecanismos comunes, lo que ha
permitido revelar las similitudes existentes en la modulacibn e interaccién de
patégenos y simbiontes con sus hospederos.

En procariotas, ademas de los cromosomas, los organismos poseen diferentes
clases de elementos genéticos moviles, tales como Islas Genomicas, Plasmidos,
Transposones, Secuencias de Insercion o bacteriofagos, que les permiten inducir
cambios estructurales y fisioloégicos, o bien la adquisicibn o pérdida de regiones del
genoma. Ademas, el hecho de que un gran numero de determinantes patogénicas y
simbibticas se localicen en elementos genéticos moviles, permite que se genere una
fuente permanente de variacion en estos organismos. En este sentido, la variabilidad
genetica desempena un papel muy importante, al generar las condiciones que permiten
la evolucion de nuevos tipos de interacciones entre los organismos. Actualmente
existen nuevas evidencias con respecto a ia transferencia horizontal de genes, tanto
entre organismos patégenos de animales y plantas, como entre simbiontes y patdégenos
de plantas. Esto sugiere que la transferencia horizontal de genes entre diferentes
especies podria representar un poderoso mecanismo por medio del cual el resultado
final de la interaccion entre un patégeno o simbionte y su hospedero puede alterarse de
forma permanente (Hentschel et al. , 2000).



L

Sin importar el tipo de interaccioén especifica entre 10s insectos inductores de agallas
y sus plantas hospederas, la seleccion natural actua consecuentemente sobre el insecto
para estimular el desarrollo de tejidos protectores o nutntivos en la planta y por otra
parte, en la planta la seleccion natural actGa para resistir el estimulo generado por el
insecto. El ambiente establecido por la agalla favorece al insecto inductor al
proporcionarle alimento, bajos niveles de sustancias quimicas potencialmente nocivas y
proteccion contra el acceso de enemigos naturales. Las inusuales concentraciones de
sustancias nufritivas en el interior de la agalla por otro lado proveen las condiciones

favorables para el desarrollo de comunidades de microorganismos ( Ananthaknshnan,
1998).

2.2) Insectos inductores de agallas y su diversidad:

Las agallas no son inducidas unicamente por los insectos, una gran vanedad de
organismos que incluyen bactenas, hongos, nematodos y acaros pueden inducir
también este tipo de estructuras. No obstante, en general las agallas formadas por
estos grupos de organismos son basicamente "hinchamientos” o bien masas de células
indiferenciadas o con un bajo nivel de diferenciacion. (as agallas mas complejas y
diversas son las inducidas por los insectos de la familia Cynipidae y Cecidiomyiidae,

pertenecientes a los ordenes Hymenoptera y Diptera respectivamente (Leitch,1994;
Williams, 1994; Ananthakrishnan, 1998).

Los insectos inductores de agallas son herbivoros altamente especializados vy
sedentarios, que se alimentan Gnicamente de ciertas células especializadas presentes
en la estructura que ellos mismos han formado, a partir del tejido de la planta que ha
sido atacado (Shorthouse y Rohfrtsch, 1992).

La capacidad de inducir agalias ha surgido aparentemente de forma convergente en
vanos ordenes de insectos y en muchos de estos ordenes la capacidad de formar estas
estructuras tiene al parecer un origen independiente (Nyman y Julkunen 2000; Nyman

et al., 2000). El registro fosil de las agallas ha generado un amplio y rico linaje, que se



extiende al menos desde hace trescientos millones de afios (Stone y Schonrogge,
2003).

Rohfritsch y Shorthouse (1982), Leitch (1994), Williams (1994) asi como
Ananthakrishnan (1998), mencionan que miles de insectos inductores de agallas han
sido reportados alrededor del mundo, 13 000 especies de acuerdo a Stone y
Schénrogge (2003), la mayor parte pertenecen a los ordenes Thysanoptera (Trips),
Hemiptera, Lepidoptera, Coledptera, Diptera, e Himendptera. Los insectos inductores
de agallas tienen por lo general plantas hospederas especificas y pueden inducir la
formaciéon de agallas en hojas, brotes, flores, tallos, raices y en otros érganos de la
planta, dependiendo de la especie del inductor.

Las agallas inducidas por los insectos del orden Thysanoptera viven eh colonias
compuestas por un gran numero de individuos de diferentes edades e incluso de
diferentes especies. Por esta razon es dificil determinar cual especie es responsable de
inducir un determinado tipo de agalla o bien cual especie es simplemente un inquilino.
Las agalfas inducidas por “trips” son relativamente abundantes en regiones tropicales,
especiaimente en el continente asiatico en donde se han estudiado intensamente
(Shorthouse y Rohfritsch, 1992).

E! orden Hemiptera incluye un gran numero de insectos inductores de agallas, que
se caracterizan por la diversidad estructural que presentan. En los hemipteros los
insectos inductores de agallas se encuentran unicamente en la familia Tingidae. Los
coledpteros, a pesar de constituir un orden relativamente grande y diverso presentan
pocas especies que inducen agallas. En este sentido 1a mayoria de coledpteros inducen
estas estructuras en plantas dicotiledoneas y solamente unos pocos las inducen en
gimnospermas. Un gran numero de coleépteros inductores de agallas pertenecen a la
familia Curculionidae y Buprestidae, asi mismo algunos pocos representantes de ia
familia Cerambycidae causan también el desarrollo de agallas. Por su parte, los
lepidopteros tienen pocas especies inductoras de agallas, sin embargo muchos de
estos son de gran intereés bioldgico (Dreger- Jauffret y Shorthouse, 1992, en Shorthouse
y Rohfntsch, 1992).



El orden Diptera contiene el mayor numero de especies inductoras de agallas, las
cuales se agrupan en los subdérdenes Nematécera, familia Cecidomyiidae (gall midges )
y Cyclorhapha, familias Tephritidae (mosca de la fruta) y Agromyzidae. Los inductores
de agallas pertenecientes a este orden presentan una amplia distribucion alrededor del
mundo y al contrario de otros ordenes de insectos inductores de agallas, también se les
puede encontrar en plantas monocotiledoneas, especialmente en gramineas {Dreger-
Jauffret y Shorthouse, 1992, en Shorthouse y Rohfritsch, 1992). De acuerdo a Skuhrava
et al. (1984, citados en Shorthouse y Rohfritsch, 1992), el 60% de los insectos de |a
familia Cecidomyiidae descritos para la region “panartica’ son inductores de agailas y
constantemente nuevas especies de insectos inductores pertenecientes a esta familia
son descritos alrededor del mundo.

Por su parte el orden de los himendpteros contiene las agallas mas con—iplejas Vi
organizadas descritas para la clase Insecta. En este grupo los insectos inductores de
agalias se encuentran clasificados en el suborden Symphyta, Familia Tenthredinidae,
en el suborden Apocnrita, superfamilia Chalcidoidea, que incluye a las familias
Pteromalidae, Eurytomidae, Agaonidae y la superfamilia Cynipoidea, representada por
la familia Cynipidae. Los himenoépteros inductores de agalias presentan una amplia
distribucién en diversas zonas del planeta y pueden encontrarse en diversos grupos de
plantas dicotiledéneas e incluso monocotitedéneas, especialmente en especies de
gramineas. Los cinipidos (principales inductores del orden de los Himenopteros),
producen el desarrolio de diferentes tipos de agallas en distintos 6rganos de ia planta.
Cuando se presenta la alternancia de generaciones en el ciclo de vida de estos
insectos, ambos estados pueden producir agallas notablemente diferentes (Dreger-
Jauffret y Shorthouse, 1992, en Shorthouse y Rohfritsch, 1992).

2.3) Desarrollo y diversidad morfolégica de las agallas:

Como ya se ha mencionado, las agallas de plantas son tejidos altamente
especializados inducidos en las plantas por otros organismos. Estas estructuras
presentan un arreglo ordenado de diferentes capas de células y un crecimiento
predeterminado, que tiene como resultado la formacién de entidades morfologicas

organizadas, que presentan un tamano y forma particular (Ananthakrishnan, 1998).



Algunos de los aspectos mas relevantes relacionados con la biologia de las agallas
incluyen la gran diversidad de formas, colores, tamafios y estructuras internas que
presentan. Las caracteristicas antes mencionadas estan asociadas estrechamente con
el respectivo insecto inductor, de tal forma que las agallas inducidas por una especie
particular de insecto son basicamente iguales y pueden difenr de forma notable de otras
inducidas por especies relacionadas. Las caracteristicas distintivas de cada tipo de
agalla se deben probabiemente a pequefias variaciones en la forma en que cada
especie de insecto estimula el desamrollo de la agalla en el respectivo tejido de la planta
(Shorthouse y Rohfritsch, 1992).

La asociacion entre la agalla y su organismo inductor fue reconocida probablemente
desde el inicio de los estudios realizados en estos sistemas. Sin embargo no fue sino
hasta hace relativamente poco tiempo que el crecimiento y desarrollo de estas
estructuras se correlacion6é con la actividad de alimentacion, oviposicion y requenmiento
nutricional del insecto inductor (Mani, 1992, en Shorthouse y Rohfritsch 1992).

En términos generales el tamaio, estructura y metabolismo de la agalla esté bajo
el control del respectivo insecto inductor (Nyman y Julkunen, 2000; Stone y
Schénrogge, 2000). Algunos de los factores que afectan el tamafio de las agallas
incluyen el numero de larvas, diversidad estructural de las agallas, porcentaje de tejido
infectado, estado fisiolégico del hospedero, condiciones ambientales y genes presentes
en la planta hospedera. El grado en el cual el insecto manipula el crecimiento de la
planta para formar la agalla varia considerablemente, e involucra desde la induccion de
la proliferacion celular, hasta la formacion de una estructura compleja que la planta no
produce en condiciones normales. Al igual que otros 6rganos y estructuras normales de
las plantas, las agallas inducidas por insectos presentan caracteristicas anatomicas e
histolégicas propias, las cuales varian enormemente en diversidad y en el grado de
complejidad (Mani, 1992, en Shorthouse y Rohfritsch 1992; Ananthaknshnan, 1998;
Stone y Schdnrogge, 2003).
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El proceso de morfogénesis de las agallas es un fenomeno complejo, que involucra
la recanalizacion o reorientacion del desarrollo de la planta por parte del insecto
inductor (Ananthakrishnan, 1998). Los insectos inductores de agallas activan regiones
especificas de la planta hospedera, provocando un gradiente citologico y bioquimico a
partir de las células mas cercanas al sitio en donde se localiza el insecto (Mani, en
Shorthouse y Rohfritsch 1992). Los tejidos cercanos al insecto inductor muestran
cambios citoldgicos y morfolégicos que favorecen su proceso de alimentacion y
desarrollo. Estos tejidos conocidos también como ceélulas nutritivas, presentan
comunmente altas concentraciones de azucares, lipidos, proteinas y otros nutrientes,
que proveen un recurso continuo de alimento para el insecto (Miles, 1968; Rohfritsch y
Shorthouse, 1982: Shorthouse y Rohfrtsch 1992). Al respecto, varios estudios han
demostrado que los insectos se alimentan generalmente de una zona reducida de la
agalia (Nyman y Julkunen, 2000 ). Las células nutritivas que rodean ia camara interna
de la agalla tienen la caracteristica de presentar un citoplasma denso con grandes
cantidades de vacuolas, nucleos grandes y cloroplastos modificados en diversos grados
(Shorthouse y Rohfritsch 1992).

Los insectos inductores de agallas de plantas tienen la capacidad de modificar la
expresion de genes en areas restringidas de la planta hospedera, provocando asi
nuevos eventos de desarrollo en los tejidos bajo su influencia. EI proceso de
morfogénesis de las agallas ocurre en periodos relativamente cortos, sin embargo este
hecho no influye aparentemente en la complejidad observada en estas entidades
morfolégicas (Ananthakrishnan, 1998).

En muchos tipos de crecimientos anormales o desviaciones del desarrollo normal de
los organismos, existen alteraciones en los mecanismos que regulan ia diferenciacién y
proliferaciéon celutar. En este contexto las “agallas de corona® inducidas por bacteras,
se forman debido a la proliferacion de células con un bajo nivel de diferenciacién, por
ello son consideradas las mas simpies y poco derivadas dentro de la amplia variedad de
estas estructuras encontradas en la naturaleza. Por el contrano las agallas inducidas
por insectos son estructuras muy organizadas que presentan diferentes grados de
diferenciacién, por lo que se las considera como las mas complejas y derivadas. No
obstante, a pesar de que existen diferencias claras entre estos dos tipos extremos de

agallas, también estas presentan semejanzas importantes. Al respecto ambos sistemas



10

presentan un estado previo de “condicionamiento” al desarrollo de la estructura. En el
caso de las agallas de insectos, el “condicionante” es el insecto en si mismo. el cual
condiciona el tejido que formara la estructura mediante la accion mecanica y la
secrecion de sustancias gquimicas. Mientras que en las "agallas de corona” el factor
condicionante esta dado por una serie de eventos metabolicos previos a la
transformacion genética de las células vegetales por parte de las bacterias (Rohfritsch y
Shorthouse, 1982; Davey et al,, 1994; Pifiol et al.,, 1996).

Al igual que en las células tumorales de las "agallas de Corona, las celulas que
forman las agallas de insectos adquieren cierta autonomia e independencia del
desarrollo normal del tejido al que pertenecen. A partir del proceso de induccion, el
desarrollo de las células es recanalizado debido a la influencia del agente inductor. Sin
embargo a diferencia de las agallas de insectos, las agallas de corona tienen un
crecimiento incontrolado sin un patrén de desarrollo definido. Después del estimulo
inicial, la proliferacion celular en ambos sistemas se desarrolla de forma diferente, en el
caso de las agallas de corona inducidas por bacterias, ia proliferacion de las células se
produce de forma incontrolada y no requiere de la presencia de la bacteria. En
contraste, para un adecuado y completo desarrollo de las agallas inducidas por
insectos, se requiere la presencia activa del respectivo insecto {Rohfritsch y Shorthouse.
1982; Davey et al., 1994).

Las agallas de plantas presentan cuatro estados basicos de desarrollo, sin
embargo los mismos pueden presentar diferencias significativas entre los diferentes
grupos. Estas etapas de desarrollo involucran el estado de iniciacion, crecimiento y
diferenciacion, maduracion y finalmente dehiscencia. El estado de crecimiento y
desarrolio es un proceso continuo de division y diferenciacion celular. que depende por
lo general de la actividad de alimentacion de la larva, la que a su vez es la principal
responsable de modelar la forma de la camara intema de la agalla. Después de
formarse el tejido nutritivo alrededor de la camara intema, una masa de células une el
tejido vascular de la agalla con el de la planta. Frecuentemente un tejido
esclerenquimatoso se desarrolla también alrededor de la camara intema y cerca del
tejido vascular de fa agalla, lo que ocasiona la separacién de la misma en una region

interna y otra externa. Se considera que la region interna es influida por la actividad de
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ia larva, en tanto que la region externa o corteza de la agalla esta bajo la influencia de la
planta. La apertura y dehiscencia de las agallas ocurre hacia el final de la etapa de
maduracion y constituye el periodo de mayores cambios quimicos y fisioldgicos en los
tejidos que la conforman. En la actualidad se ha demostrado que no solamente los
tejidos meristematicos reaccionan a los estimulos de los insectos inductores de agallas,
también se ha observado que tallos jovenes de varias especies de plantas pueden ser
estimulados y modificados para formar estas estructuras (Rohfritsch y Shorthouse,
1992).

Varios autores han tratado de clasificar las agallas de acuerdo a una serie de criterios
morfoldgicos, que a pesar de ser artificiales, han sentado las bases para el desarrollo
de un gran numero de estudios. Kuster (1911, citado por Shorthouse y Rohfritsch 1992,
y por Williams 1994) distingue dos tipos basicos de agallas, las organoides y las
histioides. Las primeras resuitan de |a proliferacién de érganos o bien de la modificacion
de 6rganos que conservan su estructura basica. Las agallas histioides por el contrario
se originan a partir de la proliferacion de células modificadas que conducen a la
formacion de un tejido nuevo. Este mismo autor también clasifica las agallas de acuerdo
a criterios mas morfoldgicos, al respecto las agallas llamadas kataplasmicas son
irrequlares en forma y tamano, ademas presentan un crecimiento irmegular con escasa
diferenciacion de sus tejidos. Por su parte las agallas prosoplasmicas son mas
complejas y diferenciadas y dan como resultado la formacion de una nueva estructura
(Miles, 1968; Williams, 1994). No obstante es importante enfatizar que cualquier intento
de clasificacidn resuita dificil debido principalmente a que existen una gran cantidad de
estados y formas intermedias entre las diferentes clases de agallas. Asi, en ultima
instancia se puede decir que la forma y estructura de las agallas depende de un gran
numero de factores, entre los cuales se pueden mencionar la especie a la que
pertenece la planta hospedera, la especie del insecto inductor, el tipo de érgano
atacado, el estado de desarrollo de la planta y en algunos casos incluso el sexo del
insecto, solo para mencionar algunos.

Como se menciond anteriormente algunas agailas son simplemente "hinchamientos”
0 bien masas de células indiferenciadas o con un bajo nivel de diferenciacidon, en tanto

que oftras muestran un sorprendente grado de diferenciacion, organizacion y



especializacion en sus células y tejidos; frecuentemente con caracteristicas asociadas
exclusivamente a la agalla de la cual proceden. En funcion de lo anterior, este ultimo
tipo de agalla llamada prosoplasmica, presenta una anatomia e histologia muy
caracteristica y propia (Mani, 1992, en Shorthouse y Rohfritsch 1992).

Las agallas prosopiasmicas inducidas por algunas familias de insectos son, debido
a su alto grado de complejidad y organizacién, las que generan una mayor expectativa
e interés (Mani, en Shorthouse y Rohfritsch 1992); y constituyen por |o tanto, el principal
material de partida para llevar a cabo los estudios e irnvestigaciones contempladas en el
presente proyecto.

A pesar de que los himenopteros y dipteros son los mayores inductores de agallas,
igual diversidad se puede encontrar en las agallas formadas por, trips, &fidos,

cochinillas y otros grupos de insectos (Ananthakrishnan, 1998).

Las agallas inducidas por los ordenes Thysanoptera y Homéptera se manifiestan
como pequenos abultamientos © crecimientos anormales, cuyos tejidos estan
conformados esencialmente por células parenquimatosas . Algunas especies pueden
causar también un enrollamiento de las hojas acompafiado de una hipertrofia celular.
En el caso de los homopteros estos inducen una gran variedad de tipos de agallas, que
varian desde formas simples a aquellas que producen estructuras compiejas. A pesar
de que las agallas de homopteros son relativamente simples, existen algunas como las
formadas por Chermes strobilobius en brotes de Picea exelsa que presentan una
estructura de muiticAmaras muy elaborada y habitadas por un gran numero de
individuos (Rohfritsch y Shorthouse, 1982; Shorthouse y Rohfritsch 1992).

Las agalias producidas por los coledpteros se caracterizan por la ausencia de tejido
nutritivo. Las larvas de varias especies producen tuneles en difererntes partes de las
plantas y los huevos son colocados en el interior de cavidades preparadas por las
hembras (Shorthouse y Rohfritsch, 1992).



Las agallas formadas por los lepidopteros al igual que las de coledpteros no
oresentan por lo general el desarrollo de tejidos nutritivos, las larvas de estos insectos
se alimentan masticando el tejido que rodea la camara intema, produciendo asi una
gran cantidad de detritus (Shorthouse y Rohfritsch, 1992).

Los himenopteros y mas concretamente los miembros de la familia Cynipidae, como
orincipales representantes del grupo, inducen agallas en vanas especies de plantas o
pien viven como inquilinos en las formadas por otras especies. La mayoria de los
representantes de esta familia inducen la formacion de agallas en hojas, brotes, tallos y
raices. Las hembras ponen los huevos en la superficie del tejido y el huevo por si
mismo induce una pro agalla, pero las larvas de estos insectos son los principales
agentes inductores de la estructura. Los huevos de cinipidos tienen un efecto litico en
las células que los rodean, lo que da como resultado la formacion de una camara que
protege a la joven larva. Las larvas poseen estructuras bucales que les permiten
romper la pared celular vegetal para succionar el contenido de las células nutritivas.
Muchas especies de cinipidos se caracterizan por tener ciclos de vida complejos,
comunmente acompafiados por una altemancia de generaciones. Los individuos de
ambas generaciones pueden atacar el mismo o6rgano o diferentes tipos de organos en
la planta, produciendo como resultado la formacion de agallas radicalmente diferentes y
en algunos casos incluso los individuos de las dos generaciones son morfolégicamente
diferentes. La superficie de las agallas formadas por los cinipidos puede estar
recubierta de tricomas, escamas, espinas u otro tipo de prolongaciones. Sin embargo
una de las caracteristicas estructurales mas importantes es |la formacion de zonas
concéntricas de diferenciacion y una zona de células esclerenquimatosas alrededor de
la camara larval (Rohfritsch y Shorthouse, 1982; Shorthouse y Rohfritsch 1992).

