CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1 Formulacion del problema

El género Phytophthora se presenta hoy en dia como una de las mayores
plagas para las plantas dicotiledoneas (Armstrong et al., 2005). La especie
Phytophthora infestans ataca a varios representantes de la familia solanaceae,
destacandose la infeccién al cultivo de la papa (Solanum tuberosum) y del tomate

(Solanum lycopersicum) por su importancia economica.

La preocupacion por este género se remonta a los afios 1845 y 1846, donde
se produjo la devastacion de los campos de papa irlandeses por la accion de
Phytophthora infestans. Este suceso provoco una hambruna que diezmé a gran
parte de la poblacion local y obligé a muchos otros a migrar, principalmente hacia
Estados Unidos (Edwin y Ribeiro, 1996). En el Ecuador, la enfermedad producida
por el P. infestans es conocida como lancha de la papa o tizon tardio. Se piensa
gue esta plaga es originaria de México por la variabilidad que presenta el
patdgeno en la zona, especialmente en hospederos silvestres (Drenth, 1994). Por
esta razon se cree que P. infestans ha migrado desde este pais hacia todo el

mundo, provocando diversas epidemias.

En los dltimos diez afios se han registrado varios cambios importantes en la
poblacién ecuatoriana de Phytophthora infestans (posiblemente producidos por
migraciones ocurridas desde México). Estos cambios han generado importantes
variaciones en los genotipos y por ende en la patogenicidad producida por estos
parasitos. Asi también la resistencia a fungicidas comunmente utilizados se ha
incrementado, aumentando los costos de produccién (por concepto de
plaguicidas), disminuyendo el rendimiento de cada cosecha e incrementando el

dafio ecoldgico (Andrade et al., 1998).



La alta variabilidad genética y la capacidad del género Phytophthora para
cambiar, desarrollar resistencia a plaguicidas y colonizar nuevos hospederos han
provocado que en los ultimos afios el interés por la genética de estos organismos
aumente. Entender los modelos de interaccién planta-patdégeno resulta
indispensable para generar eficientes sistemas de manejo en cultivos atacados
por estas plagas. En la actualidad, el estudio de efectores concita la atencion de
los investigadores ya que estos son pieza clave en el reconocimiento y por ende el
proceso defensivo de la planta contra los patdgenos. Una clase de efectores
llamados RXLR han sido estudiados fuertemente desde hace un par de afos,
observados inicialmente en Hyaloperonospora parasitica, P. infestans y P. sojae,
estos efectores mantienen un motivo conservado de: arginina (R), cualquier
aminoacido (X), leucina (L) y arginina (R), que al parecer esta implicado en la
translocacion del parasito a la célula hospedera. Estas proteinas presentan dos
dominios caracteristicos: el dominio N-terminal que involucra al péptido sefal y el
motivo RXLR y el dominio C-terminal que se encarga de realizar la accidn elicitora
y operativa dentro de la célula huésped (Lamour et al., 2007). Cada uno de estos
dominios se encuentran sometidos a diferentes presiones evolutivas, asi el
dominio N-terminal sumamente conservado es diferente al motivo C-terminal casi

siempre sometido a seleccion positiva (Win et al., 2006).

1.2 Justificacion del problema

Segun el Il Censo Nacional Agropecuario del 2002, el Ecuador cultiva un
total de 47.494 hectareas anuales de papa de las cuales Pichincha cultiva 2.758
de estas. Este cultivo es basico en la alimentacion ecuatoriana y a nivel mundial
se lo considera como el mas importante. En volumen de produccién el cultivo de
papa se encuentra en el cuarto lugar después del maiz, el trigo y el arroz (Hawkes,
1990).

Phytophthora infestans es uno de los principales problemas en papa, se

estima que el tizon tardio produce pérdidas globales en paises en vias de



desarrollo de alrededor de $5.3 billones anuales (FAO-CIP, 1995), de las 85
millones de toneladas que producen anualmente estos mismos paises (CIP,
1996). Se destina a la proteccion de lancha entre 8 y 20 % del valor comercial de
la produccion de papa (Oyarzum et al., 2001).