Las agallas asociadas a dipteros y en especial las inducidas por los individuos de la
familia Cecidomyiidae, exhiben el mayor ambito de complejidad dentro de [os insectos
inductores de estas estructuras y presentan a su vez una amplia variacion de formas y
tamafos. Al menos la mitad de las agallas descritas para los insectos de esta familia se
producen en hojas, sin embargo también se producen en brotes, tallos, flores y raices.
Las agallas formadas por los dipteros se caracterizan por el alto grado de diferenciacién

de sus tejidos y los insectos por su parte se caracterizan por la complejidad de sus
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ciclos de vida. Ofra caracteristica importante presente en los dipteros inductores de
agallas es la capacidad que tienen muchas de sus especies de pupar dentro de la
agalla (Rohfritsch y Shorthouse, 1982; Shorthouse y Rohfritsch 1992).

En las agallas formadas por los insectos de la familia Cecidomyiidae, las celulas que
forman el tejido nutritivo y el tejido de almacenamiento, estan presentes a lo largo del
desarrollo de la estructura. Asi mismo para el desarrollo y mantenimiento del tejido
nutntivo es necesana la presencia activa de la larva del respectivo insecto inductor
(Ananthaknshnan, 1998). Las hembras de esta familia depositan los huevos en la
superficie del tejido de la planta y posteriormente al eclosionar, la larva busca un sitio
adecuado para iniciar el desarrollo de la agalla. En Ja familia Cecidomyiidae,
unicamente las larvas tienen {a capacidad de inducir agallas, estas tienen un escaso
desarrollo de sus estructuras bucales y se alimentan succionando los fluidos exu‘dados
de las células presentes en la agalia sin causar ningun dafo o necrosis (Rohfritsch y
Shorthouse, 1982; Shorthouse y Rohfntsch 1992).

2.4) Posibles mecanismos de induccion:

La capacidad que poseen un gran numero de insectos de formar agallas en
diferentes grupos de plantas, ha motivado una gran cantidad de investigaciones con el
fin de encontrar el mecanismo de induccion de este tipo de estructuras. Hon (en
Shorthouse y Rohfritsch 1992) describe cuatro hipotesis pnncipales que podrian
explicar la formacion de estas estructuras. La primera de estas hipotesis sugiere la
inyeccion de un fluido por parte del insecto, durante el proceso de oviposicion, el cual
estaria mediando la induccion de la agalla. Una segunda hipotesis establece que la
formacion de las agallas es el resultado de una irritacion mecanica producida en las
plantas debido a la presencia de un cuerpo extrafio en sus tejidos. La tercera hipotesis
sostiene que la formacion de las agallas es inducida por la secrecion de componentes
activos en la saliva de los insectos. Y finaimente una cuarta hipétesis sustenta la idea
de que la formacion de las agallas esta mediada por la excrecion de productos

metabolicos por parte de los insectos.
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Shorthouse y Rohfritsch (1992) separan la morfogénesis de las agallas inducidas por
insectos en dos procesos. El primero es un efecto permanente, que se mantiene aun
cuando el respectivo insecto es removido de [a agalla o muere. Un segundo proceso
implica que el efecto es generado por medio de una estimulacién continua por parte del
insecto inductor, el cual desaparece Si el insecto es removido de la agalla o si este

muere.

El proceso de morfogénesis de las agallas de plantas inducidas por insectos podria
dividirse para una mayor simplificacién en tres fases principales. La primera de estas
fases involucra el “condicionamiento” de las células del respectivo tejido de la planta por
parte del insecto, para hacerlas mas susceptibles y apropiadas a su acciéon como
inductor. En la siguiente fase se da el proceso de induccién de la agalla como tal,
producto del alargamiento y la division celular, que tiene como resultado la fom;acién de
una agalla “pnmana”. La fase final consiste en la maduracién de la agalia, en la cual la
agalla primaria crece hasta completar su morfogénesis (Shorthouse y Rohfritsch 1992).

Como se mencioné en el pamrafo anterior, en ef proceso de induccion de las agallas,
las células de la planta deben ser condicionadas para producir un estado fisiolégico
particular. Al respecto, diferentes estudios han mencionado que los aminoacidos
presentes en las secreciones Ssalivales de los insectos inductores de agallas,
esencialmente  lisina, histidina y triptéfano, podrian funcionar como
“preacondicionadores” para la induccion de las agallas. Al parecer los aminoacidos
secretados en la saliva provocarian una mayor plasticidad e incrementarian la
sensibilidad de los tejidos de la planta a la accion del respectivo insecto inductor.
Aunque la presencia de pectinasas en la saliva de los insectos no se ha correlacionado
con la induccion de las agallas, estas enzimas podrian degradar las paredes celulares y
con ello contribuirian a condicionar €l tejido para la accidén del insecto. En el mismo
sentido, se ha especulado que la polifenol oxidasa (PPQO), presente también en las
secreciones salivales de los insectos y los compuestos fendlicos derivados de su accion
enzimatica, podrian incrementar la sensibilidad de los tejidos de la planta ai estimulo
por parte del respectivo insecto inductor. No obstante, se ha especulado que la
compleja interaccion entre los tejidos de la planta hospedera y la polifenol oxidasa,
podria tener una importancia fundamental en la formacion de las agallas (Miles, 1968
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Hori, 1992, en Shorthouse y Rohfritsch, 1992; Ananthakrishnan, 1998). Al respecto,
Miles (1968) menciona que la interaccion y balance entre el sistema de la polifenol
oxidasa de los insectos y la planta hospedera, podria determinar si el “ataque” por

parte del insecto produce una lesion (necrosis) o bien el desarrollo de la agalla.

Diferentes estudios han reportado que el Acido Indolacético (AIA) podria ser un
poderoso agente inductor de las agallas, también se ha especulado que este
compuesto podria interactuar con otros reguladores de crecimiento vegetal, como
citocininas y giberelinas, o de forma sinérgica con otras sustancias para promover el
proceso de induccién y maduracion de este tipo de estructuras (McCalla et al., 1961,
Miles, 1968; Hori, 1992, en Shorthouse y Rohfritsch, 1992; Leitch, 1994;
Ananthakrishnan, 1998; Stone y Schénrogge, 2003). Sin embargo el mecanismo o
modo de accién por medio del cual estas sustancias actian para promover el desarrollo
de las agallas es poco comprendido y es motivo de un amplio debate entre los
investigadores del tema. Este panorama se complica aun mas en el caso de las agallas
prosoplasmicas, como las formadas por los insectos de las familias Cecidomyiidae y
Cynipidae, debido a la complejidad de su desarrollo y estructura, y a la diversidad de

estrategias adaptativas que presentan.

En el caso particular de los insectos inductores de agallas pertenecientes a la
familia Cecidomyiidae, se ha reportado que el huevo o la hembra al ovipositar podrian
generar el estimulo inicial y que la larva al secretar sustancias que promueven el
crecimiento del tejido vegetal bajo su accién, provocaria la formacién de la agalla. No
obstante, debido a la complejidad del proceso de induccién y desarrollo de este tipo de
agallas, la hipétesis quimica, en toda su amplitud, es una explicacién poco probable
para comprender en su totalidad el mecanismo de morfogénesis de este tipo de
estructuras. Sin embargo Boysen-Jensen (1952, citado por Hori, 1992, en Shorthouse y
Rohfritsch, 1992) y Miles (1968) sustentan la hipotesis de la inducciéon quimica,
argumentando que la larva se mueve instintivamente y secreta sustancias reguladoras
en sitios apropiados del tejido “atacado” y en tiempos especificos, generando asi un
ambiente propicio que favorece el desarrollo de la agalla.
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Con respecto a los himenopteros de la familia Cynipidae, diferentes trabajos han
asociado tanto a las auxinas como a las citoguininas con el proceso de induccion y
morfogénesis de las agallas. Mas aun, se ha correlacionado la morfogénesis e
induccion de estas estructuras con la actividad de oviposicion de la hembra,
secreciones del huevo y la actividad y secrecion de sustancias a partir de la larva
(Miles, 1968; Hori, 1992, en Shorthouse y Rohfritsch, 1992). Shorthouse y Rohfritsch
(1992) mencionan que en un trabajo realizado por Yokota et al. en 1873 se describe
que el principal factor inductor de agallas en D. kuriphilus no incluiria ni a las auxinas ni
a las citocininas. Al igual que para las agallas formadas por los insectos de la familia
Cecidomyiidae, el mecanismo de morfogénesis de las agallas formadas por los
Cinipidos no puede explicarse simplemente por la accién de algun regulador de
crecimiento vegetal. Aunque se ha postulado que el micro ambiente generado por la
larva durante el proceso de alimentacion podria contribuir al proceso de morfc;génesis,
tal como se menciond también para las agallas formadas por los dipteros
pertenecientes a la familia Cecidomyiidae.

Estructuras o sintomas similares a agallas fueron obtenidos en pruebas realizadas
por medio de la inoculaciéon de extractos totales de hemipteros y homopteros inductores
de agallas en sus respectivas plantas hospederas. Asi mismo por medio de la inyeccion
adecuada de AlA u otros tipos de auxinas, o bien auxinas mezcladas con aminoacidos,
se han logrado obtener resultados similares, pero con menos éxito. Aunque los insectos
de estos ordenes producen agallas poco diferenciadas, los resuitados obtenidos por
medio de estos experimentos han apoyado la hipétesis sobre la induccion quimica de
este tipo de estructuras (McCalla ef al., 1961; Miles, 1968; Hori, 1992, en Shorthouse y
Rohfritsch, 1992).

Aungue en términos generales se ha aceptado el hecho de que algun tipo de
“estimulo” quimico por parte del insecto esta involucrado en la induccion y morfogénesis
de las agallas (McCalla et al.,, 1961, Miles, 1968; Rohfritsch y Shorthouse, 1982; Hori,
1992, citado en Shorthouse y Rohfritsch, 1992; Leitch, 1994; Ananthakrishnan, 1998);
la posibilidad de que exista un mecanismo de induccion molecular que involucre la
transferencia de elementos genéticos no ha sido considerada ni explorada seriamente.

Algunos investigadores como Ananthakrishnan (1998), Nieves- Aldrey, (1998), asi como



Stone y Schonrogge (2003), han considerado la posibilidad de que un mecanismo a
nivel genético molecular pueda estar mediando el proceso de formacién y control de la
morfogénesis de la agalla. Especificamente se ha sugerido que el insecto inductor
podria insertar plasmidos, viroides o virus mutualistas en el genoma de la planta, los
que regularian y controlarian el proceso de formacion de las agailas. Sin embargo estos
autores no ofrecen ninguna evidencia o trabajo que pueda sustentar esta afirmacién.
Las bases moleculares del proceso de induccion de las agallas de plantas inducidas por
insectos es aun desconocido (Stone y Schonrogge, 2003). Por otra parte, la naturaleza
fisioldgica del estimulo dado por el insecto inductor y la influencia de su propia
constitucién genomica, asi como la reaccion generada por la planta, son preguntas que
permanecen abiertas y sugieren la necesidad de realizar investigaciones mas profundas
en este campo (Ananthakrishnan, 1998).

Stone y Schénrogge (2003) mencionan tres grandes problemas o retos en la
identificacién de las molecular responsables del proceso de formacion de las agallas.
Primero, la dificultad de establecer ensayos apropiados para los tejidos de la planta
involucrados en el proceso de induccion. En segundo lugar, las posibles moléculas
inductoras utilizadas por los insectos, podrian ser guimicamente similares a aguellas
presentes normalmente en la planta. Y tercero, debido a que se espera que las sefales
provenientes del insecto generen una cascada de respuestas en la planta, es dificil
separar el primer impacto morfogenético originado por el inductor, de la respuesta
secundaria generada por la planta.

2.5) Comparacion de la composiciéon quimica entre agallas y otros tejidos de la
planta:

Investigaciones realizadas en agallas de diferentes especies de plantas, han revelado
que la composicion y concentracion de sustancias quimicas en estas estructuras puede
ser diferente al resto de tejidos u 6rganos de la planta. En este sentido, numerosos
estudios como los realizados por Hartley y Lawton (citados por Ananthaknshnan
1998), han demostrado que las agallas inducidas por insectos de la familia Cynipidae,
pueden contener altos niveles de ciertos metabolitos secundarios y nitrogeno.



Ananthakrishnan (1998), menciona que los tejidos cercanos al exterior de la agalla
frecuentemente acumulan altos niveles de taninos y otros compuestos quimicos,
relacionados con el proceso de defensa de la agalla y en consecuencia también del
insecto. Un estudio realizado por Vereecke et al. (1997), reveld que la composicion
quimica de extractos etandlicos y acuosos de agallas producidas en las hojas de
Nicotiana tabacum, cambian drasticamente al compararios con extractos de tejidos de
la planta no infectados. Se ha reportado que las concentraciones de algunos
carbohidratos como sacaridos hemicelulosicos, xilosa y arabinosa, se incrementa
durante el desarrolio de agallas en Zelcowa serrato (Yeo et al, 1997). Otros
investigadores también han reportado diferencias en las concentraciones de ciertos
compuestos secundarios en los tejidos que forman las agallas (Kraus y Spiteller, 1997;
Pinkwart et al, 1997). Vaneckova (1998) analizd también los contenidos de caicio,
magnesio, potasio y plomo en agallas de seis especies de dipteros y encontr}'a que el
contenido de estos elementos quimicos puede variar al comparar las agallas con el
tejido normal de ia planta. La diferencia mas significativa se encontré en los niveles de
notasio, los cuales son significativamente mayores en el tejido agallico.

Un gran ndmero de autores han reportado altas concentraciones de ciertas
sustancias nutritivas en los tejidos de las agallas, algunas de estas sustancias incluyen,
proteinas, fosfatos, lipidos y compuestos nitrogenados. En contraposicion a este
descubrimiento, algunos investigadores han descrito que las agallas pueden presentar
bajos niveles de ciertos compuestos quimicos, relacionados al parecer con procesos de
defensa en la planta, este es el caso por ejemplo de determinados compuestos
fendlicos (Price et al., 1986).

Debido al hecho de que muchas agallas presentan altas cantidades de ciertos
nutrientes y bajos niveles de sustancias quimicas nocivas para el insecto. Se ha
postulado una hipoétesis que asume que los insectos inductores de agallas son capaces
de manipular el desarrollo de sus plantas hospederas, para asi producir tejidos con un
mayor valor alimenticio (hipétesis nutricional). No obstante varios estudios realizados
recientemente con el objetivo de demostrar esta hipdtesis, revelaron que las
concentraciones de ciertos compuestos quimicos considerados como de defensa en las

olantas, estan en mayores concentraciones en |os tejidos formados por las agallas, lo



20

cual es contrario a la hipotesis en mencién y plantea la necesidad de un
replanteamiento de la misma (Nyman y Julkunen, 2000).

Tomando como referencia numerosos estudios, como [os realizados por Nyman y
Julkunen (2000), con respecto a la comparacion de la composicién quimica entre
agallas y tejidos normales de las plantas, se podria afirmar que los insectos inductores

de agallas controlan las propiedades quimicas de estas estructuras.
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1) OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION:

El proposito de esta investigacion es el estudio de algunos aspectos relacionados
con las interacciones moleculares entre los insectos inductores de agallas y las plantas
hospederas.

Para alcanzar este propésito, se han planteado los siguientes objetivos:

OBJETIVO GENERAL.:

» Estudiar la posible insercién de elementos genéticos externos al genoma de las
plantas hospederas, como base de un probable mecanismo molecular involucrado

en la formacién de agallas de plantas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

» Elegir un modelo Insecto — Planta hospedera— Agalla que proporcione las
facilidades y ventajas adecuadas para su estudio.

» Determinar y optimizar diferentes metodologias para la extraccién de ADN a partir
de las plantas y agallas, asi como de las larvas del respectivo insecto inductor.
Seleccionando aquellas que resulten mas apropiadas para realizar los analisis
respectivos.

» Comprobar la existencia de elementos genéticos externos al genoma de la planta,
por medio de la implementacion de la metodologia de RAPDs.

» Clonar en vectores de expresién apropiados, los fragmentos de ADN amplificados
diferencialmente a partir de las agallas.

» Disefar iniciadores especificos de PCR para las secuencias de insercion presentes
en los tejidos que conforman la agalla, a partir de la informacion generada.
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» Evaluar los iniciadores de PCR disefiados como marcadores especificos de
agallas, en un tipo de agalla diferente a la inducida en el sistema escogido como

modelo para el trabajo de investigacion.

» Determinar la presencia de {a secuencia de insercion obtenida a partir del ADN de

agallas en el insecto inductor.

» Generar un modelo hipotético con los resultados del estudio, que explique el
posible mecanismo de induccion para el tipo de agalla considerado en la presente

investigacion.

IV) METODOLOGIA:

4.1 Seleccion de un modelo idéneo:

La escogencia se realizdé tomando en consideracion aspectos tales como la
disponibilidad y distribucion de las agallas e importancia econémica de la planta
hospedera, asi como el hecho de que el insecto inductor y la planta hospedera estan
identificados taxonomicamente y ademas la agalla inducida es una agalla compleja.
También se consideraron ciertos aspectos de la biologia y ecologia del sistema, que
contribuyen a que estas estructuras resulten interesantes y apropiadas para llevar a
cabo este tipo de estudios. En este sentido se eligio el sistema de agallas cilindricas
inducidas en yuca (Manihot esculenta) por el insecto Latrophobia brasilensis (Montaldo,
1977). La agalla inducida por este insecto induce una coloracion rojo brillante en la

superficie de la agalla (ver figura 3).

Para constatar la utilizacion de los iniciadores disenados como marcadores
especificos de agallas en otro sistema de agallas diferente al inducido en plantas de
yuca, se escogid un tipo de agalla presente en la planta Cousarea hondensis
(identificada por Alonso Quesada, herbario del Museo Nacional, San José, Costa Rica);

para observar la morfologia de este tipo de agalla ver la figura 4.
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4.2 Purificacion de ADN:

Se realizaron purficaciones de ADN en las agallas de las plantas de yuca y en los
:gjidos de hojas circundantes a esta estructura. La cantidad de matenial vegetal utilizado
en las extracciones de ADN fue mayor en las hojas que en las agallas. La cantidad de
muestras procesadas tanto de hojas como de agallas, fue de aproximadamente
cincuenta. Las muestras colectadas y procesadas provienen de diferentes vanedades
de yuca pertenecientes a un banco de germopiasma presente en la Sede San Carlos
del Instituto Tecnologico de Costa Rica. También se colectaron muestras en
plantaciones presentes en fincas propiedad del Instituto Tecnolégico de Costa Rica,
Sede San Carlos, ubicadas en la comunidad de Santa Clara de San Carlos, Regiéon
Huetar Norte de Costa Rica.

Se probaron diferentes metodologias para la extraccion y purificacion de los acidos
nucleicos, la eleccion del método de punficacion mas adecuado se realizé de acuerdo a
la cantidad y calidad de las moléculas de ADN purificadas. La calidad de los 4cidos

nucleicos se estimo visualmente por medio de electroforesis en geles de agarosa.

La metodologia seleccionada para llevar a cabo la extraccion de ADN de hojas y
agallas de yuca, corresponde a un protocolo de extracciéon tomado y modificado a partir
de Dellaporta et al. (1983), e implementado en el CIAT de Colombia. El primer paso
para la extraccion es lavar las hojas y agallas con jabén liquido y etanol al 70%. Luego
se cortan las agallas por la mitad con la ayuda de un bisturi estéril y se eliminan tanto la
larva del insecto como la epidermis de la camara intema. Esto permite eliminar posibles
contaminaciones de la muestra con el ADN de microorganismos, acaros y aigunos tipos
de insectos, que bajo ciertas condiciones pueden desarrollarse y crecer en la camara
interna de la agalla. Después las agallas se lavan nuevamente con etanol al 70% y se
les adiciona 1.0 ml de solucion amortiguadora de extraccion de ADN (100 mM Tris —
HCI, pH: 8.0, 50 mM EDTA, 500 mM NaCl, Mercaptoetanol al 0.7 % y Polivinil
Pirrolidona al 2 %). Se procede luego a triturar de 150 — 250 mg de material vegetal
(agallas individuales de 40- 70 mg) en morteros limpios esterilizados, previamente
tratados con hipocjorito de sodio al 3.5% y lavados con etanol al 70% y agua destilada
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estéril. Posteriormente se transfiere el material vegetal triturade y homogenizado a
tubos plasticos limpios de 1.5 ml. Manteniendo los tubos siempre sobre hielo se
agregan 75 pul de SDS al 20 %; la mezcla se incuba luego en un bafio de agua a 65 °C
por 10 minutos y después se le afiaden 340 pl de acetato de potasio 5 M, mezclando
vigorosamente. Después se incuba la mezcla resultante en hielo por 30 minutos y se
centrifuga la misma a 15 000 rpm durante 20 minutos a 4 °C. Se colecta la fase superor
y se transfiere a tubos plasticos limpios de 1.5 ml, luego a la fase superior obtenida se
le realizan dos o tres extracciones con un volumen de Fenoi-cloroformo— alcohol
Isoamilo, para lo cual se agita 1a solucién en el mezciador “vortex” por 1 —2 minutos y
después se centrifuga la misma por 2 a 3 minutos, colectando la fase superior y
transfiriéndoia nuevamente a tubos limpios. Posteriormente se agrega un volumen de
cloroformo— Isoamilo y se agita la mezcla en el “vértex” durante 1 a 2 minutos, luego se
centrifuga por 2 a 3 minutos a 10 000 rpm, colectando la fase acuosa supenor y
transfiriendo la misma a tubos limpios de 1.5 ml. Los acidos nucleicos se precipitan con
un volumen de isopropanol, 1a mezcla se agita suavemente y se deja reposar por dos
horas o toda 1a noche a 4°C. La solucién resultante se centrifuga por 15 minutos a 14
000 rpm, luego se seca el precipitado con los acidos nucleicos a temperatura ambiente
0 a 35°C por 5 minutos en el concentrador de ADN. El precipitado se resuspende en un
volumen de 50 pyl de agua bidestilada estéri, al cual se le agrega la cantidad de
ARNasa necesaria para obtener una concentracion final de 10 ug / ml y se incuba por
30 minutos a 37°C. Posteriormente se realizan dos o tres extracciones con un volumen
de cloroformo — Isoamilo y una extraccion adicional con un volumen de cloroformo,
repitiendo para tal fin la secuencia de mezcla, centrifugacion y colecta de |a fase acuosa
superor seguida anteriormente para la extraccion con Fenol-cloroformo— alcohol
Isoamilo. Seguidamente se toman 700 ul de ia fase acuosa superior y se transfieren a
tubos plasticos limpios de 1.5 ml. Los &cidos nucleicos se precipitan con un volumen de
isopropanol, agitando suavemente la mezcla y dejandola reposar por dos horas o toda
la noche a 4°C. El precipitado se obtiene centrifugando la mezcla anterior por 15
minutos a 14 000 rpm. Al precipitado obtenido se le agrega 1 ml de etanol frio al 70% y
se centnfuga por 3 minutos a 14 000rpm, repitiendo la secuencia del paso anterior dos
veces, Finalmente se seca el precipitado de ADN a temperatura ambiente (0 a 35°C por
5 minutos en el concentrador de ADN) y se resuspende en 50 pl de agua estéril calidad
PCR (Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA).
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Para la primera extraccion de ADN gendémico a partir de hojas y agallas de yuca, se
tomé material inicamente de una agalla, para asi contabilizar un total de siete muestras
tanto de hojas como de agallas; estas muestras provenian de diferentes plantas de
yuca de la variedad Valencia, las cuales formaban parte de un banco de germoplasma
del Instituto Tecnolégico de Costa Rica, Sede San Carlos. La calidad del ADN extraido
se estimo6 visualmente cargando 4 pl del ADN resuspendido en agua calidad PCR, en
un gel de agarosa al 0.8 % y en solucion amortiguadora TBE 0.5 X, a 75 voltios por
aproximadamente una hora y quince minutos. Para la segunda extraccion de ADN
genomico, las muestras fueron colectadas a partir de plantas de yuca de la variedad
Valencia, en viales de cristal conteniendo etanol al 95% sobre hielo. Al siguiente dia, las
muestras fueron colocadas en un congelador de — 70 -C. Dentro de una camara de flujo
laminar, las muestras fueron después lavadas cuidadosamente con etanol al 70% vy
luego se les extrajo la larva (si esta estaba presente) y el tejido circundante a la camara
interna de la agalla. Posteriormente se procedi6 a lavar nuevamente con etanol de 70%
el material vegetal resultante de la diseccién. La calidad del ADN purificado se estimo
visualmente cargando 2 pl del ADN resuspendido en agua calidad PCR, en un gel de
agarosa al 0.8 % y en solucion amortiguadora TBE 0.5 X, el cual se separ6 a 85 voltios
por aproximadamente una hora. Procediendo de igual forma que en las purificaciones
anteriores, se realizd una nueva extraccion de ADN, que incluye las muestras de la
namero 14 a la 36. Las muestras de la numero 14 a la numero 31 corresponden
aparentemente al tipo de agalla colectada en la variedad Valencia, en tanto que para las
agallas de las muestras 32 a 36, no se pudo diferenciar el tipo de variedad de yuca al
que pertenecen. Lo anterior debido a las similitudes existentes entre las variedades de
yuca presentes en el banco de germoplasma, lo que posteriormente no fue posible
determinar dado que estos materiales fueron eliminados por el Instituto Tecnolégico de
Costa Rica. EI ADN purificado fue visualizado cargando 6 pl de ADN de agallas y 3 pl
de ADN de hojas, en un gel de agarosa al 0.8 % y en solucién amortiguadora TBE 0.5
X, el cual se separ6é a 75 voltios por aproximadamente una hora. Los ADNs fueron
resuspendidos en 50 pl de agua bidestilada y desionizada estéril. Utilizando el
procedimiento descrito con anterioridad para colectar y limpiar las agallas, se realizo
una nueva purificacion de ADN total a partir de diferentes muestras de tejido sano de
hojas y a partir de las agallas presentes en estas hojas. A diferencia de las



purificaciones anteriores, para esta extraccion de ADN se procedié a tomar mas de una
agalla por hoja, en la mayoria de las muestras. Asi para la muestra 37 se tomaron 2
agallas, para la 38 se tomaron 2 agallas, 4 agalias en la muestra 39, 5 agallas en la
muestra 40, 5 en la 41, 3 en la muestra 42, 9 en la muestra de agallas 434, 1 agalla en
la muestra 43;, 8 agallas en la muestra 44, 9 agallas en la muestra 45¢ y 1 agalla en Ia
muestra 45,. Las muestras de la nimero 37 a la 42 comresponden a las colectadas en la
variedad Valencia y de fa niamero 43 a 45 comresponden a las colectadas a partir de |a
variedad México. En la ultima extraccion de ADN se cuantifico la presencia de larvas en
{as respectivas muestras de agallas colectadas. Asi en las dos agallas disectadas en las
muestras 37 y 38 respectivamente y en fas tres agallas de fa muestra 42, no sé
observé la presencia de larvas en la cdmara interna. Para la muestra de agalla 39 se
observd la presencia de la larva en las cuatro muestras colectadas, pero una de las
larvas mostré claramente la presencia de lo que parece ser un ectoparasito. En las
muestras 40 y 41 respectivamente, se pudo observar la presencia de la larva
unicamente en una de las cinco agallas disectadas. Para [as muestras 43 y 44 se
observo la presencia de la larva en tres de las nueve agallas colectadas. Por su parte
en fa muestra de agallas 454 se detect6 |la presencia de la larva en cinco de las nueve
agallas disectadas. Finalmente en la muestra de agalias 43; y en |a 45;, se constato la

presencia de la respectiva larva en la unica agalla colectada.

4.21 Extraccion y purificacion de ADN gendémico de larvas de Latrophobia
brasilensis y de hojas y agallas de la planta Cousarea hondensis colectadas en el
bosque:

Para realizar |la extraccion de ADN a partir de larvas de Latrophobia brasilensis, se
colectaron y disectaron una gran cantidad de agallas, provenientes de cultivos de yuca
de la vanedad Valencia, aledafios a la comunidad de Santa Clara de San Carlos. Las
larvas fueron extraidas de las agallas, cortando estas estructuras cuidadosamente por
la mitad con la ayuda del bisturi. Se colectaron anicamente las larvas de apariencia
sana, esto es sin la presencia de ectoparasitos, de color muy definido (anaranjado
claro) y que presentaban una gran actividad. Se colectaron aproximadamente 25 larvas
con las caracteristicas antes mencionadas. Las larvas fueron colectadas con una pinza
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estéril en un tubo plastico de 1.5 ml, conteniendo etanol al 70%. Posteriormente se

guardo el tubo con las larvas en un congelador de — 20 °C.

En la extraccion de ADN se utilizé el mismo protocolo utilizado para las extracciones
de ADN genomico descrito en la seccion 4.2.1, excepto que la muestra de larvas fue
tratada con proteinasa K a una concentracion final de 100 pg/ mi. La muestra se incubd
durante aproximadamente una hora a una temperatura de 65 °C. Posteriormente a la
muestra de larvas tratada con proteinasa K, se le realizaron tres extracciones con un
volumen de Fenol- cloroformo — Isoamilo (PCI), agitando en un mezclador “vortex” por 1
-2 minutos y luego se centrifugd por 2 — 3 minutos a 10 000 rpm. Seguidamente se
colect6 ia fase superior y se transfirio a un tubo limpio de 1.5 ml para continuar con el
proceso de purificacion.

La purificacion de ADN a partir de hojas y agallas de la planta Cousarea fondensis
se realiz6 colectando varias agallas en una muestra unica y tomando tejido proveniente
de las hojas sobre las cuales se desarrollaron las agallas. Las muestras fueron
colectadas en una zona de bosque perteneciente a la cooperativa de autogestion
Coope San Juan R. L., en la comunidad de Pital de San Carlos, Alajuela, Costa Rica.
Después de colectar el material vegetal las muestras se transportaron en recipientes
plasticos conteniendo etanol al 70%, estos recipientes posteriormente se guardaron en

un congelador a —30 ‘C hasta el momento en que se realizo la extraccion de los &cidos

nucleicos. Antes de realizar la extraccion del ADN las muestras fueron lavadas
cuidadosamente dentro de una camara de fiujo laminar con etanol al 70%. Luego a las
agallas se les extrajo tanto \a larva (si esta estaba presente) como el tejido circundante
a la camara interna de esta estructura. Posteriormente, se lavo nuevamente el material
vegetal resultante de la diseccién con etanol de 70%. La cantidad de material vegetal
utilizado en las extracciones de ADN fue similar tanto en las hojas como en las agalias.

En las extracciones de ADN se utilizé el mismo protocolo descrito en la seccion 4.2.1
para las plantas de yuca.
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La calidad de los acidos nucleicos se estimé visualmente, cargando 2 pl del ADN
resuspendido en agua calidad PCR, por medio de electroforesis en geles de agarosa al
0.8 % y en solucién amortiguadora TBE 0.5 X, a 75 voltios por aproximadamente una

hora y quince minutos.

4.3 Deteccién de bandas de ADN amplificadas diferencialmente en agallas
mediante RAPDs (ADN Polimorfico Amplificado Aleatoriamente):

La metodologia de RAPDs tiene como principio la técnica de Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR). La técnica de PCR permite la amplificacion especifica de
regiones de un genoma flanqueadas por secuencias conocidas de nucleotidos.
Oligonucleotidos disefiados con homologia a las secuencias flanqueantes son utilizados
como iniciadores para la polimerizacién y amplificacion del ADN de la regidn de interés.
La técnica de RAPDs es una modificacion de la técnica de PCR, en la cual se utilizan
uno o dos tipos de oligonucledtidos cortos (decameros) conteniendo secuencias
aleatorias. Esto permite la amplificacion aleatoria de diferentes bandas de ADN o
regiones del genoma de un organismo, flanqueadas por |as secuencias de los
respectivos oligonucleétidos, sin que se conozca su genoma, pues estos decameros
siempre encuentran una secuencia complementana (Williams et al., 1990; Welsh y
McClelland, 1990; Anollés y Gresshoff, 1997; Micheli y Bova, 1997).

La presencia de elementos genéticos "foraneos" en los tejidos que forman las
agallas en yuca (Manihot esculenta), se determiné inicialmente mediante el analisis de
RAPDs, aplicados simultaneamente y de forma comparativa a muestras de ADN
gendmico, tanto de hojas sanas, como a las agallas presentes en estos tejidos para
cada planta individual. Algunas de las muestras de ADN gendmico de agallas se
obtuvieron a partir de agallas individuales y otras a partir de grupos de agallas
presentes en la misma hoja. En la figura 3, se esquematiza el proceso teérico por medio
del cual se obtendrian las bandas de ADN amplificadas diferenciaimente, a partir de las

muestras de agallas.
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Se probaron varias reacciones de RAPDs en combinacion con diferentes iniciadores,
condiciones y programas de reaccion. Se emplearon los iniciadores aleatorios de PCR
OPC- 06, OPI- 04, OPA-03, OPD-18, OPD-03, OPE-06, OPA-17 y OPB-04 (Operon
Technologies, Alameda, California, USA), e iniciadores especificos de 10 bases,
comrespondientes a secuencias de insercion muy conservadas del gen que codifica para
la enzima triptéfano monooxigenasa (iaaM), iniciadores iaaM For., 5'-GTAAGTGGCC-3'
e iaaM Rev., 5' -TCCAATTTCT-3' y por otra parte para el gen que codifica para la
enzima isopentil transferasa (ipt); iniciadores ipt F., 5'-CGGTGAACGA-3' e ipt R., 5'-
TGTTTGCTAGC-3' (sintetizados en el Centro de Investigaciones en Biologia Celular y
Molecular, Universidad de Costa Rica, San Jose, Costa Rica). Los genes iaaM e ipt
estan presentes en lineas del género Agrobacterium (A. vitis y A. tumefaciens) y
también presentan genes homologos en Erwinia herbicola, y especiﬁcamenté para el
gen iaaM en Pseudomonas syringae. Los iniciadores de RAPDs para estos genes se
obtuvieron a partir de los alineamientos realizados con el programa DNA Star
Lasergene 99 (Madison, Wisconsin, USA). La secuencia de nuclettidos de estos genes
fueron obtenidas del National Center for Biotechnology Information
(www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/). Los numeros de accesion para los diferentes genes
iaaM son M91609, 218270, X77327, U04358 y L33867, para los genes ipt son X77327,
X53945, X17428, M91610 y Z46375. Las enzimas para las que codifican ambos genes

estan involucradas en la sintesis de reguladores de crecimiento vegetal. Se realizaron

varias repeticiones de algunas de las reacciones bajo distintas condiciones. Aunque se
realizaron un gran numero de pruebas de RAPDs, las reacciones que mostraron
mejores resultados de acuerdo a los objetivos planteados para el trabajo de
investigacion que se esta considerando, son las que se detallan y resumen a

continuacion.

Las reacciones fueron numeradas de acuerdo a los parametros y condiciones
especificas de las mismas. Asi para el PAPD- 01, los reactivos y la concentracion final
de estos en las reacciones realizadas fueron: Solucion amortiguadora de PCR 1X (50
mM Tris-HCI [pH 8.0}, 100 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 50% glicerol, 0.5 %
Tween, 1% Triton X-100), 1.5 mM MgCl;, 0.2 mM dNTPs, H,O calidad PCR (Promega
Corporation, Madison, Wisconsin, USA), 0.5 ul de Taqg Polimerasa (Tico Taq. lote 22),
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0.4 uM de los iniciadores OPA-03/ OPA- 17 (Operon Technologies, Alameda, California,
USA), 60 ng de ADN de las muestras, todo hasta un volumen final de 25 pl. Las
reacciones de RAPDs fueron realizadas con el programa Agallas 2, en un termociclador
PTC- 100 de MJ- Research (MJ- Research, Waltham, Massachussets, USA). El
programa inicia con 3 minutos a una temperatura de 94 °C, seguido de 1 minuto a 94
°C, luego se da un decrecimiento en la temperatura desde 65 °C a 37 °C a una razon
de 5 °C cada 10 segundos; con 1 minuto y 30 segundos a 72 °C. Posteriormente 40
ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 37 °C y 1:30 minutos a 72 °C, seguido
de una extension final de 5 minutos a 72 °C.

En el RAPD- 02 se usaron los iniciadores iaaM For. e iaaM Rev., las reacciones de
PCR fueron llevadas a cabo con el programa Agallas 2, en un termociclador PTC- 100
(MJ- Research, Waltham, Massachussets, USA), bajo las mismas condiciones- que las
realizadas para el RAPD-01.

Las reacciones para el RAPD- 03 se realizaron a un volumen final de 25 pl en H.0
calidad PCR, solucion amortiguadora de reacciéon de PCR 1X (50 mM Tris-HCI [pH 8.01,
100 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 50% glicerol, 0.5 % Tween, 1% Triton X-100),
1.5 mM de MgCl, 0.2 mM dNTPs (Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA),
0.5 pl de Taq Polimerasa (Tico Taq. lote 23), 0.8 uM de iniciador iaaM Rev., 19.5 uM de
iniciador ipt F. y 4 pl de ADN de las muestras, a una dilucidn de 1/15 a partir de la
solucion madre. El programa RAPD*AQ2 fue el utilizado para realizar 1as amplificaciones
(termociclador PTC- 100; MJ- Research, Waltham, Massachussets, USA). El programa
inicia con 3 minutos a 94 °C, seguido de 42 ciclos a 94 °C por 30 segundos, 32 °C por
30 segundos y 72 °C por 1: 30 minutos, seguido de una extension final de 5 minutos a
T2,

Ef RAPD- 04 se realizé con el programa de PCR RAPD*Ag3, en un termociclador
MJ- Research PTC-100 (MJ-Research, Waltham, Massachussets, USA). El| programa
inicia con 3 minutos a 94 °C, seguido de 42 ciclos a 94 °C por 30 segundos, 36 °C por
30 segundos y 72 °C por 1: 30 minutos, seguido de una extension final de 5 minutos a
72 °C. Los componentes y concentraciones finales de las reacciones fueron, Solucion
amortiguadora de PCR 1X (50 mM Tris-HCI [pH 8.0], 100 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 1
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M DTT, 50% glicerol, 0.5 % Tween, 1% Triton X-100), 1.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de
INTPs (Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA), 0.5 pl de Taq Polimerasa
Tico Taq. lote 22), 10 uM de iniciador ipt F., 4 uM de iniciador ipt R. y 6 pl de ADN de
‘as muestras (20-100 ng), todo en un volumen final de 25 pl de H;O calidad PCR
Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA).

Inicialmente se realizé6 una prueba con el objetivo de optimizar algunas condiciones
de reaccion para los RAPDs, utilizando un fermociclador de gradientes PTC- 200 DNA
Engine (MJ-Research, Waltham, Massachussets, USA). La prueba llamada RAPD-
Prugrad1 se realiz6 con el programa de amplificacion RAPAGA-2, que inicia con 3:30
minutos a 94 °C, seguido de 15 ciclos a 94 °C por 30 segundos, un gradiente de 34 °C
a 40 °C por 30 segundos y 72 °C por 2 minutos; posteriormente 30 ciclos a 94 °C por
30 segundos, 46 °C por 30 segundos y 72 °C por 2 minutos, seguido de una extension
final de 5 minutos a 72 °C. Los gradientes generados por columna fueron los siguientes:
col.1=34°C, c¢0l.2=34.2°C, co0l.3=34.5°C, col.4=35°C, ¢0l.5=35.7°C, ¢0l6=36.6°C,
col.7=37.6°C, ¢01.8=38.5°C, ¢0l.9=39.1°C, col.10=39.5°C, c0l.11=39.9°C. col.12=40°C.
Los reactivos y las concentraciones finales de estos en las reacciones fueron; solucién
amortiguadora PCR 1X (750 mM Tris-HCI [pH 8.8], 200 mM (NHa4)250;, 0.1% Tween
20), 1.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTPs, 2 unidades de Taqg Polimerasa, 0.4 uyM de
iniciador ipt F. (Fermentas Life Sciences, Lithuania) y 2 pl de ADN de las muestras 40 y
41, a una dilucién de 1/10 a partir de la solucién madre; todo ajustado a un volumen
final de 25 pl de H;O calidad PCR (Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA).