La variabilidad presentada por los patégenos del género Phytophthora hace
que las estrategias comunes de control resulten ineficientes después de cierto
periodo de aplicacion y los esfuerzos en este campo van dirigidos a la obtencion
de nuevas, eficientes y ecolégicas estrategias de control para estas plagas.

Los mecanismos de infeccion y la variabilidad presentada por el género
Phytophthora no solo concitan el interés cientifico sino que puede ser la clave para
producir cultivos que expresen resistencia duradera a enfermedades como el tizon
tardio. A través de los genes de resistencia (R) las plantas pueden defenderse
efectivamente de los patdégenos ya que el reconocimiento mediado por estos
genes identifica proteinas especificas de los patdgenos como las proteinas
elicitoras y de este modo la planta detiene la infeccion (seccion 1.4.2). El estudio
de los genes efectores de estos patdégenos facilita el desarrollo de estrategias de
mejoramiento. El producir plantas con distintos genes (R) disminuird el uso de
plaguicidas, minimizara las pérdidas en la cosecha y evitara que se genere

resistencia en los patégenos, impulsando una produccion mas limpia y ecoldgica.

1.3 Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo general

Clonar y caracterizar genes efectores de especies patogénicas del género

Phytophthora que atacan cultivos de la familia solanaceae en los andes del

Ecuador



1.3.2 Objetivos especificos

e Clonar genes efectores de varias especies de Phytophthora en Escherichia
coli.

e Obtener la secuencia de los genes clonados.

e Generar alineamientos y arboles filogenéticos que muestren la relacién
entre los diferentes alelos encontrados.

e Analizar las fuerzas evolutivas a las que se encuentran sometidos los
distintos genes estudiados.

e Comparar las secuencias proteicas provenientes de los genes analizados

para determinar diferencias estructurales entre alelos.

1.4 Marco teodrico

1.4.1 Generalidades sobre Phytophthora

El género Phytophthora forma parte del phylum oomycota, subclase
peronosporomycetida, orden pythiales, familia pythiaceae. Estos organismos son
mas parecidos a las diatomeas y a las algas pardas que a los hongos inferiores,
grupo en el cual fue clasificado originalmente (Vega, 1999). Los oomycetes

poseen paredes celulares conformadas por celulosa y g -glucanos

mayoritariamente, con muy poca quitina (principal componente de la pared celular
fungica). Esta es una de las diferencias mas importantes que agrupa a

Phytophthora dentro de los oomycetes (Kamoun, 2003).

Durante su ciclo de vida, las especies de Phytophthora son capaces de
producir dos tipos de estructuras reproductivas: las zoosporas asexuales
(producidas dentro de esporangioforos) que son estructuras reniformes con dos
flagelos quimiotactiles que les permiten nadar, siendo esta una de las principales
caracteristicas que los diferencian de sus antepasados (como los anisocontos y

heterocontos). Las oosporas sexuales (de forma generalmente globosa) provienen



de la unién de dos gametangios, el anteridio componente masculino y el oogonio

componente femenino (Erwin y Ribeiro, 1996).

Phytophthora causa un enorme dafio econémico en importantes cultivares
como papa, tomate, pimiento, soya y alfalfa, de igual forma produce un
considerable dafio ambiental en ecosistemas naturales. La mayor parte de las
plantas dicotiledéneas son afectadas por una o mas especies de Phytophthora, y
varias especies de monocotiledoneas son afectadas también (Kamoun, 2003).

El tizén tardio provocado por el P. infestans es sin duda la enfermedad
fungica (se la considera de esta forma aunque el agente que la produce no es un
hongo) mas seria en papa (Solanum tuberosum). Afecta a las hojas (pequefias
manchas de color verde oscuro o claro que se convierten en lesiones pardas o
negras segun el grado de humedad), las raices (decoloracion superficial e
irregular), tuberculos vy tallos (se debilitan y mueren de la lesion hacia arriba). Es
capaz de devastar un campo en pocos dias y causar perdidas del 100%. Se
desarrolla mas rapidamente en temperaturas bajas y alto grado de humedad
(Henfling, 1987).