Los compenentes y concentraciones finales de las reacciones para el RAPD-05
fueron, solucion amortiguadora de PCR 1X (750 mM Tris-HCI [pH 8.8], 200 mM
(NH4),SQq4, 0.1% Tween 20), 1.5 mM de MgCl;, 0.2 mM de dNTPs, 2 unidades de Tag
Polimerasa, 0.8 UM de iniciador ipt F. (Fermentas Life Sciences, Lithuania) y 4 pl de
ADN de las muestras (diluciones de 1/10 a partir de la solucidbn madre), todo en un
volumen final por muestra de 25 pl de H,O calidad PCR (Promega Corporation,
Madison, Wisconsin, USA). Las reacciones fueron llevadas a cabo en un termociclador
de gradientes PTC- 200 DNA Engine (MJ-Research, Waltham, Massachussets, USA),
las mismas se realizaron con el programa RAPAGA- 03, gue inicia con una temperatura
de 94 °C por 3:30 minutos, seguido de 15 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a
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34.5°Cy 2 minutos a 72 °C; luego 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 30 segundos a
46 °C y 2 minutos a 72 °C, seguido de una extension final de 7 minutos a72 °C.

Para las reacciones def RAPD- 06 se utilizé el iniciador ipt F. a 0.8 uM, solucion
amortiguadora de PCR 1X (750 mM Tris-HCI [pH 8.8], 200 mM (NH4)>SO4, 0.1% Tween
20), 1.5 mM de MgCl;, 0.2 mM de dNTPs, 1.75 unidades de Taq Polimerasa
(Fermentas Life Sciences, Lithuania) y 10 ng de ADN por reaccién, todo a un volumen
final de 25 pl de H,0O calidad PCR (Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA).
Las reacciones se realizaron con el programa de amplificacion RAPAGA- 03, en un
termociclador de gradientes PTC- 200 DNA Engine (MJ-Research, Waltham,
Massachussets, USA). El programa inicia con una temperatura de 94 °C por 3:30
minutos, seguido de 15 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 345 °C y 2
minutos a 72 °C; luego 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 30 segundos a 46 °C y 2

minutos a 72 °C, con una extension final de 7 minutos a 72 °C.
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Cuadro 1: Resumen de los principales RAPDs utilizados y las condiciones en las que

estos se realizaron.

Nombre Secuencia de Cantidad de ADN / 25 pl _ Programa de
iniciadores de reaccion amplificacion ;

OPA-03 (5~ AGTCAGCCAC -3 60 ng  Agallas2 |
OPA-17 | 5"-GACCGCTTGT3"

iaaM F. 5 ~GTAAGTGGCC-3’ 60 ng Agallas 2

iaaM Rev.

ipt F. - " W4 pl de diluciones 1/15 a
(Corriente arriba) partir de la solucién madre. RAPD*Ag2
iaaM Rev.
(Corriente abajo)
ipt F. |
(Corriente arriba) De 20- 100 ng RAPD*Ag3

| 5 TGTTTGCTAGC-3'
(Corriente abajo) }i
ipt F. | 5'-CGGTGAACGA-3' |2 pl de diluciones 1/10 a RAPAGA- 02
(Corriente arriba) | partir de la solucion madre.

iptF. (5 -CGGTGAACGA3' ‘ 2 pl de diluciones 110 a RAPAGA- 03
(Corriente arriba) § ‘ partir de la solucién madre.

iptF. | 5'-CGGTGAACGA-3' 10 ng RAPAGA- 03
(Corriente arriba)

Los productos o bandas de ADN amplificadas por RAPDs fueron separados y
visualizados por electroforesis en geles de agarosa. Los geles de agarosa fueron
tefidos previamente, adicionando 1- 1.5 ul de solucién de bromuro de etidio a 10 mg/
ml, cerca del punto de gelificaciéon de la solucion de TBE 0.5 X y agarosa calentada en
horno de microondas. Las bandas amplificadas se cargaron en geles de agarosa entre
1 - 1.5 % y se corrieron en una solucion amortiguadora TBE 0.5 X, a un voltaje
promedio de 75 voltios. En las separaciones electroforéticas se utilizé6 una fuente de
poder Power Pac 300 (Bio- Rad, Hercules, California, USA) y camaras para

electroforesis horizontal de esta misma compania.
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4.4 Purificacion del plasmido Ri de Agrobacterium rhizogenes:

El plasmido Ri de Agrobacterium rhizogenes se utilizé como control positivo en
algunas de las reacciones de PCR realizadas con la técnica de RAPDs. Esto debido a
que se probaron varios iniciadores (decameros) que presentan secuencias altamente
conservadas, que corresponden a sitios de insercion de plasmidos bacterianos, tales
como el plasmido Ri, involucrados en la transformacion genética de celulas vegetales.
Se purificéd el plasmido Ri de Agrobacterium rhizogenes de acuerdo a la metodologia
sugerida en Maniatis et al. (1989). En la purificacion se utilizaron bacterias de la linea
silvestre A4 (proporcionada por la Dra. Rosaura Romero, Escuela de Quimica,
Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica) cultivadas en medio liquido YEB
conteniendo 5 g/L de Extracto de Carne, 5 g/L de Peptona, 5 g/l. de Sacarosa, 1 g/L de
Extracto de Levadura, 492 8 mg/L de Mg SO, 7. H,O y 15 g/L de Bacto Agar, a un pH
de 6.8 (Yoshikawa y Furuya, 1987; Pifiol ef al, 1996). Las bacterias se cultivaron a

temperatura ambiente (aproximadamente 28 °C) por tres dias.

4.5 Obtencion y procesamiento de Agrobacterium tumefaciens:

Se utilizaron bacterias de la cepa C58C1 de Agrobacterium tumefaciens
{proporcionadas por el Dr. Oscar Mascorro, Universidad Autonoma de Chapingo,
México) como referencia para algunas de las reacciones de PCR realizadas con la
técnica de RAPDs y para las reacciones llevadas a cabo con los iniciadores de PCR
Aliprimer Forward y Aliprimer Reverse, utilizados a su vez como marcadores especificos
para agallas. Se tomd una pequena cantidad de bacterias crecidas en medio de cultivo
sélido, con la ayuda de una punta plastica estéril para micropipeta. Después las
bacterias se resuspendieron en 100 pl de agua calidad PCR (Promega Corporation,
Madison, Wisconsin, USA). Las bacterias resuspendidas en agua se desnaturalizaron
por 5 minutos a 95 °C en un termociclador de gradientes PTC- 200 DNA Engine (MJ-
Research, Waltham Massachussets, USA) y posteriormente se guardaron en un
congelador a -30 °C.
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4.6 Aislamiento, purificaciéon y reamplificacion de los fragmentos de ADN

amplificados diferenciaimente:

Los productos o fragmentos de ADN amplificados por RAPDs fueron separados por
electroforesis en geles de agarosa al 1.4 %, en solucién amortiguadora TBE 0.5X o TAE
1X segun corresponda, esto de acuerdo a las especificaciones dadas en los protocolos
utilizados para aislar los fragmentos de ADN contenidos en los geles. Los fragmentos
de interés separados por electroforesis se cortaron de los geles con la ayuda de un
bisturi esténl. Posteriormente los fragmentos contenidos en los geles de agarosa se
purificaron utilizando el protocolo descrito en "QlAquick Gel Extraction Kit™ (QIAGEN,
Hilden, Alemania), o de acuerdo a la metodologia descrita en “Wizard PCR Preps DNA
Punfication Systems” (Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA). )

La primera reamplificacion (REAMPLIFICACION1) de los fragmentos ampiificados
iniciaimente por RAPDs (amplificacion diferencial a partir de ADN de agallas) y
punficados por columnas como se detallé antenormente, se realizé con el programa de
PCR, RAPD*Ag3, en un termociclador PTC- 100 de MJ- Research (MJ-Research,
Waltham, Massachussets, USA). EI RAPD*Ag3 inicia con 3 minutos a 84 °C, seguido de
42 ciclos a 94 °C por 30 segundos, 36 °C por 30 segundos y 72 °C por 1 minuto y 30
segundos, posteriormente una extension de 72 °C por 5 minutos. Los componentes y
concentraciones finales de las reacciones fueron, solucion amortiguadora PCR 1X (50
mM Tris-HCI [pH 8.0}, 100 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 50% glicerol, 0.5 %
Tween, 1% Triton X-100), 1.5 mM de MgCl;, 0.2 mM dNTPs (Promega Corporation,
Madison, Wisconsin, USA), 0.8 yl de Taq Polimerasa (Tico Taq. lote 22), 10 uyM de
iniciador ipt For. y 0.8 uyM de iniciador iaaM Rev. (sintetizados en el Centro de
Investigaciones en Biologia Celular y Molecular, Universidad de Costa Rica, San Jose,
Costa Rica), y 24 pi del ADN purificado por columnas y resuspendido en H:O: todas las
reacciones fueron ajustadas a un volumen final de 50 pyl de H,O bidestilada,
desionizada y autoclavada.

Las reacciones para la REAMPLIFICACION-2, se realizaron con el programa de
PCR, RAPD*Ag3, descrito para la REAMPLIFICACION-1, en un termociclador PTC-
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100 (MJ-Research, Waltham, Massachussets, USA). Los componentes vy
concentraciones finales de las reacciones fueron las utilizadas para la
REAMPLIFICACION-1, excepto que se utilizaron 0.5 pl de Tag Polimerasa (Tico Taq.
lote 22) y 10 pM de iniciador ipt For. (sintetizado en el Centro de Investigaciones en
Biologia Celular y Molecular, Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica), asi
como 10 ul del ADN resuspendido previamente purificado por columnas; todo ajustado
a un volumen final de 25 pl de H,O bidestilada, desionizada y autoclavada.

En la REAMPLIFICACION-3 los componentes y concentraciones finales en las
reacciones fueron, solucién amortiguadora PCR 1X (50 mM Tris-HCI [pH 8.0]. 100 mM
NaCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 50% glicerol, 0.5 % Tween, 1% Triton X-100), 1.5 mM
de MgCly, 0.2 mM dNTPs (Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA), 0.5 pl de
Taqg Polimerasa (Tico Tag lote 22), 6.3 yM de iniciador ipt For. y 0.8 yM de irniciador
iaaM Rev. (sintetizados en el Centro de Investigaciones en Biologia Celular y Molecular,
Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica), 10 pl del ADN resuspendido
previamente y purificado por columnas; todo ajustado a un volumen final de 25 ul de
H.O bidestilada, desionizada y autoclavada. Las amplificaciones se realizaron con el
programa de PCR, REAM*Ag1, en un Termociclador PTC- 100 (MJ-Research,
Waltham, Massachussets, USA). El programa REAM*Ag1 inicia con 4 minutos a 94 °C,
seguido de 42 ciclos a 94 °C por 30 segundos, 50°C por 30 segundos y 72 °C por 1
minuto y 30 segundos, posteriormente una extension de 72 °C por 5 minutos.

Los componentes y concentraciones finales de las reacciones para la
REAMPLIFICACION-04 fueron, solucién amortiguadora de PCR 1X (50 mM Tris-HCI
[pH 8.0], 100 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 50% glicerol, 0.5 % Tween, 1%
Trton X-100), 1.5 mM de MgSQO4, 0.2 mM dNTPs, 1.5 unidades de TFi Polimerasa
(Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA), 3.2 yM de iniciador ipt For.
(sintetizado en el Centro de Investigaciones en Biologia Celular y Molecular,
Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica) y 10 yl de ADN de las muestras
(diluciones de 1/10 a partir de la solucion madre), todo en un volumen final por muestra
de 25 pl de H,0O calidad PCR (Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA). Las
reacciones fueron llevadas a cabo en un Termociclador PTC- 100 (MJ-Research,

Waltham, Massachussets, USA), las mismas se realizaron con el programa REAM*Ag2.
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El programa inicia con una temperatura de 94 °C por 4 minutos, seguido de 42 ciclos de
30 segundos a 94°C, 30 segundos a 46 °C y 2 minutos a 72 °C, luego una extension
final de 7 minutos a 72 °C.

Las condiciones de reaccion para la REAMPLIFICACION-05 fueron. solucién
amortiguadora de PCR 1X (50 mM Tris-HCI [pH 8.0], 100 mM NaCl, 0.1 mM EDTA. 1
mM DTT, 50% glicerol, 0.5 % Tween, 1% Triton X-100), 1.5 mM de MgSQO,, 0.2 mM de
dNTPs, 1.0 unidad de TFl Polimerasa (Promega Corporation, Madison, Wisconsin,
USA), 3.2 uM de iniciador ipt For. y 3.2 uyM de iniciador iaaM Rev. (sintetizados en el
Centro de Investigaciones en Biologia Celular y Molecular, Universidad de Costa Rica.
San José, Costa Rica), 5 pl de ADN de las muestras (diluciones de 1/10 a partir de la
solucién madre), todo en un volumen final por muestra de 40 ul de H,O calidad PCR
{Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA). Las amplificaciones de las erstras
se realizaron con el programa de PCR REAM*Ag2, que inicia con una temperatura de
94 °C por 4 minutos, seguido de 42 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 46 °C
y 2 minutos a 72 °C, luego una extension final de 7 minutos a 72 °C. Las reacciones
fueron llevadas a cabo en un termociclador PTC- 100 de MJ- Research (MJ-Research,
Waltham, Massachussets, USA).

Para la REAMPLIFICACION-06 las reacciones se llevaron a cabo con el programa
de PCR REAMPLI-2 en un termociclador 96- Well Gene Amp® PCR System 9 700
fApplied Biosystems, Foster City, California, USA); el programa tiene una temperatura
nicial de 94 °C por 3:30 minutos, seguido de 42 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30
segundos a 42 °C y 2:45 minutos a 72 °C, con una temperatura de extension final de 72
°C por 7 minutos. Las reacciones se colocaron en el termociclador cuando la
temperatura del bloque estaba a 94 °C. Los reactivos utilizados y sus respectivas
concentraciones fueron, solucion amortiguadora de PCR 1X (50 mM Tris-HCI [pH 8.0],
100 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 50% gilicerol, 0.5 % Tween, 1% Triton X-100),
1.5 mM de MgCl;, 0.2 mM dNTPs (Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA),
1.5 pl Taq Polimerasa (Tico Taq. lote 36), 0.8 uM de iniciador ipt For. (Sintetizado en el
Centro de Investigaciones en Biologia Celular y Molecular, Universidad de Costa Rica,
San José, Costa Rica), 5 yl de ADN a una dilucién de 1/10 a partir de |la soluciéon madre,



38

todo en un volumen final de 25 pl de H;O calidad PCR (Promega Corporation, Madison,
wisconsin, USA).

La REAMPLIFICACION-07 se realizoé para determinar la presencia de sitios
complementarios de union para los iniciadores disefiados como marcadores especificos
Je agallas, esto a partir de los fragmentos de ADN amplificados diferencialmente por
medio de RAPDs en este tipo de estructuras. Los fragmentos amplificados
diferencialmente a partir de las muestras de agallas por RAPDs y purficados
posteriormente en columnas de purificacién utilizando el protocolo QlAquick Gel
Extraction Kit (QIAGEN, Hilden, Alemania), fueron amplificados con el programa de
PCR VERIFICA-1, termociclador 96- Well Gene Amp® PCR System 9 700 (Applied
Biosystems, Foster City, Califomia, USA). El programa tiene un ciclo inicial de 3
minutos y 30 segundos a 94 °C, seguido de 42 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30
segundos a 50 °C y 2 minutos con 45 segundos a 72 °C, seguido de una extension final
de 72 °C por 7 minutos. Las reacciones se realizaron utilizando los iniciadores Aliprimer
For. y Aliprimer Rev, a una concentracion final de 0.8 yuM (sintetizados en el Centro de
fnvestigaciones en Biologia Celular y Molecular, Universidad de Costa Rica, San José,
Costa Rica). Las concentraciones finales de los restantes reactivos de PCR fueron las
mismas que las utilizadas en la REAMPLIFICACION-06. Se agregaron 3 ul de ADN de
cada una de las muestras analizadas a un factor de dilucion de 1/ 50, esto a partir del
ADN resuspendido de las muestras. Todas las reacciones se ajustaron a un volumen
final de 25 pl de H,O calidad PCR (Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA).

4.7 Clonaje de fragmentos de ADN amplificados diferencialmente:

Los fragmentos de ADN amplificados diferencialmente a partir de agallas de
Manihot scufenta (yuca) fueron clonados en el plasmido pAMP1 (GIBCO BRL- Life
Technologies, Maryland, USA), los plasmidos posteriormente fueron transfectados en
bacterias de la linea XL1- Blue de Escherichia coli. Se tomaron aleatoriamente replicas
(clones) de algunas de las colonias de bacterias transfectadas con los vectores pAMP1
y se crecieron en medios selectivos de cultivo LB 1X conteniendo kanamicina a 25
ug/ml y ampicilina 2 100 pg/ml, de acuerdo a lo indicado en Maniatis et al. (1989).
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Sosteriormente las bacterias fueron colectadas para la extraccion del respectivo

olasmido (“Miniprep”), utilizando para ello el protocolo de extraccion descrito por

Ausubel ef af. (1995) en el Current Protocols in Molecular Biology.

Los plasmidos purificados a partir de los clones de E. coli XL1- Blue, fueron
separados y visualizados en un gel de agarosa al 0.8%, TBE 0.5 X y 75 voltios, por 45
minutos.

4.8 Secuenciacion:

La secuenciacion de los fragmentos de ADN amplificados diferencialmente
mediante RAPDs a partir del ADN de tejidos de agallas, se realizd secuenciando
directamente los fragmentos obtenidos por PCR, o bien clonando los fragmentos dentro
de un vector de expresion apropiado, para luego secuenciarios. La secuenciacion de los
fragmentos amplificados diferenciaimente por RAPDs se realizd utilizando el iniciador
ipt- Forward (5'-CGGTGAACGA-3"), en un secuenciador automatico de nucledtidos ABI
PRISM™, 377 DNA Sequencer (Perkin Elmer- Applied Biosystems, Foster City,
California, USA), se sigui¢ el protocolo del fabricante de Big Dye Terminador, version.
2.0. Los fragmentos de ADN amplificados diferencialmente a partir de los RAPDs y
utilizados para la secuenciacion se purificaron con el protocolo QlAquick Gel Extraction
Kit (QIAGEN, Hilden, Alemania).

4.9 Reacciones de PCR con marcador especifico para agallas:

Se disefaron iniciadores especificos de PCR a partir de los alineamientos
realizados con los fragmentos de ADN amplificados diferencialmente a partir de agallas
y posteriormente secuenciados. Las secuencias mencionadas corresponden a un
fragmento de aproximadamente 500 pb proveniente de la muestra de agalla 10, un
fragmento de aproximadamente 500 pb presente en [a muestra de agalla 11 y una
mezcla de dos fragmentos de aproximadamente 500 pb provenientes de las muestras
de agallas 8; y 8,, presentes en una misma hoja de yuca. La finalidad de utilizar estos
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niciadores especificos es para la amplificacion selectiva de un fragmento de ADN a
partir de material de agallas y empleario de esta forma como marcador especifico para
este tipo de estructuras. Los iniciadores fueron disefiados utilizando el programa Primer
Select, que forma parte del paquete de programas DNA Star Lasergene 99 (Madison,
Wisconsin, USA). Los iniciadores fueron disefiados para amplificar una regién de 240
pares de bases ubicada entre la posicion 117 y la posicion 357, de la secuencia de
alineamiento consenso obtenida. La secuencia de nucle6tidos del iniciador Aliprimer
Forward es: 5'-CGGCGCATTTCCTGACCTG-3' y la secuencia del iniciador Aliprimer
Reverse es: 5'-AATGCTTGGACCGAAACCGAGACT-3' (sintetizados en el Centro de
Investigaciones en Biologia Celular y Molecular, Universidad de Costa Rica, San José,
Costa Rica)

Las reacciones de PCR se realizaron con el programa ALIFIN- 03 en un
termociclador de gradientes PTC- 200 DNA Engine (MJ-Research, Waltham,
Massachussets, USA). Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 25 yl
con H>O calidad PCR (Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA), conteniendo
solucioén amortiguadora de reaccion de PCR 1X (750 mM Trns-HCI [pH 8.8], 200 mM
(NH4)2S0O4, 0.1% Tween 20), 1.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTPs, 2 unidades de Taq
Polimerasa (Fermentas Life Sciences, Lithuania), 0.1 pM de iniciadores Aliprimer
Forward y Aliprimer Reverse (sintetizados en el Centro de Investigaciones en Biologia
Celular y Molecular, Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica) y 10 ng de ADN
de las muestras. El programa ALIFIN- 03 inicia con 3 minutos y 20 segundos a una
temperatura de 94 °C, seguido de 40 ciclos de 40 segundos a 94 °C, 40 segundos a 60
*C, 2 minutos a 72 °C, seqguido de una extension final de 7 minutos a 72 °C. La

temperatura de transicion entre cada paso del programa fue de 1 °C / segundo.

410 Secuenciacion de fragmentos amplificados de forma especifica a partir de
agallas de Manihot sculenta (yuca):

La secuenciacion de los fragmentos amplificados por PCR de forma especifica a
partir del ADN de agallas, se realiz6 utiizando el iniciador 5'-
CGGCGCATTTCCTGACCTG-3' (Aliprimer Forward), en el secuenciador automatico de
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nucleédtidos ABI PRISM™ 377 DNA Sequencer (Perkin Elmer- Applied Biosystems,
Foster City, California, USA). Se siguié el protocolo del fabricante para el "BigDye
Terminador version. 3.1 Sequencing Kit" Los fragmentos de ADN amplificados se
ourificaron siguiendo el protocolo del QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Hilden,

Alemania).

411 Analisis de los fragmentos de ADN secuenciados:

Los fragmentos de ADN amplificados diferencialmente por RAPDs a partir del ADN
oresente en los tejidos que forman las agallas y posteriormente secuenciados, fueron
alineados utilizando el programa DNA Star Lasergene 99 (Madison. Wisconsin, USA) y
el programa BioEdit version 4.8.10.1 (Hall, 2000).

A la secuencia consenso de nucledtidos obtenida como resultado de los
alineamientos de los fragmentos de ADN amplificados diferencialmente a partir de
agallas, se le aplicd un analisis BLAST (Basic Logic Alignment Search Tool) utilizando
los programas e informacion contenidos en el National Center for Biotechnology

Information (NCBI) (www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/), con el objetivo de encontrar

regiones consenso o secuencias de nucleodtidos similares a otros fragmentos de ADN o
genes descritos en otros organismos.

Para un mejor entendimiento de Ia metodologia, los principales pasos
expenmentales se resumen de forma esquematica en la figura 5. En la misma se
indican de forma secuencial las principales técnicas utilizadas o sugeridas. y cémo

estas se relacionan y complementan en conjunto.
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V) RESULTADOS:

5.1 Extraccion y purificacion de ADN genomico de hojas y agallas de yuca:

Las primeras siete muestras de ADN genémico de yuca extraido a partir de |as hojas
y agalias presentes en las mismas, produjeron precipitados visibles en la mayor parte
de las muestras. Estos precipitados se resuspendieron posteriormente en 100 ul de
agua bidestilada estéril y desionizada. La calidad del ADN extraido fue determinada
mediante un gel de agarosa al 0.8 %, lo que produjo bandas visibles que muestran poca
degradacion y de un alto peso molecular (resultado no mostrado). La segunda
extraccién de ADN incluye las muestras numeradas del numero ocho al nimero 13. En
todas las muestras se obtuvo un precipitado claro, los que posteriormente se
resuspendieron en 50 pl de agua bidestilada, desionizada y autoclavada. EI ADN
extraido fue visualizado en un gel de agarosa al 0.8 %, lo que produjo bandas visibles
de buena calidad y de alto peso molecular (imagen de la electroforesis no mostrada).
Las nuevas extracciones realizadas que incluyen las muestras de hojas y agallas de la
nomero 14 a la 36, fueron resuspendidas en 50 pi de agua estéril bidestilada y
desionizada. EI ADN purificado de las muestras 14 a la numero 28, después de
separarse en un gel de agarosa al 0.8 %, no se pudo observar el ADN, a excepcion de
la muestra de hoja y agalla 16. Las muestras de la 28 a la 36 fueron separadas también
en un gel de agarosa al 0.8 %, lo que permitio visualizar bandas definidas de alto peso
molecular y con escasa degradacion en todas las muestras, excepto en la muestra de
agalla 31 en la cual el ADN parece estar un poco degradado, y unicamente en la
muestra de agallas 28 no se observa el ADN. También se puede observar en algunas
de las muestras lo que parece ser ARN o ADN degradado de bajo peso molecular (ver
Figura 5 como referencia). Las muestras purificadas de hojas y agallas de la numero 37
a la 45, fueron separadas en un gel de agarosa al 0.8%, TBE 0.5 X y a 75 voltios. En
todas las muestras se observa una banda compacta de ADN, de alto peso molecular,
con poca degradacion y en cantidades adecuadas, |0 que sugiere la obtencion de un
ADN de buena calidad (imagen no mostrada).
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En términos generales la intensidad de las bandas de ADN provenientes de las
muestras de hojas, es mayor en comparacion con las obtenidas a partir de las muestras
de agalias. Este resultado refleja el hecho de que la cantidad de tejido vegetal utilizado
en las extracciones de ADN de agallas fue menor a |a utilizada en las extracciones para
las muestras de hojas, lo anterior debido al pequefio tamaio que presentan las agallas
de yuca. Las electroforesis de las extracciones de ADN tanto de hojas como de agalias

se observan de forma representativa Unicamente en |a figura 5.

5.2 Extraccion y purificacion de ADN genémico de larvas de Latrophobia
brasilensis y de hojas y agallas de la planta Cousarea hondensis, colectadas en el
bosque:

Las extracciones de ADN a partir de larvas de Latrophobia brasilensis y de las
muestras de hojas y agallas de la planta Cousarea hondensis, colectadas en la zona de
bosque perteneciente a la Cooperativa de agricultores CoopeSan Juan R. L., Pital de
San Carlos; mostraron bandas de alto peso molecular con poca degradacién del ADN,
esto al ser separadas en un gel de agarosa al 1%, TBE 0.5 X, a 85 voltos. por 45
minutos. No obstante, en la muestra de hojas se observa el ADN un poco mas
degradado y menos definido (resultados no mostrados).

5.3 Deteccion de bandas de ADN amplificadas diferencialmente en agallas
mediante RAPDs (ADN Polimorfico Amplificado Aleatoriamente):

La calidad del ADN purificado asi como las condiciones y programas de
amplificacién utilizados en esta investigacion, permitieron obtener bandas ampliificadas
de buena calidad al utilizar la técnica de RAPDs. En general una vez dominados los
aspectos técnicos de la prueba, la reproducibilidad y fiabilidad de |a técnica de RAPDs
fueron apropiadas para los fines del trabajo de investigacion. Por otra parte, es
importante aclarar que la determinacién de las bandas amplificadas diferencialmente en
agallas se realiza por medio de comparaciones pareadas, esto es comparando el ADN
proveniente de tejido sano (hojas), con el ADN proveniente de los tejidos que

conforman las agallas. Este procedimiento se realiza principalmente debido al hecho de



que las muestras colectadas proceden de diferentes variedades de yuca, las cuales
formaban parte de una coleccion de plantas de esta especie (banco de germoplasma),
coleccion que posteriormente fue eliminada.

Las pruebas de RAPDs realizadas con los iniciadores aleatorios de PCR OPA-03,
OPD-18, OPA-17 y OPB-04, de Operon Technologies, asi como con los iniciadores
iaaM For., e iaaM Rev., deribados de secuencias de insercion conservadas dei gen que
codifica para la enzima triptéfano monooxigenasa (gen iaaM presente en bacterias del
género Agrobacterium), permitieron la amplificacion de una serie de bandas tanto en las
muestras de ADN de hojas como de agallas. Se realizaron varias reacciones alternadas
con diferentes condiciones y programas de amplificacion, no obstante, no se observo
claramente la amplificacion diferencial de fragmentos de ADN en |as muestras de
agallas, a excepcion de unas pocas reacciones en las que parece observarse éiguna
amplificacion diferencial, pero de forma muy leve y poco clara. Todas estas
amplificaciones fueron realizadas con los programas RAPD- 01 y RAPD-02 y los
productos de PCR fueron separados en geles de agarosa al 1.4% (resultados no
mostrados).

Las amplificaciones obtenidas con los RAPD- 03, RAPD- 04, RAPD- 05 y RAPD- 086,
mostraron claramente ja amplificaciéon diferencial de una serie de bandas, a partir del
ADN genémico de agallas de Manihot esculenta.

Las reacciones 03 y 04, fueron las primeras en mostrar de forma clara y evidente,
bandas de ADN amplificadas diferencialmente a partir de las muestras de ADN de
agallas (resultados no mostrados). También se amplificaron fragmentos de diferentes
tamafios en la muestra que contenia el plasmido Ri de la linea A4 de Agrobacterium
rhizogenes, utilizado como control positivo en estas reacciones. Los iniciadores
utilizados en las reacciones RAPD- 03 fueron el ipt-F y el iaaM-Rev, en tanto que para
el RAPD- 04 los utilizados fueron los iniciadores ipt-F e ipt- R. La utilizacion de los
iniciadores ipt- F. e iaaM Reyv, derivados de secuencias conservadas de los sitios de
insercion del plasmido Ti de Agrobacterium, fueron los que generaron claramente
mayores patrones diferenciales de amplificacion. Particularmente el decamero iniciador
ipt— F fue el que generd la mayor cantidad de bandas amplificadas diferencialmente
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(Figuras 7, 8 y 9).

Para determinar la temperatura 6ptima de alineamiento para el iniciador ipt-F, se
realizdé una reaccién con un gradiente de temperatura de 34 °C a 40 °C. El resultado de
esta prueba mostré que al utilizar el programa de amplificacion RAPD-Prugrad1, el
mayor nimero de bandas amplificadas se obtuvo a una temperatura de 34.5 °C (ver

figura 6).

Las reacciones realizadas con los RAPD- 05 y el RAPD- 06, mostraron bandas de
ADN amplificadas mas claras y definidas, con lo cual se elimind en gran medida el
‘ruido de fondo” provocado por amplificaciones difusas y poco definidas. Las
amplificaciones obtenidas permitieron obtener una gran cantidad de bandas
amplificadas diferencialmente a partir de las muestras de ADN de agallas. Las bandas
amplificadas diferencialmente para el RAPD- 05 presentan diferentes tamafios que van
de aproximadamente 200 pb hasta 2 500 pb. Se puede observar también la
amplificacion de una banda intensa de aproximadamente 1 200 pares de bases en la
muestra que contiene el plasmido Ri de la linea A4 de Agrobacterium rhizogenes.
Ademas no se observa ningun producto amplificado en los controles negativos (ver
detalles en la figura 7). Para el RAPD- 06, los productos de amplificacion pueden
observarse en las electroforesis de las figuras 8 y 9, en estas se aprecian claramente
una serie de bandas amplificadas diferencialmente en todas las muestras de agallas. En
las muestras de agallas analizadas, los fragmentos amplificados presentan tamarios
que van de los 4 500 pares de bases a los 100 pares de bases. En la figura 8 se
observa la amplificacion de una serie de fragmentos a partir de la reaccion que contiene
ADN de Agrobacterium tumefaciens, asi mismo en la figura 9 se puede observar
también la amplificacion de un escaso niumero de bandas en la reaccién que contiene
el plasmido Ri de la linea A4 de Agrobacterium rhizogenes. Los controles negativos
para las reacciones realizadas con el RAPD- 06 no mostraron la amplificacion de
productos de PCR (ver figuras 8 y 9). Por otra parte, la resolucién y claridad de las
imagenes obtenidas en las separaciones electroforéticas de las figuras 8 y 9, es menor
al compararlas con lo observado directamente en los geles, sin embargo se considera

que la calidad de las mismas es adecuada para este trabajo de investigacion.
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Los fragmentos amplificados diferencialmente en ias diferentes pruebas de RAPDs
varian en tamarno e intensidad entre las diferentes muestras analizadas, no obstante
algunos de los fragmentos amplificados diferencialmente parecen repetirse en
diferentes muestras y en reacciones realizadas en diferentes momentos (ver figuras 7, 8
y 9). Al respecto, entre los fragmentos mas importantes se puede sefialar una banda de
aproximadamente 300 pares de bases (figura 7, muestras de agalia 42 y 43,; figura 8,
agallas 31 y 38), un fragmento de aproximadamente 500 pb, presente en las muestras
de agallas 38, 42, y 45,, figura 7; agallas 37, 38, 434 45, y 45,, de la figura 8 y agallas
40, 42, 44, y 43, de la figura 9. Un fragmento de aproximadamente 1 100 pb presente
en las muestras de agallas 37, 38, 40, 43, y 45, figura 7, agallas 31, 37, 38, 39, 45,y
45, de la figura 8, y en la figura 9 las agallas 35, 36, 42 y 43,. Otro de los fragmentos
observados presenta un tamafio aproximado de 1 300 pb, muestras de agalla 38, 40,
43,y 45, de la figura 7, agallas 32, 39 y 43, de la figura 8, asi como las agallas 35, 45,
y 45, de la figura 9. Se observdé también la presencia de un fragmento de
aproximadamente 1 800 pb en las muestras de agallas 35 y 45, figura 9 y otro de
aproximadamente 2 000 pb en las agalias 42 y 45, de |a figura numero 7, fa agalla 31
de la figura 8 y en la agalla 35 de la figura 9. Otro fragmento de aproximadamente 3 050
pb se observo en las agallas 37 y 43, de la figura 7, en la agalla 43, de la figura 8 y en
las muestras de agallas 40 y 44 presentes en la figura 9. Ademas se observé la
presencia de una banda de aproximadamente 4 100 pb en las muestras de agalla 38 y
43,, de la figura 7.

Al comparar los fragmentos amplificados diferencialmente entre las muestras de
agallas individuales (muestras 43, y 45;) y las muestras obtenidas colectando vanas
agallas en una misma muestra (“pooles” de agallas), que corresponden a las muestras
43, y 45,, se puede observar ia presencia de una serie de fragmentos amplificados
diferencialmente entre ambos tipos de muestras. Algunos de los fragmentos
amplificados diferencialmente estan presentes tanto en las muestras de agallas
individuales como en las muestras de agallas agrupadas, no obstante también se
observa la presencia de bandas amplificadas unicamente en las muestras de agallas
individuales o bien en las muestras de agallas agrupadas (ver detalles en las figuras 7,
8y 9). Ambos tipos de muestras, agallas individuales y agallas agrupadas, provienen de
la misma hoja.



47

5.4 Purificacion del piasmido Ri de Agrobacterium rhizogenes:

Después de colocar un inéculo de bacterias de la linea A4 de Agrobacterium
rhizogenes en medioc YEB vy dejarlas creciendo a temperatura ambiente
(aproximadamente a 25 °C) por dos dias y en agitacion constante. se observd una gran
turbidez en el medio de cultivo, lo que evidencia un crecimiento adecuado de la

bacteria.

Los plasmidos purificados a partir de la linea A4 de Agrobacterium rhizogenes se
resuspendieron en 60 pl de agua bidestilada esteril, desionizada y autoclavada. El ADN
extraido fue visualizado en un gel de agarosa al 0.8 %, io que produjo un fragmento
visible muy definido y de alto peso molecuiar (resultado no mostrado).

5.5 Aislamiento, purificacion y reamplificacion de los fragmentos de ADN
amplificados diferencialmente:

Algunos de los fragmentos de ADN amplificados diferencialmente a partir de las
diferentes pruebas de RAPDs, fueron aislados y purificados para su posterior
reamplificacion. Estas reamplificaciones fueron realizadas para aumentar la
concentracion de los fragmentos purificados, para su posterior clonaje y secuenciacion.
Las reamplificaciones realizadas con las reacciones: Reamplificacion- 01,
Reamplificacion- 02 y Reamplificacion- 03, asi como las condiciones de reaccion
asociadas a estas, permitieron la amplificacion de algunas de las bandas seleccionadas
(resultados no mostrados). Los fragmentos amplificados por medio de estas reacciones
fueron aislados nuevamente por medio de columnas de purificacion. En la figura 10 se
puede observar la electroforesis de las bandas purificadas obtenidas con las
Reamplificaciones 01, 02 y 03. En esta figura se puede observar en el camil 9, un
fragmento de ~500 pb proveniente de la muestra de agalla 13, y 13, (banda comun),
reamplificada a partir de un fragmento original de ~1 100 pb. También se observa un
fragmento de ~500 pb, proveniente de la muestra de agalla 35, reamplificada a partir de
un fragmento original de ~1 500 pb (carmil 7). Para el fragmento reamplificado de ~ 450
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pb, proveniente de la muestra de agalla 35 (carril 6), el fragmento de ~ 500 pb.
proveniente de la muestra de agalla 10 (carri! 4), el fragmento de ~ 550 pb, proveniente
de la muestra de agalla 11 {(cammil 3) y e! fragmento de ~550 pb, proveniente de la
muestra de agalla 84 y 8, (banda comun) (carril 2), ademas de las bandas esperadas,
también se observan bandas mas tenues de aproximadamente 1 000 pb. En esta figura
se observa ademas un fragmento de 150 pb proveniente de la muestra de agalla 8,, en
el camril 1. Asi mismo en el carril 10 se puede observar un fragmento de ~300 pb,
proveniente de la muestra de agalla 13 y 13; (banda comun), reamplificada a partir de
un fragmento original de ~1 100 pb y en &l carril 8 se puede apreciar un fragmento de
~300 pb, proveniente de la muestra de agalla 35, reamplificada a partir de un fragmento
original de ~1 500 pb. Para el carmil 10 se observa también una banda mas tenue de
aproximadamente ~550 pb, que no comresponde al tamano del fragmento esperado. Es
importante resaltar que las bandas observadas en la figura 10 para los carriles 2, 3, 4. 6
y 10, que no corresponden a los tamafios esperados, en todos los casos parecen tener
el doble del tamafo de las bandas esperadas.

En las reacciones de |a reamplificacion-04, ver figura 11-A, se logrd unicamente |a
amplificacion de un fragmento de aproximadamente 500 pb en las muestras de agallas
10y 11, carriles 12 y 13 respectivamente. También se reamplifico un fragmento de unos
150 pb a partir de la muestra de ADN de agalias 8; {carﬁl g). Los fragmentos
-eamplificados corresponden a los esperados de acuerdo a su tamano.

En la reamplificacion- 05 se amplificé un fragmento de aproximadamente 1100
pb, a partir de 1a muestra de agalla numero 5, carmril numero 1 de la figura 11-B. Para
astas mismas reacciones se observa la reamplificacién de un fragmento de alrededor
de 500 pb, proveniente de la muestra de agalla 10, carril numero 8. Los fragmentos
reamplificados comresponden en tamano a los esperados. Ninguna de las muestras

restantes amplificaron productos de PCR.

La electroforesis para las reacciones de reamplificacion- 07, se muestra en la figura
numero 12. Cuatro de las seis muestras analizadas amplificaron un producto de PCR de
aproximadamente 250 pares de bases. Para llevar a cabo estas reacciones de PCR, se
utilizaron los iniciadores especificos para agallas Aliprimer Forward y Aliprimer Reverse.

Las muestras que amplificaron la banda de 250 pb corresponden al fragmento de 550
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pb (muestra de agalla 43,), el fragmento de 1 300 pb (muestra de agalla 43,), el
fragmento de 1 200 pb (muestra de agalla 43,) y el fragmento de 2 100 pb (muestra de
agalla 43,). El fragmento de 900 pb proveniente de la muestra de agalla 45;, no
amplificé ningun producto de PCR. El control negativo para estas reacciones de PCR no

amplificé ninguna banda.

5.6 Clonaje de fragmentos de ADN amplificados diferencialmente a partir de
agallas de yuca:

Las bacterias de la linea XL1- Blue de Escherichia coli, transfectadas con los
vectores de clonaje (plasmidos) pAMP1 de Invitrogen- Life Technologies, en los cuales
fueron introducidos los fragmentos de ADN amplificados diferencialmente a partir de
ADN de agallas de yuca, mostraron el crecimiento de un gran numero de colonias de

bacterias, al cultivarse estas en medios selectivos sélidos (ver figura 13).

Los fragmentos escogidos para realizar el clonaje corresponden a los purificados y
reamplificados a partir de las muestras de agallas presentes en las separaciones
electroforeticas de las figuras 10, 11-Ay 11-B.