Al igual que P. infestans, existen especies relacionadas que atacan
especies cultivadas y silvestres, entre ella tenemos a: P. miriabilis, P. phaseoli, P.
ipomeae y P. andina, todas ellas pertenecen al grupo morfoldgico IV dentro de la

filogenia de Phytophthora (Martin y Tooley, 2003).

Phytophthora mirabilis es originario de México y fue reportado originalmente
como P. infestans por Servin (1958), mas tarde se notaron diferencias que
llevaron a clasificarlo como una especie aparte. Se sabe que esta muy relacionado
con P. infestans, con la diferencia que se lo ha reportado infectando Unicamente a

Mirabilis jalapa y exclusivamente dentro de México (Erwin y Ribeiro, 1996).



Phytophthora phaseoli fue descrito por primera vez en Estados Unidos por
Thaxter (1889) tras producir la enfermedad del moho plumoso en Phaseolus
lunatus (Frijoles de lima), de ahi en adelante se lo ha reportado en por lo menos 7
hospederos mas, incluyendo tomate. Es por esto que este tipo de Phytopthora
representa una plaga de consideracion para varios cultivos de interés comercial
(Edwin y Ribeiro, 1996).

Phytophthora ipomoeae es otra especie proveniente de Meéxico,
especificamente de las montafias del centro de este pais. Varias investigaciones
con marcadores moleculares revelan que se trata de una nueva especie,
relacionada cercanamente con P. infestans y P. mirabilis. Fue recogida por
primera vez por Sanchez (1968) de las hojas de Ipomoea longipedunculata. Esta
especie es causante del tizon de hoja, al igual que P. mirabilis (Flier, 2001).

P. andina, fue recolectada por primera vez de Solanum brevifolium y al
parecer es nativa de los Andes. En la caracterizacion realizada con marcadores
moleculares, P. andina parece estar cercanamente emparentada con P. infestans
(Adler et al., 2004; Oliva et al., 2007). El analisis filogenético sugiere que P.
andina se encuentra emparentada con P. infestans, P. mirabilis, P. ipomoeae y P.
phaseoli (Kroon et al., 2004). De acuerdo a las investigaciones realizadas hasta el
momento, se ha visto a esta especie atacando a Solanum betaceum y al complejo
de solanaceas Anarrhichomenum (Ordofiez et al., 2000; Adler et al., 2004; Flier et

al., 2004, datos no publicados).

1.4.2 Reaccidn de hipersensibilidad en plantas

La interaccién entre patdgenos y hospederos ocasiona que las plantas
desarrollen sistemas de defensa ante sus agresores, asi por ejemplo tenemos:
tricomas, callos, fitoalexinas, cuticulas, suberinas, ligninas, entre otros. Por otro
lado, las plantas han implementado mecanismos moleculares de defensa, entre

los cuales se registra a los genes de resistencia. Esta clase de genes son capaces



de expresar proteinas que combaten efectivamente a los patdégenos (Agrios,
1988).

Los genes de resistencia son divididos normalmente en:

Genes menores.- aquellos que confieren a la planta resistencia inespecifica
ante varios agresores, también llamada resistencia horizontal, la cual tiene

caracter cuantitativa (Ordofiez, 1993).

Genes mayores (R).- son aquellos que confieren resistencia especifica a la
planta frente a un patdgeno, también llamada resistencia vertical, tiene caracter
cualitativo (Ordodiiez, 1993). Casi siempre son dominantes y su genes recesivos (r)

son llamados de susceptibilidad (Agrios, 1988).

Por otro lado los patdgenos (entre ellos Phytophthora) producen sustancias
encargadas de reprogramar, infectar y promover la enfermedad en las células que
llegan a parasitar. A estas moléculas se las ha denominado efectores y
comprenden a las toxinas (moléculas que causan muerte celular para facilitar la
colonizacion del hospedero) y a los elicitores (moléculas que desencadenan una
respuesta por parte del hospedero que resulta en la mejora de la resistencia al
patdgeno). Dentro del grupo de los elicitores se hallan las proteinas de avirulencia
(AVR), identificadas en varios organismos tales como H. parasitica y varias clases
de Phytophthora (Kamoun, 2006).