Los plasmidos purificados a partir de los clones transfectados de la linea XL1- Blue
de E. coli y seleccionados de forma aleatoria, mostraron bandas definidas de alto peso
molecular y en concentraciones elevadas (imagen de la separacion electroforética no
mostrada). A partir de esta imagen se determiné también la presencia de restos de ARN
en todas las muestras. Asi mismo en algunos de los plasmidos purificados se puede

observar la presencia de dos conformaciones o bandas diferentes.

Las diferentes reacciones de PCR realizadas con los iniciadores M13 PUC Forward
y M13 PUC Reverse, asi como con los iniciadores SP6 y T7, no amplificaron productos
de PCR, a excepcién de un fragmento de muy bajo peso molecular que no corresponde
con los tamafos esperados de ninguno de los fragmentos clonados. Estas reacciones
fueron llevadas a cabo para constatar la insercion de los fragmentos de ADN

amplificados diferencialmente en los vectores de clonaje pAMP1.



Para corroborar la insercién en los vectores de clonaje pAMP1, de los fragmentos de
ADN amplificados diferencialmente a partir de agallas, también se realizaron varias
reacciones de digestion con las enzimas EcoR| y Hind Ill. En ninguna de las reacciones
de digestion se pudo detectar la incorporacién de los fragmentos clonados.

5.7 Secuenciacién y andlisis de los fragmentos de ADN ampilificados
diferencialmente:

Se obtuvo la secuencia de nucledtidos de tres de los nueve fragmentos preparados
con este fin. Los tres fragmentos secuenciados provienen de distintas plantas de yuca,
a saber una banda de aproximadamente 500 pb proveniente de la muestra de agalla 10,
una banda de aproximadamente 500 pb presente en la muestra de agalla 11 y una
mezcla de dos bandas de aproximadamente 500 pb provenientes de las muestras de
agallas 81 y 8., que corresponden a dos agallas presentes en una misma hoja de yuca
(imagenes de las electroforesis no mostradas). Inicialmente estas bandas fueron
amplificadas diferencialmente por medio de RAPDs, luego fueron purificadas y
reamplificadas nuevamente. Posteriormente, las bandas purificadas provenientes de las
reamplificaciones fueron visualizadas por electroforesis. Las bandas secuenciadas
corresponden a |las observadas en los carriles 2, 3 y 4 de la figura 10. La secuencia de
nucleétidos obtenida a partir del fragmento de la muestra de agalla 8, y 82 tiene un
tamano de 496 nucleétidos. La secuencia de nucleétidos correspondiente a la muestra
de agalla 11 presenta un tamarno de 510 bases. Por su parte se obtuvo una secuencia
de 510 nuclebtidos a partir de la muestra de agalla 10. La secuencia de nuclebtidos de
los tres fragmentos secuenciados puede observarse en el alineamiento de la figura 14.

La secuencia consenso obtenida como resultado del alineamiento de las tres bandas
de ADN amplificadas diferencialmente a partir del ADN de agallas y posteriormente
secuenciadas, mostré la misma secuencia de nucleétidos en las bandas analizadas
(ver figura 14).

El analisis “Blast” aplicado a las secuencias amplificadas diferenciaimente (a partir
del ADN de agallas) utilizando las bases de datos del Banco de Genes de la NCBI
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(National Center for Biotechnology Information), no mostré ninguna similitud significativa
con algun fragmento de ADN o gen descrito. Unicamente se detectaron algunas
coincidencias poco significativas con secuencias no mayores a 25 pares de bases.
Algunas de las similitudes que podrian considerarse corresponden por ejemplo a una
region de 23 pares de bases en Arabidopsis thaliana (coincidencia del 95%), que
corresponde a una region codificante del gen para la enzima Glucosiltransferasa, esto
de acuerdo a lo mencionado en la base de datos del Banco de Genes. Otfra
coincidencia de 19 pares de bases corresponde al factor | de elongacion de la
traduccion en Fusarium solani.

5.8 Reacciones de PCR utilizando marcador especifico para agallas:

La secuencia de ADN consenso obtenida a partir del analisis de alineamiento de los
fragmentos amplificados diferencialmente por RAPDs y posteriormente secuenciados,
fue utilizada como plantilla para el disefio de iniciadores especificos de PCR. La regién
amplificada en la secuencia consenso y los sitios de unién de los iniciadores de PCR,

denominados como Aliprimer Forward y Aliprimer Reverse, se muestran en la figura 14.

Las reacciones de PCR realizadas con los iniciadores disefiados como marcadores
especificos para agallas, en muestras de hojas y agallas de yuca, generaron un
producto de amplificacion de aproximadamente 240 pares de bases en las diferentes
muestras de agallas analizadas (figuras 15-A y 15-B).

Por otra parte, los iniciadores de PCR Aliprimer Forward y Aliprimer Reverse
amplificaron también un fragmento de PCR de aproximadamente 240 pares de bases y
otro de aproximadamente 450 pb en la muestra de ADN de larvas del insecto
Latrophobia brasiliensis (ver figuras 16-A y 16-B). Estos marcadores especificos para
agallas amplificaron también un fragmento de aproximadamente 240 pb y otro de
aproximadamente 450 pb en la muestra de ADN de agallas presente en la planta
Cousarea hondensis (en la figura 17 se muestra Unicamente el fragmento de 450 pb).
Asi mismo se amplificaron una serie de bandas con tamafios comprendidos entre los
100 pb y los 1 200 pb en las muestras de Agrobacterium tumefaciens (figuras 16-A, 16-
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By 17). De igual forma a partir de las electroforesis de las figuras 16-A y 17, se observa
la amplificacion de diferentes bandas para la muestra del plasmido Ri de Agrobacterium
rhizogenes. Es importante sefialar que tanto para las muestras de ADN de larvas del
msecto Latrophobia brasiliensis, la muestra de ADN de agallas de la planta Cousarea
hondensis, asi como para la muestra de Agrobacterium tumefaciens y 1a del plasmido Ri
de Agrobacterium rhizogenes, se observa la amplificacion de un fragmento de
aproximadamente 240 pares de bases (ver figuras 16-A, 16-B y 17). Este fragmento de
240 pb corresponde en tamano al esperado de acuerdo al disefio realizado con los

miciadores Aliprimer Forward y Aliprimer Reverse.

Todas las reacciones llevadas a cabo utilizando los iniciadores Aliprimer Forward y
Alipnmer Reverse, fueron optimizadas para amplificar uUnicamente el fragmento
zsperado. Bajo ciertas condiciones de reaccién se presentd la amplificacion de bandas
nespecificas, tanto en las hojas como en las agallas de ias diferentes muestras, aunque
siempre se observd la presencia de la banda esperada en las muestras de agallas. La
temperatura de alineamiento resultd ser un factor critico, asi al elevar paulatinamente la
misma de 57°C (temperatura de alineamiento estimada inicialmente) hasta un valor de
60°C, se obtuvo unicamente la amplificacion del fragmento esperado. Los iniciadores
Alipnmer Forward y Aliprimer Reverse, fueron disefiados como marcadores especificos
de la posible secuencia de insercion presente en el genoma de ias células que
conforman la agalla, esto inicialmente en plantas de yuca.

La electroforesis de la figura 12 muestra que algunos de los fragmentos de ADN
amplificados diferenciaimente por medio de RAPDs (esto a partir del ADN de agallas),
contienen sitios de union para los iniciadores especificos Aliprimer Forward y Aliprimer
Reverse. De los cinco fragmentos analizados, cuatro amplificaron una banda de
aproximadamente 240 pb. La banda amplificada corresponde en tamano al producto de

PCR esperado, esto de acuerdo al disefio de los iniciadores antes mencionados.
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5.9 Secuenciacién y analisis de los fragmentos de ADN amplificados por PCR con
los iniciadores especificos diseiiados para agallas:

Los productos de PCR amplificados con los iniciadores Aliprimer Forward y Aliprimer
Reverse, en las muestras de agallas de yuca 38, 39 y 40 de la figura 15-A, fueron

aislados y secuenciados posteriormente para su analisis.

El alineamiento realizado a los fragmentos secuenciados, mostr6 una misma
secuencia de nucledtidos en las tres muestras analizadas (ver figura 18). Los
fragmentos amplificados a partir de las muestras de agallas 38, 39 y 40, mostraron un
tamarnio similar y la misma secuencia de nucleétidos esperada de acuerdo al disefio

realizado con los iniciadores Aliprimer Forward y Aliprimer Reverse.
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VI) DISCUSION:

Diferentes lineas de pensamiento relacionan las agallas de plantas inducidas por
insectos con procesos de patogénesis, simbiosis, o bien con mecanismos de defensa
de las plantas hospederas (Hartnett y Abrahamson, 1979; Price et al, 1986). No
obstante, las investigaciones recientes parecen indicar que los procesos involucrados
en las interacciones de naturaleza simbibtica o patogénica, presentan una serie de
mecanismos comunes.

El hecho de que diferentes grupos de insectos posean la capacidad de formar
agallas en una gran variedad de plantas, ha motivado un gran numero de
investigaciones tendientes a dilucidar el mecanismo de inducciébn de este tipo de
estructuras. A pesar de lo anterior y considerando ademas la importancia de las agallas
como modelos para comprender una serie de procesos fundamentales en el desarrollo
de las plantas, los mecanismos de induccién y el contexto evolutivo de este tipo de
estructuras es aun poco entendido (Stone y Schénrogge, 2003). Se han propuesto una
serie de hipotesis para tratar de explicar los mecanismos de induccion de las agallas de
plantas; una de estas hip6tesis sugiere que las agallas son el resultado de una irritacion
mecanica, producida en la planta debido a la presencia y actividad del respectivo
insecto en sus tejidos. Otra de las hip6tesis relevantes sostiene que las agallas son
inducidas por la accion de sustancias quimicas secretadas por los insectos inductores.
Estas sustancias a su vez, estarian presentes en los fluidos salivales, estructuras
ovipositoras o bien en los excrementos. Algunas de estas sustancias quimicas incluirian
a las Auxinas, Citoquininas, Acido Indolacético (AlA) y otros tipos de compuestos. Sin
embargo en relacion con esta ultima hipotesis, el modo de accién de estas sustancias
quimicas y los procesos de desarrollo que estas alteran, es aun desconocido (Hori,
1992; en Rohfritsch y Shorthouse, 1992; Stone y Schénrogge, 2003). Finalmente otra
hipdtesis propone un mecanismo mediado por la accidén de virus mutualistas u otro tipo
de elemento genético, circunstancia que implicaria por lo tanto la transferencia de ADN
hacia las células de la planta hospedera (Ananthakrishnan, 1998; Nieves-Aldrey, 1998;
Stone y Schénrogge, 2003).
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Los resultados obtenidos como parte de este proyecto de investigacion, aportan
nuevos elementos y evidencias en favor de un posible mecanismo de induccion
mediado por un proceso de transformacién genética de las células que conforman los
tejidos de la agalla. Ademas como un producto derivado de este trabajo de
investigacién, se propone un posible modelo de induccion para las agallas de plantas
inducidas por insectos, el cual se dilucidara de forma secuencial a lo largo de la
discusion.

La presencia de secuencias de ADN insertadas en los tejidos que forman la agalla
en plantas de Manihot esculenta, se determiné inicialmente por medio de la deteccién
de bandas amplificadas diferencialmente a partir del ADN extraido de estas estructuras
y separadas posteriormente mediante electroforesis, esto mediante la utilizacion de
RAPDs; en otras palabras, bandas de ADN amplificadas “aleatoriamente” presentes en
las muestras de agallas y ausentes en las muestras de tejido sano de la planta. En la
figura 1 se esquematiza el proceso teérico por medio del cual se obtendrian las bandas
de ADN amplificadas diferencialmente. La utilizacion de iniciadores decameros
derivados de secuencias conservadas de los sitios de insercion del plasmido Ti de
Agrobacterium, fueron los que generaron claramente patrones diferenciales de
amplificacion, esto a partir del ADN aislado de las agallas. En este sentido el iniciador
ipt — F fue el que gener6 el mayor numero de fragmentos amplificados diferenciailmente.
Aun cuando los resultados obtenidos mostraron algunas diferencias en los patrones de
amplificacion entre las diferentes muestras analizadas, esto en relacién con el numero y
tamafno de los fragmentos amplificados diferencialmente, es importante sefalar que
algunos de estos fragmentos se amplifican de forma constante en diferentes muestras y
reacciones de RAPDs realizadas. En este sentido, se puede resaltar la presencia de un
fragmento de aproximadamente 500 pb, amplificado en las muestras de agallas 38, 42,
y 454, figura 7; agallas 37, 38, 431 45 y 45,, de la figura 8 y agallas 40, 42, 44, y 43; de
la figura 9. Un fragmento de aproximadamente 1 100 pb presente en las muestras de
agallas 37, 38, 40, 43, y 45, figura 7, agallas 31, 37, 38, 39, 45,y 45, de la figura 8, y
en la figura 9 las agallas 35, 36, 42 y 43,. Asi mismo otro fragmento observado presenta
un tamano aproximado de 1 300 pb, muestras de agalla 38, 40, 43, y 45, de la figura 7,
agallas 32, 39 y 43, de la figura 8, asi como las agallas 35, 45, y 45, de la figura 9.
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A partir del alineamiento realizado entre diferentes especies de bacterias que
contienen el gen ipt (anexo 1), se puede observar que el iniciador ipt-F presenta una
secuencia complementaria conservada de 10 pares de bases entre las posiciones 104 y
113, del gen que codifica para la isopentil transferasa (ipt), en el plasmido Ti de
Agrobacterium tumefaciens. Ademas, se observa que el iniciador ipt- F presenta una
homologia de 9 pares de bases con respecto al gen ipt de la dimetilaliltransferasa en
Erwinia herbicola (entre la posicion 194 y la 203) y para el gen que codifica para la
isopentil transferasa en el plasmido Ti de Agrobacterium vitis (posicion 1070- 1079 pb).
Al margen de los resultados y hechos anteriores, el polimorfismo obtenido con la
utilizacion del marcador ipt- F, a partir de las diferentes pruebas con RAPDs (RAPD- 03,
RAPD- 04, RAPD- 05 y RAPD- 06), podria evidenciar la presencia de elementos
geneticos “extemos” insertados en el genoma de las células que conforman la agalla.

La secuencia consenso obtenida como resultado del alineamiento de tres bandas de
ADN amplificadas diferencialmente (a partir del ADN de agallas) y posteriormente
secuenciadas, mostro la misma secuencia de nucleétidos en las bandas analizadas
(ver figura 14). Las tres bandas secuenciadas provienen de distintas plantas de yuca, a
saber una banda de aprpximadamente 500 pb proveniente de la muestra de agalla 10,
una banda de aproximadamente 500 pb presente en la muestra de agalla 11 y una
mezcla de dos bandas de aproximadamente 500 pb provenientes de las muestras de
agallas 84 y 8, que corresponden a dos agallas presentes en una misma hoja de yuca.
La secuencia de ADN consenso obtenida se utilizé posteriormente como plantilla para el
disefio de iniciadores especificos de PCR. Estos iniciadores especificos de PCR,
llamados Aliprimer Forward y Aliprimer Reverse, fueron disefiados como marcadores
especificos de la posible secuencia de insercion, presente en el genoma de las células
que conforman la agalla en plantas de yuca (marcador para agallas). Las reacciones de
PCR realizadas con los iniciadores Aliprimer Forward y Aliprimer Reverse, en muestras
de hojas y agallas de yuca, generaron un producto de amplificacion en las diferentes
muestras de agallas analizadas (figuras 15-A, 15-B). Este producto de PCR amplificado
en las muestras de agallas 38, 39 y 40, figura 15-A, fue aislado y secuenciado
posteriormente para su andlisis. El alineamiento realizado a las secuencias de los
fragmentos amplificados a partir de las muestras de agallas, mostré el mismo tamafio y
secuencia de nuclettidos esperado (ver figura 18). El hecho de que el marcador de
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PCR disefado a partir de la secuencia consenso, amplifique selectivamente un
fragmento de alrededor de 240 pares de bases en los ADNs aislados de las agalias,
permite la utilizacion de este fragmento como un marcador especifico para este tipo de
estructuras. Ademas este resultado es una evidencia mas de la posible presencia de
elementos genéticos “externos” insertados en el genoma de las células que conforman
la agalla, esto en las plantas de yuca.

Por otra parte, los iniciadores disefiados como marcadores especificos para agallas
amplificaron también un fragmento de PCR de aproximadamente 240 pares de bases y
otro de aproximadamente 450 pb en la muestra de ADN de larvas del insecto
Latrophobia brasiliensis (ver figuras 16-A y 16-B). Estos marcadores especificos para
agallas amplificaron también un fragmento de aproximadamente 240 pb y otro de
aproximadamente 450 pb en la muestra de ADN de agallas presente en la planta
Cousarea hondensis (en la figura 17 se muestra unicamente el fragmento de 450 pb).
Asi mismo se amplificaron una serie de bandas con tamafnos comprendidos entre los
100 pb y los 1 200 pb en las muestras de Agrobacterium tumefaciens (figuras 16-A, 16-
B y 17). De igual forma a partir de las electroforesis de las figuras 16-A y 17, se observa
la amplificacion de una sene de bandas para la muestra del plasmido Ri de
Agrobacterium rhizogenes. Es importante senalar que tanto para las muestras de ADN
de larvas del insecto Latrophobia brasiliensis, la muestra de ADN de agallas de la planta
Cousarea hondensis, asi como para la muestra de Agrobacterium tumefaciens y la del
plasmido Ri de Agrobactenium rhizogenes, se observa la amplificacion de un fragmento
de aproximadamente 240 pares de bases (ver figuras 16-A, 16-B y 17). Este fragmento
de 240 pb corresponde en tamano al esperado de acuerdo al disefio realizado con los
iniciadores Alipnmer Forward y Alipnmer Reverse, disefiados a su vez a partir de la
secuencia consenso obtenida al secuenciar los fragmentos amplificados
diferencialmente en agallas por medio de RAPDs. Al margen de estos resultados y
considerando por otra parte la procedencia del iniciador ipt- F (region conservada de
secuencias de insercion de plasmidos bactenanos que transforman células vegetales),
se podria sugenr que los elementos genéticos amplificados diferencialmente, tanto en
los RAPDs como en las amplificaciones realizadas con el marcador especifico para

agallas (iniciadores Alipnmer Forward y Aliprimer Reverse), podrian ser analogos a los
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cresentes en las secuencias de insercion de algunos plasmidos bacterianos, tales como

©s presentes en bacterias del género Agrobactenum.

Ei andlisis Blast aplicado a la secuencia consenso obtenida a partir de los
fragmentos amplificados diferencialmente por medio de la técnica de RAPDs, no mostro
ninguna similitud significativa con algun fragmento de ADN o gen descrito, a excepcion
de algunas coincidencias poco significativas con secuencias no mayores a 25 pares de
bases. Estas similitudes correspondieron a una coincidencia de 22 pares de bases en
Arabidopsis thaliana; que de acuerdo a la informacion consignada en la base de datos,
corresponderia a la region codificante del gen para la enzima Glucosiltransferasa. Otra
de las coincidencias corresponde a un segmento de 19 pares de bases, del factor | de
elongaciéon de la traduccion en Fusanum solani. No obstante como se mencioné
anteriormente, las coincidencias son muy pequefias para ser tomadas en consideracion.
2or otra parte, el analisis “Blast” aplicado al iniciador Aliprimer Forward (utilizado como
Jno de los iniciadores especificos para agallas) mostré una concordancia importante
con la transposasa (tnpA), de un transposon presente en Agrobacterium tumefaciens

15/ 19 bases, “E- Value” 4,7).

Tomando en consideracion algunos aspectos derivados de las diferentes
investigaciones realizadas en el campo de la Cecidologia (estudio de |las agallas) y en
concordancia con la hipotesis planteada como parte de este trabajo de investigacion, se
propone desde una perspectiva general, que la formacion de las agallas podria dividirse
en tres grandes procesos, teniendo presente que los mismos pueden tener diferencias
significativas entre los diferentes grupos. El primero de estos implicaria un proceso de
induccion inicial, el segundo incluiria el proceso de “modelacion” y modulacion del
desarrolio de la agalla por parte del insecto y el tercero corresponderia a la formacion
de la agalla madura como tal, incluyendo el proceso de dehiscencia cuando este se
presenta. El proceso de induccién inicial a su vez involucraria dos subprocesos
paralelos, el preacondicionamiento del tejido, y la hiperplasia e hipertrofia del tejido
preacondicionado.