La interaccion planta-patégeno esta caracterizada por una relacion gen-por-
gen (Flor, 1971). En la cual, a cada gen de avirulencia (Avr) o elicitina (proteina
elicitora) del patégeno le corresponde un gen de resistencia (R) en el genoma de
la planta. Cuando existe el reconocimiento de una elicitina por parte de una
proteina (R) se desemboca una cascada de procesos que culmina con la muerte
de la célula y el parasito que lleva consigo, a este suceso se lo ha denominado

Reaccion de Hipersensibilidad (HR). Durante la HR, la célula infectada pierde



permeabilidad en las membranas celulares, incrementa su respiracion, acumula y

oxida compuestos fendlicos y produce fitoalexinas (Agrios, 1988).

Cuando el patégeno expresa un gen Avr y la planta expresa el gen
especifico R correspondiente, la HR es inducida y la infeccion se detiene. A este
fendmeno se lo llama interaccion incompatible. Cuando un gen Avr es expresado
sin que tenga su gen R correspondiente en la planta, la HR no es activada y la
enfermedad se produce. A este fendbmeno se lo denomina interaccion compatible
(Taylor, 1996).

La reaccion de hipersensibilidad (HR) es una respuesta rapida y fulminante
contra los parasitos que son capaces de franquear los sistemas de defensa
iniciales. Se caracteriza por su velocidad y especificidad el momento de matar
células infectadas (Goodman y Novacky, 1994).

Existen dos modelos planteados sobre la interaccion entre genes Ry Avr.
El modelo “receptor-ligando” indica que las proteinas AVR son reconocidas
directamente por las proteinas R. Mientras que el modelo denominado “hipotesis
guardia” sugiere que las proteinas R detectan la accion de las proteinas AVR,
cuando estas han entrado en la célula hospedera y se encuentran efectuando su
accion elicitora. Segun estos modelos, las proteinas R determinan si se trata de
una proteina de avirulencia, y si el reconocimiento es positivo se desencadena la

reaccion de hipersensibilidad (Dangl y McDowell, 2006).

Existen varios tipos de proteinas R, siendo las mas comunes las del tipo
NBS-LRR (sitio de unién nucleotidica con repeticiones ricas en leucina: siglas en
inglés). Se piensa que la porcion LRR esta encargada del reconocimiento
especifico ya que puede presentar gran diversidad dentro de la planta (Sthal y
Bishop, 2000). La diversidad alélica de estas proteinas R esta relacionada con la
capacidad evolutiva de las proteinas AVR correspondientes. Se han visto

proteinas del tipo NBS-LRR implicadas en los dos tipos de reconocimientos, tanto



de forma directa (receptor-ligando) como de forma indirecta (hipotesis guardia)
(Dangl y McDowell, 2006).

Tanto los genes R como los genes Avr, estan sometidos a fuerte presion
selectiva, dado que mantienen una interacciébn co-evolutiva constante. Se ha
propuesto el modelo de “carrera armamentista” (Thomas y Stephen, 1999; Sthal y
Bishop, 2000), en el cual cada vez gque un nuevo gen R aparece genera una
presién selectiva sobre el patdégeno. La presencia del “nuevo gen R” hace que los
individuos avirulentos sean seleccionados en contra y los alelos virulentos poco
comunes incrementen su frecuencia hasta alcanzar un equilibrio (McDonald,
2004).

1.4.3 Genes de avirulencia en patdogenos

Aquellos genes cuyos productos provocan una respuesta de
hipersensibilidad en la planta se los ha denominado genes de avirulencia (Avr).
Sin embargo, no se ha demostrado con exactitud si estos genes participan
directamente en la patogenicidad del organismo. Se sospecha que los genes de
avirulencia (Avr) cumplen funciones especificas en el patégeno y que muchos de

ellos ayudan de una forma indirecta a provocar enfermedades (Taylor, 1996).

Las proteinas de avirulencia pueden ser reconocidas por los receptores en
el citoplasma o en el apoplasma de la planta. EI mecanismo por el cual los genes
de avirulencia provocan la reaccion de hipersensibilidad no esta del todo

dilucidado y hoy en dia es un apasionante tema de estudio (Taylor, 1996).