En relacion con el preacondicionamiento del tejido, algunos investigadores sostienen

que las células de la planta deben ser condicionadas para producir un estado fisiolégico



59

particular, que posteriormente genere |as condiciones para el subsecuente desarrollo de
la agalla. Al respecto autores como Miles (1968), Hori, (en Rohfritsch y Shorthouse,
1992) y Ananthaknshnan (1998), han mencionado que los aminoacidos presentes en
las secreciones salivales de los insectos inductores de agallas, esencialmente lisina,
histidina y triptéfano, podrian funcionar como “preacondicionadores” para la induccion
de las agallas. Al parecer los aminoacidos secretados en la saliva provocarian una
mayor plasticidad e incrementarian la sensibilidad de los tejidos de la planta a la accion
del respectivo insecto inductor. También se ha especulado con relacion a la
participacion de las enzimas pectinasas, debido a que estas enzimas podrian degradar
las paredes celulares y con ello podrian contribuir a condicionar el tejido para la accion
del insecto. No obstante |a presencia de pectinasas en la saliva de los insectos no se ha
correlacionado con la induccion de las agallas. En el mismo sentido. se ha sugendo que
la polifenol oxidasa (PPQ), presente también en las secreciones salivales de los
insectos y los compuestos fendlicos derivados de su accidon enzimatica, podrian
incrementar la sensibilidad de los tejidos de la planta al estimulo por parte del
respectivo insecto inductor. Mas aun se ha especulado que la compleja interaccion
entre los tejidos de la planta hospedera y la polifenol oxidasa. podria tener una
importancia fundamental en la formacion de las agallas. Al respecto. Miles (1968)
menciona que la interaccion y balance entre el sistema de la polifenol oxidasa de los
insectos y la planta hospedera, podria determinar si el “ataque” por parte del insecto
produce una lesion (necrosis) o bien el desarrollo de |la agalla. Los reportes derivados
de algunas investigaciones sobre la posibilidad de que algunos reguladores de
crecimiento vegetal, encontrados en secreciones y otros fluidos de los insectos
inductores, tales como el acido indolacético (AlA), las citocininas y las geberelinas,
podrian actuar como sustancias inductoras y reguladoras en la formacién de las agallas,
McCalla ef al. (1961), Miles (1968); Hori, (en Rohfritsch y Shorthouse, 1932). Leitch
(1994), Ananthakrishnan (1998), Stone y Schonrogge (2003): podrian sugerr desde otra
perspectiva, una funcion indirecta de este tipo de sustancias, al intervenir las mismas
como preacondicionadoras en el proceso inicial de induccion de las agallas. La
presericia de este tipo de sustancias en |las secreciones salivales u otros fluidos de los
insectos inductores, podria ser entonces una consecuencia indirecta derivada de las

actividades de alimentacion de los mismos; no obstante no se puede descartar a priori
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la importancia de este tipo de compuestos quimicos en el proceso de induccion de las

agallas.

Concretamente, la hipétesis planteada y derivada de los resultados de esta
investigacion, propone que la hiperplasia que caracteriza la fase inicial final de
induccion de la agalla, es generada por el estimulo y accioén de un elemento genético
similar o analogo al plasmido Ti, presente en lineas del género Agrobacterium. Este
plasmido a su vez seria transmitido al tejido vegetal, probablemente por alguna bacteria
endosimbionte presente en algunos tipos de fluidos del respectivo insecto inductor.
Estos fluidos incluirian las secreciones salivales, excrementos, e inclusive secreciones
producidas durante el proceso de oviposicion, segun sea el caso. En una segunda
etapa del proceso de formacion de la agalla, el insecto estaria en capacidad de regular
y modular el proceso de hiperplasia e hipertrofia inicial, por medio de algun factor
quimico regulador (analogos a reguladores de crecimiento vegetal, factores de
trascripcion, metabolitos, etc). Estos factorés quimicos reguladores, que en lo sucesivo
se denominaran como FQRs, podrian ser andlogos a los compuestos descritos en las
investigaciones realizadas por Doss y colaboradores (2000). Estos investigadores
encontraron que cierto tipo de sustancias secretadas por insectos de la especie
Bruchus pisorum (gorgojo del guisante), y llamadas por ellos‘conjuntamente como
“bruchinas”, tienen la capacidad de alterar el desarrollo en plantas de guisante.
Especificamente estas sustancias aparentemente tienen la capacidad de actuar como
estimuladores del crecimiento vegetal, produciendo un estado de neoplasia en el tejido
afectado (Doss et al., 2000). Al respecto Weber (2002) menciona que las bruchinas y
otros compuestos derivados de los insectos, son moléculas inductoras especializadas
que pueden alterar el desarrollo de las plantas. De acuerdo a este autor, estos
compuestos podrian contener sefiales similares a otras moléculas presentes en las vias

que conducen a una determinada respuesta bioldgica.

Las bruchinas son lipidos relativamente estables formados por cadenas largas de
a,w-dioles, mono o diesterificados con 4cido 3- hidroxipropanoico, que ademas
constituyen un nuevo tipo de compuestos quimicos. Las bruchinas son potentes
sustancias reguladoras en plantas, que en cantidades tan pequefias como 0.5 pg,
pueden causar el crecimiento de células indiferenciadas en tejidos no meristematicos de
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guisante (estado de neoplasia). Estas sustancias han sido aisladas inicialmente a partir
de los insectos Bruchus pisorumy Callosobruchus maculatus {Doss et al., 2000; Cocper
et al., 2005).

En funcion de lo anterior, podria interpretarse desde otra perspectiva, que las
bruchinas o bien compuestos de naturaleza similar, podrian tener la capacidad de
regular la expresion de genes involucrados en la sintesis de reguladores de crecimiento
endogenos en las plantas (fitohormonas). Ademas, dado que se trata de molécuias
relativamente pequenas, estas podrian difundir a través de las paredes celulares de la
planta. Por otra parte, debido a la naturaleza lipidica de las bruchinas, se propone que
las mismas podrian tener un mecanismo de accién similar al de otras moléculas

derivadas de acidos grasos u hormonas esteroideas en animales.

En plantas se ha demostrado que diferentes lipidos denvados de acidos grasos,
como el Acido Jasmonico, presentan un escenario complejo en la cascada bioquimica
de respuesta, con la presencia de multiples moléculas de sefalamiento, una situacion
similar a la que se presenta en mamiferos con las prostaglandinas (Weber, 2002). El
supuesto planteado sobre el posible mecanismo de accidbn de las bruchinas o
compuestos de naturaleza similar, es apoyado también por el descubrimientoc en las
plantas de los brasinoesteriodes. Fujioka y Yokota (2003) mencionan que estas
sustancias actuan como hormonas esteroideas, regulando el crecimiento y desarrolio en
las plantas. Los brasinoesteroides muestran semejanzas estructurales con las
hormonas esteroideas de insectos y vertebrados (MUssing y Altmann, 2001). En los
animales y en las plantas las hormonas esteroideas pasan a través de la membrana
celular por difusiéon simple y regulan fa transcripcion de genes por medio de la union a
receptores nucleares en las células blanco. Las hormonas esteroideas presentan
también un efecto no gendmico mediado por receptores de membrana. En plantas
dicotiledéneas y monocotiledoneas (modelo de Arabidopsis thaliana y Oryza sativa) se
han identificado los receptores BRI1 y OsBRI1 para los brasinoesteroides. Los
receptores BRI1 y OsBRI1 son quinasas cuya senal e€s mediada por dominios
intracelulares que tienen la propiedad de autofosforilar residuos de serina y treonina, y
al parecer también podrian fosfornlar otros tipos de moléculas. En el caso especifico del
receptor quinasa BRI1, la sefal del brasinoesteroide se transduce a través de la
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membrana plasmatica para mediar un efecto gendomico (MUssing y Altmann, 2001,
Fukuda, 2004},

Por lo tanto, tomando en consideracion todo lo expuesto anteriormente, las
bruchinas 0 moléculas similares podrian convertirse en candidatos apropiados para
actuar como factores quimicos reguladores en la formaciéon de las agallas. Estos
factores quimicos reguladores (FQRS) podrian regular entonces la actividad y expresion
de los genes presentes en las secuencias de insercion del plasmido u otro tipo de
elemento genetico, insertado en el genoma de las celulas vegetales que conforman la
agalla. Los genes presentes en |as secuencias de insercion y que en principio podrian
estar regulados por los FQRs, pueden ser genes que codifican para enzimas
involucradas en la sintesis de reguladores de crecimiento vegetal, tales como las
auxinas, citocininas, gibereiinas u ofras. Por su parte, estos FQRs podrian ser
secretados por la hembra durante el proceso de oviposicion, por el huevo o bien por la
iarva del respectivo insecto inductor. Al respecto, actualmente se conocen algunos
genes que realizan esta funcion en sistemas como el descrito para el género
Agrobacterium. En estos organismos se conoce claramente la accion de los genes ipt,
iaaM e iaaH, como precursores de las enzimas involucradas en la sintesis de citocininas
y auxinas; sustancias esenciales para mantener el estado de neoplasia en los “tumores
vegetales” inducidos por este tipo de bacterias. Los genes ipt, iaaM e iaaH, estan
presentes en la secuencia de insercién del plasmido Ti de Agrobacterium y son
insertados conjuntamente en el genoma de las células vegetales (Alberts et al,, 2002;
Watson et al,, 1996). Otros sistemas similares al de Agrobacterium han sido descritos
por Lichter et al. (1995) en Erwinia herbicola y en Rhodococus fascians por
Temmerman ef al. (2000). Estos investigadores han reportado que estas bacterias
inducen en diferentes especies de plantas la formacion de crecimientos anormales
similares a agallas de corona, por medio de la introduccion de elementos genéticos
presentes en los plasmidos pPATH y pFiD188, en Erwinia y Rhodococus
respectivamente. Algunos de los elementos genéticos presentes en los plasmidos
pPATH y pFiD188, codifican para genes involucrados en la sintesis de reguladores de

crecimiento vegetal, tales como las citocininas.
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Por lo tanto, en funcién de la hipotesis de trabajo que se esta planteando, las células
transformadas involucradas en la sintesis de los reguladores de crecimiento vegetal,
generarian un gradiente de reguladores desde las capas mas proximas a la camara
intema de la agalla, hasta el exterior de la misma. Asi. las capas de células
transformadas mas cercanas a la camara interna de la agalla, estarian mas expuestas a
la accion de los FQRs secretados por las larvas del insecto. El gradiente de reguladores
de crecimiento generado provocaria a su vez una diferenciacion celular en la direccion
del gradiente, fendémeno muy conocido en sistemas vegetales. |0 que explicaria en
principio la diferenciacion de tejidos y capas celulares alrededor de la camara intema de
la agalla. El hecho de que el tejido mas proximo a la camara intema de la agalla fue
eliminado durante |a diseccién, en la mayoria de las muestras de agallas de yuca (para
minimizar el riesgo de contaminacion), podria sugenr la presencia de vanas capas de
células transformadas alrededor de la camara intema de la agalla. Otro posible
mecanismo por medio del cual algunos insectos modularian la morfogenesis de la
agalla, especialmente en agallas que muestran una menor complejidad, es por algun
tipo de accién mecanica llevada a cabo por parte de |a larva del insecto. Asi. el ambito
de accion y por otra parte el grado de regulacion y modulacion del proceso de formacion
de la agalla por parte del insecto inductor, explicaria en parte el extraordinario nivel de
complejidad y diversidad encontrado en los diferentes tipos de agallas. EI modelo
general que resume de forma esquematica esta hipotesis se presenta en la figura 20.
Asi mismo el modelo sugerido para tratar de explicar la induccién y formacion *In Situ”
de las agallas de plantas inducidas por insectos, se esquematiza en la figura 19. Este
ultimo modelo trata de explicar desde una perspectiva muy general, el proceso de
induccion y formacion de las agallas prosopiasmicas, similares a las formadas por el
insecto Latrophobia brasilensis en las hojas de Manihot esculenta (yuca). No obstante,
los principios y fundamentos teéricos que sustentan este modelo. son aplicables

también a la formacién de otros tipos de agallas inducidas por insectos.

En funcién de lo mencionado anteriormente, se propone un posible escenario
evolutivo, en el cual un crecimiento similar al que se observa actualmente por la
infeccion de Agrobacteruim en plantas, seria causado probablemente por alguna linea
ancestral de esta bacteria. Esta circunstancia a su vez podria haber generado un

microambiente o nicho apropiado para la alimentacion de “antiguos™ insectos. Este



escenario hipotético pudo haber propiciado que estos insectos adquiriesen la capacidad
de transportar e inocular esta posible bacteria ancestral de Agrobacterium de una planta
a otfra. Al amparo de esta suposicién y dado la factibilidad de la transferencia horizontal
de genes, tal como se ha mencionado en los trabajos de Hentschel ef al. (2000) y De la
Cruz y Davies (2000), se sugiere la posibilidad de una transferencia de informacién
genética por medio de plasmidos u otro tipo de elementos genéticos moviles, entre una
cepa ancestral de Agrobacterium y alguna bacteria endégena o endosimbionte presente
en los insectos. La adquisicion y transferencia efectiva de Agrobacterium por insectos
ha sido demostrada por Zeidan y Szosneck (1994). Estos investigadores demostraron
que la mosca blanca (Bemisia tabaci) puede adquirir y trasmitir Agrobacterium
tumefaciens, al alimentarse de cultivos liquidos conteniendo la bacteria o directamente
a partir de la alimentacion de agallas de corona. Asimismo el trabajo de estos
investigadores demostrd no solo que la bacteria puede ser adquirida y transmitida por
Bemisia tabaci, si no que la misma permanece intacta en los insectos. Los resultados
derivados de esta investigacion apoyan la hipétesis planteada, al demostrar la viabilidad
de la adquisicion, movimiento y transferencia de bacterias tales como Agrobacterium
tumefaciens, o bien de algun tipo de bacteria relacionada, por parte de los insectos; en
este caso especifico por Bemisia tabaci. En este contexto, el hecho de que los
iniciadores especificos disefiados como marcadores de agallas amplifiquen productos
de PCR en las muestras de bacterias del género Agrobacterium (A. tumefaciens y
plasmido Ri de A. rhizogenes), asi como en la muestra de ADN obtenida a partir de las
larvas de Lafrophia brasilensis y en las agallas de las plantas (plantas de yuca y plantas
de Cousarea hondensis), podria apoyar este supuesto, debido a que este marcador al

parecer reconoce secuencias similares o idénticas presentes en estos organismos.

La ftransferencia horizontal de genes implica el movimiento y transferencia de
informaciéon genética entre diferentes organismos y es un fendmeno comun entre
organismos patégenos de animales y plantas, o bien entre simbiontes y patégenos de
plantas (De la Cruz y Davies, 2000; Hentschel et al., 2000). Algunos sistemas en los
cuales la transferencia horizontal de genes estaria involucrada, incluyen al sistema de
nodulacion en leguminosas, inducido por bacterias del género Rhizobium. En
Corynebacterium diphtheriae, bacteria causante de la difteria, asi como en

Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae, Shigella dysenteriae y E. coli, las
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determinantes patogénicas son acarreadas por fagos integrados en los cromosomas de
estas bacterias. En bacterias se conoce tambiéen la importancia de la transferencia
honzontal de genes en la distnbucion de genes involucrados con la resistencia a
antibioticos, genes relacionados con la degradacion de sustancias y genes relacionados

con determinantes simbidticas y patogénicas (De la Cruz y Davies, 2000).

En la actualidad se conocen algunos de los mecanismos moleculares de interaccion
entre los hospederos y los organismos simbiontes o patégenos, tanto de plantas como
de animales. Estas investigaciones han revelado que los mecanismos moleculares
involucrados en los distintos procesos de patogénesis y simbiosis son basicamente
similares, al menos en el caso concreto de las bactenas (Hentschel et al., 2000).

Las similitudes entre patogenos y simbiontes tienen como factor comun el hecho de
gue algunas de las determinantes genéticas involucradas en estos sistemas,. estan
localizadas en elementos genéticos moviles. Tales elementos geneticos moviles
incluyen a los plasmidos, islas gendmicas, transposones, elementos de insercion y
fagos entre otros (Hentschel et al,, 2000; De la Cruz y Davies, 2000).

De la Cruz y Davies (2000) afirman que la transferencia horizontal de genes no solo
es responsable de la especiacion y subespeciacion en bacterias, si no que también
constituye un mecanismo importante en organismos eucariotas. En este sentido, se
tiene suficiente informacion en relacion con el papel del proceso de conjugacion en la
transferencia de informacion genética desde bacterias a células eucariotas. Tales
células eucariotas incluyen a las levaduras, hongos filamentosos y células vegetales.
Por ejemplo en el caso de las células vegetales, es bien conocido el mecanismo por el
cual Agrobacterium tumefaciens transfiere genes desde la bacteria a las células de la
planta, esto por medio de la accion del segmento T- DNA presente en el plasmido Ti.
Por 1o tanto, algunas bacterias, retrovirus y virus ADN, constantemente integran
diferentes tipos de elementos genéticos en los cromosomas de las células tanto de
plantas como de animales, esto por medio de diferentes mecanismos como la
conjugacion y la transformacion (De la Cruz y Davies, 2000).
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Por ofra parte, dentro del contexto de |a hipdtesis planteada, algunas diferencias
observadas en ios patrones de amplificacion entre diferentes muestras de agallas
obtenidas por RAPDs, podrian ser explicadas en funcién de los diferentes tipos de
recrganizacion de las secuencias insertadas en el genoma de las células
transformadas, situacion que ha sido ampliamente reportada en estudios sobre
insercion de transgenes en diferentes sistemas. Este tipo de reorganizaciones de Ics
elementos genéticos presentes en las secuencias de insercidn podrian involucrar
secuencias consecutivas, secuencias invertidas y diferencias denvadas de Ia
incorporacion de tales secuencias de insercion, en diferentes sitios del genoma de las
células transformadas. Este supuesto es apoyado experimentalmente al comparar los
patrones de amplificacion obtenidos por medio de la utilizacién de RAPDs, esto entre
las muestras de agallas individuales y las muestras obtenidas colectando varias agallas
en una misma muestra (“pooles” de agallas). Ambos tipos de muestras. agallas
individuales y agallas agrupadas, estan presentes en la misma hoja. Asi. al comparar
los fragmentos amplificados diferencialmente entre las muestras de agallas agrupadas,
(muestras 434 y 45¢) y las muestras de agallas individuales (muestras 43, y 45;), se
puede observar la presencia de una sene de fragmentos amplificados diferenciaimente

entre ambos tipos de muestras (ver detalles en las figuras 7. 8 y 9).

Los resultados obtenidos parecen demostrar también que algunos de los fragmentos
de ADN amplificados diferencialmente por RAPDs {(a partir del ADN de agallas),
contienen sitios de unidn para los iniciadores Aliprimer Forward y Alipnmer Reverse.
Estos iniciadores fueron disefiados y utilizados como marcadores especificos para
agallas. La banda amplificada a partir de los fragmentos de RAPDs de las muestras
analizadas (aproximadamente de 240 pb), corresponde en tamafio al producto de PCR
esperado, esto de acuerdo al diserio de los iniciadores Aliprimer Forward y Alipimer
Reverse (ver electroforesis de la figura 12). Este hecho podria ser de gran utilidad para
ia futura secuenciacion de los fragmentos amplificados diferenciaimente a partir de las
muestras de agallas.

En funcidn de los argumentos expuestos anteriormente, se propone un modelo
general causa — efecto, para tratar de explicar la formacion de agallas de plantas
inducidas por insectos (figura 20). En este modelo se incluyen los resultados derivados

de este proyecto de investigacion y se resumen los principales aspectos relacionados
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con el proceso de induccién y formacion de las agallas. Este modelo trata de integrar

tambien algunas hipotesis sugeridas por investigacicnes realizadas en el tema, pero

partiende del hecho, de que se esta en presencia de un procesc de transformacion

genético natural. Asi el resultado final (formacion de la agalla madura), depende de una

serie de variables y acontecimientos, que de forma conjunta determinan el desarrollo y

viabilidad de este sistema altamente complejo.

Vil} CONCLUSIONES Y PERPECTIVAS FUTURAS:

v

Los resultados y evidencias obtenidas a partir del presente trabajo de
investigacion, sugieren claramente la posibilidad de una transformacién genética

de las células que forman la agalla, en plantas de yuca.

La utilizacién de iniciadores de RAPDs con homologia a determinados elementos
genéticos y bajo condiciones especificas, permite la amplificacion de regiones del
genoma que tienen similitud con los mismos, tales como secuencias de insercion
de plasmidos bacteriancs relacionados con la transformacion de células

vegetales.