En la década de los 80’s se realizaron varios descubrimientos sobre
proteinas elicitoras (elicitinas) y genes efectores, es asi que se empieza a
identificar varios genes de avirulencia (un gen de avirulencia es un gen efector,
pero los genes efectores no son necesariamente de avirulencia) en distintos
parasitos como bacterias y hongos (incluyendo oomycetes), por ejemplo el gen

avrD de Pseudomonas syringae y el gen avr9 de Cladosporium fulvum. De igual



forma se descubrieron nuevas elicitinas provenientes de diversas especies de
Phytophthora, entre ellas P. parasitica, P cinnamomi, P. cactorum (Kamoun,
1993).

El primer gen Avr clonado en P. infestans fue el denominado Avr3a
(Amsntrong et al, 2005). El gen que codifica la proteina AVR3a de P. infestans
tiene 2 formas alélicas representativas que difieren en 3 amino&cidos, una de las
cuales AVR3a"' (C*, K®, I'®) se expresa en aislados avirulentos, mientras que
el AVR3a™ (S, E®°, M'®) se expresa en aislados virulentos. El alelo avirulento
AVR3a ' es reconocido positivamente por el gen de resistencia R3a (S.
tuberosum), mientras que la variante virulenta AVR3a®™ de alguna forma escapa
al reconocimiento del hospedero. Esto sugiere que los genes de avirulencia se
encuentran en continua seleccion para tratar de escapar al reconocimiento de la
planta (Bos, et al., 2006).

A las proteinas efectoras (proteinas de avirulencia incluidas) se las ha
clasificado en dos grupos segun el sitio de reconocimiento en el hospedero (figura
1.1):

Efectores apoplasmaticos; son secretados dentro del espacio extracelular
de la planta, ahi interactian con los objetivos extracelulares y los receptores de

membrana.

Efectores citoplasmaticos; se traslocan dentro de la célula vegetal,
aparentemente por estructuras especializadas como vesiculas de infeccion y

haustorios (Kamoun, 2006).
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Figura 1.1 Vista esquematica de las etapas tempranas en la infeccion de
Phytophthora infestans a una célula huésped. Se ilustran los sitios de accion de

los efectores apoplasmaticos y citoplasmaticos (Kamoun, 2006).

La familia de proteinas RXLR (un tipo de efectores citoplasmaticos) son un
grupo de efectores que llevan consigo el motivo conservado RXLR (arginina,
cualquier aminoéacido, leucina, arginina). Usualmente se sugiere que el motivo
RXLR funciona como sefial para mediar el paso de la proteina desde el haustorio
hacia el interior de la célula vegetal (el mecanismo por el cual la elicitina pasa del
haustorio al citoplasma vegetal y a partir de ahi como esta encuentra sus blancos
en la célula vegetal es aun un misterio) (Birch et al., 2006). Las proteinas y genes
Avr que provienen de oomycetes pertenecen en gran parte a la familia de
proteinas RXLR. Dentro de este grupo se ha descrito por ejemplo a las proteinas
ATR1 (H. parasitica), ATR13 (H. parasitica), AVR3a (P. infestans), AVR1b (P.
sojae). Todas ellas provocan un reconocimiento en la planta huésped, a través de
las proteinas R (Kamoun, 2006). El motivo RXLR es similar al de las proteinas

encargadas de la infeccion en la malaria (provocada por el género Plasmodium), lo



cual sugiere que los mecanismos utilizados por patdégenos (eucariotas) de
animales y plantas estan emparentados (Kamoun, 2006).

Actualmente se sigue encontrando nuevos genes de avirulencia y utilizando
la informacion disponible se ha disefiado programas bioinformaticos para buscar
genes efectores dentro de las librerias de expresion de Phytophthora. Asi por
ejemplo tenemos a los genes candidatos RD2, RD6, RD11, RD17, RD39/40, entre
otros, los cuales estan siendo sometidos a pruebas de funcionalidad (efecto de
sus proteinas dentro de las plantas) para ser catalogados dentro del grupo de los

genes de avirulencia.

Ademas de los genes Avr existe gran cantidad de informacion sobre genes
y proteinas efectoras, tanto apoplasmaticas como citoplasmaticas. Es asi que se
conocen en mayor o menor grado a diferentes grupos de proteinas como:
inhibidores de glucanasas (GIP), inhibidores de serin-proteasas (EPI), inhibidores
de cistein-proteasas, pequefias proteinas ricas en cisteina, elicitinas INF1,
transglutaminasas, proteinas CRN, entre otras, que conforman una pequefa parte
de las mas de 100 proteinas que se piensa estan dedicadas a la manipulacion
estructural y funcional de las células huésped, y que de una u otra forma tienen la

funcién de facilitar la colonizaciéon de la célula hospedera (Kamoun, 2006).

El conocimiento de los genes de Phytophthora implicados en la infeccion de
plantas, permitird disefiar estrategias efectivas en el control de las enfermedades
gue aquejan a los cultivos y nos proporcionara informacién béasica sobre la

complejidad genética de estos patdgenos.
1.4.4 Andlisis bioinformatico de secuencias
La bioinformatica es un conjunto de algoritmos matematicos y técnicas

informaticas desarrolladas para permitir el avance de las ciencias de la vida a

través del manejo, simulacion y almacenamiento de datos. A partir del desarrollo



de esta disciplina se ha podido ver adelantos increibles dentro de la biologia y
ramas afines. El analisis de secuencias a través de programas informaticos se ha
convertido en parte fundamental de la biologia molecular y hoy en dia los analisis
in silico permiten inferir resultados muy precisos a partir inicamente de secuencias
(nucleotidicas o proteicas). Es asi que se pueden realizar andlisis de
funcionalidad, evolucién, filogenia, estructura, entre otros, en un tiempo minimo y

con bajo un bajo margen de error.

En la actualidad existen diferentes programas capaces de realizar analisis
de secuencias, muchos de ellos especializados en un propdsito particular, por
ejemplo: CLUSTAL W (programa que permite comparar secuencias con bases de
datos de instituciones dedicadas a la investigacion biologica), BioEdit (programa
disefiado para facilitar la tarea de edicion de secuencias), MEGA 3 (programa que
permite realizar reconstrucciones filogenéticas, analisis de neutralidad entre otros),
DnaSP (programa que permite analizar polimorfismos, neutralidad y realizar
simulaciones de coalescencia), TOPALI (programa que permite realizar analisis de
recombinacion de secuencias), PAML (programa que permite detectar
sustituciones, ya sea a nivel de nucleétidos o codones de acuerdo a distintos

modelos), YASARA (programa modelador de moléculas complejas) entre otros.

1.4.4.1 Alineamiento de secuencias

Generalmente las secuencias de ADN son perfectamente copiadas durante
el proceso de replicacion, pero en ciertas ocasiones se producen errores que
causan polimorfismos en las secuencias. A estos cambios con respecto al molde
original se los denomina mutaciones y se los puede clasificar segun el tipo de
evento que los ha causado en: sustituciones (reemplazo de un nucleétido por
otro), deleciones (pérdida de uno o mas nucledétidos), inserciones (introduccion de
uno mas nucledtidos en la cadena) e inversiones (rotacion de un segmento de dos

0 mas nucledtidos en ciento ochenta grados) (Liy Graur, 1991).



La comparacion de dos o mas secuencias homdlogas, involucra la
identificacion de mutaciones que pueden ocurrir en cualquiera de las secuencias
(estas mutaciones representan la divergencia hacia un ancestro comun). A esta

comparacion se la conoce como alineamiento de secuencias (Li y Graur, 1991).

Las deleciones o inserciones que ocurren en una secuencia u otra son
reflejadas en los denominados gap’s (agujeros en la secuencia). Cualquier otro
tipo de mutacién identificada serd expresada en el alineamiento como una

desigualdad o “mismatch”.

Se han creado varios algoritmos para el alineamiento de secuencias, los
mismos que pueden resumirse en los siguientes métodos: matriz de comparacion,
alineamientos globales, alineamientos locales e inspeccion visual. De estos cuatro,
la inspeccion visual no tiene un algoritmo bien definido. Para comparar multiples
secuencias generalmente se usa un alineamiento en pares o “pairwise aligment”
(Hillis y Moritz, 1990)

En el método de la matriz de comparacion se coloca a una de las dos
secuencias en el eje vertical de un sistema coordenado y a la otra secuencia en el
eje horizontal, de esta forma se va dibujando puntos en los lugares de semejanza

0 caso contrario el espacio queda en blanco (Hillis y Moritz, 1990).