Este estudio permitié disefiar iniciadores de PCR. que al amplificar
selectivamente un fragmento de aproximadamente 200 pb a partir del ADN de
agallas, permitieron identificar un marcador especificc para este tipo de
estructuras.

Al utilizar los iniciadores de PCR disefiados comoe marcadores especificos de
agallas, se evidencit la presencia de secuencias similares en agallas de la planta
Cousarea hondensis, en el insecto Latrofobia bralilensis. en Agrobacterim

tumefaciens y en el plasmide Ri de Agrobacterium rhizogenes.
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El proceso de transformacién genética sugerido como parte del proceso de
formacion de las agallas inducidas en yuca por el insecto Latrophobia brasilensis,
podria reflejar un mecanismo general de induccion de este tipo de estructuras en

otros sistemas similares.

Es importante corroborar mediante técnicas de hibridacion de ADN, la
“procedencia” del fragmento aislado y secuenciado utilizado como marcador
especifico de agallas, esto comparando el ADN aislado del tejido sano y el ADN

aislado a partir de la agalla.

Es necesario realizar mas investigaciones con el objetivo de tratar de dilucidar la
secuencia total de insercion para las agallas de yuca. Asi mismo es importante
determinar que genes de la planta se activan durante la induccién y
morfogénesis de las agallas, y por otra parte como estos genes regulan y actian

en la fisiologia de la planta.

Una vez se determine la secuencia total de insercion en el genoma de los tejidos
que conforman la agalla en plantas de yuca, el proximo paso a segui seria
buscar y comparar las posibles semejanzas y diferencias existentes entre los
diferentes tipos de agallas y como estds podrian influir en la extraordinaria

diversidad observada en estos sistemas.

Debido a la extraordinaria diversidad de formas y colores, y debido a la
estructura compleja de las agallas, estos sistemas podrian constituir modelos
idoneos para estudiar como la forma y la estructura esta determinada a nivel
molecular en los sistemas biologicos, concretamente tomando como parametro

los sistemas vegetales.

Un mayor conocimiento del sistema insecto- planta — agalla podria potenciar su

utilizacion como un sistema alternativo de transformacion genetica natural.
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FIGURA 1. Esquema del probable proceso de amplificacién diferencial de bandas de
ADN utilizando RAPDs, en el cual se muestran los sitios hipotéticos de unién de los
iniciadores y las respectivas bandas amplificadas. (A) Bandas amplificadas a partir del
ADN de tejido no agallico de la planta. B-1) Banda amplificada diferencialmente en
donde uno de los iniciadores tiene su sitio de union en el ADN de |a planta y el otro
iniciador tiene su sitio de unién en el ADN de la secuencia insertada. B- 2) Banda
amplificada diferencialmente con ambos sitios de unién del iniciador dentro de la

secuencia insertada en el genoma de la planta.
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FIGURA 2. Esquema resumido de la metodologia sugerida y utilizada en el trabajo de
investigacion. Los numeros en los circulos indican puntos claves de la metodologia. en
los cuales se utilizan técnicas que comprueban o dan indicios sobre la presencia de
secuencias de ADN “foraneas” insertadas en el genoma de la planta.
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Figura 3. Agallas inducidas en hojas de Manihot esculenta (Yuca) por el insecto
Latrophobia brasilensis (Diptera, Cecidomyiidae). A) Agalla individual en donde se
muestra su tamano promedio. B) Conducto de salida del insecto en agallas de yuca,
vista del envés de la hoja. C y D) Corte transversal de la agalla en donde se muestra la

camara interna y la larva del insecto. E) Agallas en la superficie de |a hoja.
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Figura 4. Agallas inducidas en hojas de |a planta Cousarea hondensis colectada en una
zona de bosque ubicada en Pital de San Carlos. A) Imagen lateral de la agalla. B) Vista
posterior de la agalla en donde se observa una estructura similar a un “plumero”. C)
Corte transversal de la agalla en donde se muestra la camara interna. D) Vista del

enves de la hoja en donde se observa la parte inferior de la agalla.






74

Figura 5. Electroforesis de ADN total extraido de hojas y agallas de Manihot sculenta
(yuca). Las muestras se separaron en un gel de agarosa al 0.8%, TBE 0.5 X y a 75
voltios, por una hora y quince minutos. El prefijo H indica que el ADN fue extraido de las
respectivas muestras de hojas y el prefijo A indica que el ADN fue extraido de las
correspondientes muestras de agallas. En ambos casos se indica también el
correspondiente numero de la muestra. Se cargaron 5 uyl de marcador de peso
molecular (MPM)= 1Kb, 6ul de ADN de las muestras de agallas y 3 ul de las muestras
de hojas.
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Figura 6. Electroforesis de fragmentos de ADN amplificados a partir del RAPD-
Prugrad1 (prueba de gradiente 1), en muestras de hojas y agallas de Manihot sculenta
(yuca). Las muestras fueron separadas en un gel de agarosa al 1.0%, TBE 0.5 X, a75
voltios por 1 hora y 30 minutos. El prefijo H con el respectivo nimero identifica la
respectiva muestra de hoja y el prefjo A con su respectivo numero identifica la
correspondiente muestra de agalla. Se utilizé el plasmido purificado de la linea A4 de
Agrobacternium rhizogenes como control positivo C(+). Los subindices en las muestras
de cada carril, denotan el gradiente de temperatura generado en las respectivas
columnas del Termociclador. Se cargaron 8 pl de marcador de peso molecular (MPM)=
A (lambda) vy el total de la mezcla de reaccion (~25 pl) para cada muestra amplificada.
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Figura 7. Electroforesis de fragmentos de ADN amplificados a partir del RAPD- 05, en
muestras de hojas y agallas de Manihot sculenta (yuca). Las muestras se separaron en
un gel de agarosa al 1.5%, TBE 0.5 X, a 85 voltios por 1hora y 45 minutos. El prefijo H
con su respectivo numero identifica la correspondiente muestra de hoja y el prefijo A
con su numero identifica la correspondiente muestra de agalla. Se utilizé el plasmido
purificado de la linea A4 de Agrobacterium rhizogenes como control positivo C(+). Se
cargaron 8 pl de marcador de peso molecular (MPM)= 1Kb y el total de la mezcla de

reaccion (~25 pl) para cada una de las muestra amplificadas.
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Figura 8. Electroforesis de fragmentos de ADN amplificados a partir del RAPD- 06. en
muestras de hojas y agallas de Manihot sculenta (yuca). Las muestras fueron
separadas en un gel de agarosa al 1.4%, TBE 0.5 X, a 95 voltios por 1hora y 20
minutos. El prefijo H con su respectivo numero identifica la corespondiente muestra de
hoja y el prefijo A con su numero identifica la correspondiente muestra de agalla. Se
utilizé como control positivo C(+) bacterias de A tumefasiens calentadas a 95°C en
solucion amortiguadora 10X para reacciones de PCR. Se cargaron 12 pl de marcador
de peso molecular (MPM)= A (lambda) y el total de la mezcla de reacciéon (~25 pl) para

cada una de las muestra amplificadas.
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Figura 9. Electroforesis de fragmentos de ADN amplificados a partir del RAPD- 06, en
muestras de hojas y agallas de Manihot sculenta (yuca). Los productos de PCR fueron
separados en un gel de agarosa al 1.4%, TBE 0.5 X, a 75 voltios por 20 minutos y
después a 65 voltios por 1 hora y 15 minutos. El prefijo H con su respectivo nimero
identifica la correspondiente muestra de hoja y el prefijo A con su numero identifica la
correspondiente muestra de agalla. Se utilizé el plasmido purificado de la linea A4 de
Agrobactenum rhizogenes como control positivo C(+). Se cargaron 14 pl de marcador
de peso molecular (MPM)= A (lambda) y el total de la mezcla de reaccion (~25 ul) para

cada una de las muestra amplificadas.
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Figura 10. Electroforesis de fragmentos de ADN reamplificados a partir de los
fragmentos amplificados diferencialmente en diferentes RAPDs, en agallas de Manihot
sculenta (resultados no mostrados). Los fragmentos fueron amplificados con las
reacciones de Reamplificacion 01, 02 y 03. Las bandas corresponden a las aisladas y
purificadas por columnas de purificaciéon (Wizard PCR Preps DNA Purification System,
de Promega). Los productos de PCR fueron separados en un gel de agarosa al 1.5%,
TAE 1X, a 90 voltios por 75 minutos. Se cargaron 5 pl de marcador de peso molecular
(MPM)= Origene, 8 yl de ADN para las muestras de los carriles 7-10 y 15 pl para las
restantes muestras.. Carril 1: fragmento de ~150 pb, proveniente de la muestra de
agalla 8,. Carril 2: fragmento de ~550 pb, proveniente de las muestras de agallas 84 y 8;
(banda comun). Carril 3: fragmento de ~ 550 pb, proveniente de la muestra de agalla
11. Carril 4: fragmento de ~ 500 pb, proveniente de la muestra de agalla 10. Carril 5:
marcador de peso molecular origene. Carril 6: fragmento de ~ 450 pb, proveniente de la
muestra de agalla 35. Carril 7: fragmento de ~500 pb, proveniente de la muestra de
agalla 35, reamplificada a partir de un fragmento original de ~1 500 pb. Carril 8:
fragmento de ~ 300 pb, proveniente de la muestra de agalla 35, reamplificada a partir
de un fragmento original de ~1 500 pb. Carril 9: fragmento de ~500 pb, proveniente de
las muestras de agallas 13, y 13, (banda comun) reamplificadas a partir de un
fragmento original de ~1 100 pb. Carril 10: fragmento de ~300 pb, proveniente de las
muestras de agallas 134 y 13; (banda comun), reamplificadas a partir de un fragmento
original de ~1 100 pb,
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Figura 11. Electroforesis de los productos de PCR obtenidos con las reacciones de
Reamplificacion- 04 (A) y los provenientes de la reamplificacion- 05 (B). Los fragmentos
a partir de los cuales se realiz6 la reamplificacion, corresponden a los amplificados
diferencialmente en agallas de Manihot sculenta (resultados no mostrados). (A) Las

muestras se separaron en un gel de agarosa al 1%, TBE 0.5X, a 90 voltios por 60
minutos. Se cargaron los 40 ul de |la mezcla de reaccion de PCR. Carril 1: Marcador de
peso molecular, origene (5 pl). Carril 2: fragmento de ~700 pb, proveniente de la
muestra de agalla 3. Carril 3: fragmento de ~1 100 pb, proveniente de la muestra de
agalla 3. Carril 4: fragmento de ~480 pb, proveniente de la muestra de agalla 5. Carril 5:
fragmento de ~500 pb, proveniente de la muestra de agalla 5. Carril 6: fragmento de ~1
100 pb, proveniente de la muestra de agalla 5. Camil 7. fragmento de ~900 pb,
proveniente de la muestra de agalla 11.Carril 8: fragmento de ~250 pb, proveniente de
la muestra de agalla 35. Carril 9: fragmento de ~150 pb, proveniente de la muestra de
agalla 8,. Carril 10: marcador de peso molecular 1kb. Carril 11: fragmento de ~1 100 pb,
proveniente de la muestra de agalla 12. Carri! 12: fragmento de ~500 pb. proveniente de
la muestra de agalla 10. Carril 13: fragmento de ~500 pb, proveniente de la muestra de

agalla 11. Carril 14: control negativo de la reaccion. (B) Las muestras fueron separadas

en un gel de agarosa al 1.4%, TBE 0.5X, a 85 voltios. Se cargaron 40 pl de la mezcla de
reaccion de PCR. Carril 1: fragmento de ~1 100 pb, proveniente de la muestra de agalla
5. Carril 2: fragmento de ~320 pb, proveniente de la muestra de agalla 33. Camil 3:
fragmento de ~400 pb, proveniente de la muestra de agalla 32. Camil 4: fragmento de
~600 pb, proveniente de la muestra de agalla 10. Caml 5: fragmento de ~600 pb,
proveniente de la muestra de agalla 84 Carril 6. marcador de peso molecular lambda (8
pl). Carril 7: fragmento de ~600 pb, proveniente de la muestra de agalla 11 Carril 8:
fragmento de ~150 pb, proveniente de la muestra de agalla 8,. Carmil 9: fragmento de
~500 pb, proveniente de la muestra de agalla 10.El carril posterior al numero 9
corresponde al control negativo, no aparece en la imagen por falta de espacio al tomar

la fotografia.
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Figura 12. Electroforesis de las reacciones de PCR realizadas a partir de los
fragmentos de ADN amplificados diferenciaimente provenientes de diferentes RAPDs,
en agallas de Manihot sculenta (yuca). Los fragmentos fueron previamente aislados y
purificados en columnas de purificacion (Quiaquick Gel Extraction Kit). Las reacciones
se realizaron con el programa de PCR Reamplificacion- 07, utilizando los iniciadores
especificos para agallas Alipnmer For. y Aliprimer Rev. Las muestras fueron separadas
en un gel de agarosa al 1.4%, TBE 0.5 X, a 95 voltios por 2 horas. Se cargaron 8 pl de
marcador de peso molecular (MPM)= 1Kb y el total de la mezcla de reaccion (~25 pl)
para cada una de las muestra amplificadas. Carril 1: fragmento de ~550 pb, proveniente
de la muestra de agalla 43-1. Carmril 2. fragmento de ~1 300 pb, proveniente de la
muestra de agalla 43-1. Caml 3: fragmento de ~1 200 pb, proveniente de la muestra de
agalla 43-2. Carril 4: fragmento de ~2 100 pb, proveniente de la muestra de agalla 43-2.
Carril 5: fragmento de ~900 pb, proveniente de |la muestra de agalla 45-2. Carril 6:

control negativo.
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Figura 13. Colonias conteniendo fragmentos de ADN amplificado diferencialmente a
partir de agallas de Manihot sculenta (yuca), los cuales fueron clonados en vectores de
clonaje (plasmidos) pAMP1 de Invitrogen- Life Technologies y posteriormente
transfectados en bacterias de la linea XL1- Blue de Escherichia coli. A) Placa petn
conteniendo colonias individuales de E. coli en medio selectivo. B) Clonas 1 y 2,
seleccionadas para crecer en medio liquido selectivo, con el fin de punficar los

plasmidos utilizados para el clonaje.






Figura 14. Alineamiento de las secuencias 2,3 y 4 amplificadas diferencialmente por
RAPDs, a partir de ADN extraido de agallas de Manihot sculenta (yuca). Se muestra la
secuencia de nucleotidos consenso, asi como la secuencia de region amplificada con
los iniciadores especificos (region coloreada de gris y negro respectivamente).
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Figura 15. Electroforesis de productos de PCR utilizando iniciadores especificos para
agallas de Manshot sculenta (yuca). Las reacciones se realizaron con el programa
ALIFIN-03. Los productos de las reacciones de PCR fueron separados en un gel de
agarosa al 1.4%, TBE 0.5 X, a 75 voltios por 2 horas (A) y a 95 voltios por 1 hora y 15
minutos (B). Se cargaron 8 ul de marcador de peso molecular (MPM)= Lambda (A) y el

total de la mezcla de reaccion (~25 pl) para cada una de las muestras analizadas.
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Figura 16. Electroforesis de productos de PCR utilizando iniciadores especificos para
agallas de Manihot sculenta (yuca). Las reacciones se realizaron utilizando las muestras
de ADN de las larvas del insecto Latrophobia brasilensis (varias replicas), bacterias de
la cepa C58C1 de Agrobaéfenum tumefaciens y el plasmido Ri purificado a partir de la
linea A4 de Agrobacterium rhizogenes. Las reacciones se realizaron con el programa
ALIFIN-03. (A) Los productos de las reacciones de PCR se separaron en un gel de
agarosa al 2%, TBE 0.5 X, a 85 voltios por 30 minutos y luego a 25 voltios por 1:10
horas. (B) Los productos de estas reacciones de PCR fueron separados en un gel de
agarosa al 2%, TBE 0.5 X, a 85 voltios por 1 hora y 30 minutos. Se cargaron 12 ul de
marcador de peso molecular (M)= Mass Ruler (Fermentas) y el total de la mezcla de

reaccion (~25 ul) para cada una de las muestras analizadas.
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Figura 17. Electroforesis de productos de PCR utilizando iniciadores especificos para
agallas de Manihot sculenta. Para las reacciones se utilizaron muestras de ADN de las
larvas del insecto Latrophobia brasilensis (dos replicas), bacterias de la cepa C58C1 de
Agrobacterium tumefaciens (dos replicas), hojas y agallas de la planta Cousarea
hondensis, Rubiaseae; colectada en Pital de San Carlos (dos replicas), y el plasmido Ri
purificado a parfir de fa finea A4 de Agrobacterium rhizogenes. Las reacciones se
realizaron con el programa ALIFIN-03. Los productos de las reacciones de PCR fueron
separados en un gel de agarosa al 2%, TBE 0.5 X, a 95 voltios por 1 horas. Se cargaron
12 pl de marcador de peso molecular (M)= Mass Ruler (Fermentas) y el total de la

mezcla de reaccion (~25 pl) para cada una de las muestras analizadas.
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Figura 18. Alineamiento de las secuencias 5,6 y 7 amplificadas de forma especifica a
partir del ADN extraido de las muestras de agallas 38, 39 y 40 respectivamente, y de la
secuencia amplificada diferencialmente por RAPD en la muestra de agalla 11. Se
muestra la secuencia de nucleétidos consenso, que corresponde a la region amplificada

con los iniciadores especificos disefiados con este fin.
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Figura 19. Posible Modelo de induccion, formacion y accidén “In Situ" para explicar la
formacién de las agallas. A) Oviposicion y proceso de induccion inicial. B) Hiperplasia e
hipertrofia del tejido preacondicionado. C) Regulacion y moduiacion del proceso de
morfogénesis, por medio de la secrecion de Factores Quimicos Reguladores (FQRS)
por el insecto.
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Figura 20. Modelo bidimensional causa — efecto, para explicar la formacion de agallas
de plantas inducidas por insectos. En el eje horizontal se representan los principales
procesos y acontecimientos que estarian ocurriendo durante el proceso de induccion y
formacion de las agallas. Los procesos que ocurren de forma consecutiva y simultanea
se indican mediante la union de dos lineas de puntos consecutivos. En el eje vertical se
indican los principales acontecimientos que ocurren en cada uno de los diferentes
escenarios; esto es, en el insecto, la agalla y la planta. Los acontecimientos descritos
en el eje vertical estan directamente en funcion de los procesos descritos en la primera
linea del eje horizontal. Al integrar y relacionar los procesos y acontecimientos
siguiendo las flechas como un diagrama de flujo, se pueden integrar estos en terminos

de una relacidén causa- efecto, para cada uno de los diferentes escenarios.
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Erwinia herbicola,ipt5-1. seq.
A.tumefaciens, pldsmido Ti.
A.vitis, pldsmido pTis4.
A.vitis, ipt4-1.sec.
A.tumefaciens,sec.inser. pTi.

1030 1040

Erwinia herbicola, ipt5-1.seq.
A.tumefaciens, pldsmido Ti.

A. vitis, plasmido pTiS4.

A. vitis, iptd-1.sec.
A.tumefaciens,sec.inser. pTi.

Erwinia herbicolaipt5-1.seqg
A.tumefaciens, plasmido Ti.
A. vitis, pldsmidc pTiS4.
A. vitis, ipt4-1.sec.

7 GCCA,_TTGCT\,I A

GCCAETT- ‘

2GCCARTTGCTCT

B T Y cCley ] A.tumefaciens,sec.inser. pTi.
l : Iniciador ipt-F = :
1090 1100 1110 1120
.- S I S I R fooutld
......................... Gy, . .. ...... Erwinia herbicola(ipts-1.seq.)
AT AAGT CGGAGGAAGACARWMN MONECETCTGG A.tumefaciens, pldsmido Ti.
- RPN - iy R & ®CCAAG A. vitis, pldsmido pTiS4.
ITAAGG CGAGGAAGACAA ¥ @TGTGA A. vitis.(ipt4-1.sec.)
........................... oXec...... A.tumefaciens,sec.inser. pTi.

Anexo 1: Alineamiento de los genes ipt de Agrobacterium tumefaciens, Erwinia herbicola
y Agrobacterium vitis, en donde se muestran las regiones consenso y la secuencia
consenso de nucledtidos a partir de la cual se sintetizd el iniciador ipt-F. El alineamiento
mostrado corresponde unicamente a las regiones aledarias a la secuencia consenso del
iniciador ipt-F.
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