Los alineamientos globales se refieren a la busqueda y alineamiento de
regiones homélogas enteras (en general secuencias similares con
aproximadamente los mismos tamafios), usando un balance entre las
coincidencias de nucledtidos y gap’s. Este método logra extender las secuencias
(ingresando gap’s) para que terminen con el mismo tamano. De esta manera se
ubican los lugares en donde las secuencias no coinciden ya que cada caracter
(nucledtido o aminoacido) estd emparejado a un caracter idéntico un gap o una
desigualdad (mismatch). Los gap’s necesitan ser penalizados para que el

alineamiento pueda darse, ya que no es lo mismo el tamafio del gap (espacios que



ocupa dentro de la secuencia) que el numero de gap’s a lo largo de la secuencia

(generalmente mas fuertemente penalizados) (Hillis y Moritz, 1990).

Los alineamientos locales encuentran todas las coincidencias de
subsecuencias en una secuencia entera. Este algoritmo es el mas utilizado en los

buscadores de secuencias (como BLAST por ejemplo) (Hillis y Moritz, 1990).

Muchos de los programas especializados en alineamientos, trabajan con
programacién dinamica, inspirados en el método de Needleman y Wunsch, en el
cual se utiliza calificaciones positivas para las coincidencias entre pares de bases
(generalmente 1), cero para las no coincidencias (mismatch) y valores negativos
para los gap’s. Los gap’s son necesarios para maximizar la puntuacion de
similaridad al sumar todas las posiciones a lo largo de la cadena (también se

puede calcular el puntaje de disimilaridad) (Hillis y Moritz, 1990).

1.4.4.2 Arboles filogenéticos

Existen varios métodos para realizar arboles filogenéticos (ilustraciones de
la relacion evolutiva entre grupos de Unidades Taxondmicas Operacionales
[OTU’s]), cada uno de estos métodos tienen caracteristicas y algoritmos de
construccion definidos y de una u otra forma representan una relacion evolutiva
bastante aproximada entre unidades taxonomicas. Un arbol filogenético esta
compuesto por brazos y nodos. Los nodos representan las unidades taxonémicas
y los brazos definen la relacidbn entre estas. La longitud del brazo representa
usualmente la cantidad de cambios ocurridos entre los nodos que conecta. Las
unidades taxonOmicas representadas por los nodos del arbol pueden ser en
general: poblaciones, especies, individuos o genes (Li y Graur, 1991). Algunos de
los métodos mas utilizados para realizar reconstrucciones filogenéticas se

describen a continuacion.



Método UPGMA

La reconstruccion a través de UPGMA (método no ponderado de
apareamiento de grupos a través de la media aritmética, siglas en inglés),
es el método de matriz de distancias mas simple de todos, se utiliza
particularmente cuando la medida de la distancia de cada valor esperado es
aproximadamente proporcional al tiempo evolutivo. En simulaciones
computacionales se ha mostrado que cuando las distancias estimadas
estan sujetas a una gran cantidad de errores estocasticos (errores
atribuidos al azar), el UPGMA es usualmente superior a otros méetodos de
matriz de distancias para recobrar el arbol verdadero (arbol que representa
la verdadera historia evolutiva de sus unidades taxonomicas) (Nei, 1987).

De manera general este algoritmo consiste en identificar los OTU’s
mas parecidos entre si, unirlos y seguir comparando, partiendo de una raiz
hipotética. De esta forma se van formando grupos de OTU’s que pueden
ser comparados con otros grupos antes formados o con OTU’s individuales.
Cuando dos OTU'’s tienen el menor valor dentro de la matriz de distancias

son unidos entre si por un nodo (Backeljiau et al. 1996).

Método Neighbor Joining

Este método no asume que los valores de divergencia de las
unidades taxondmicas sean iguales (diferente tiempo evolutivo por brazo) y
puede incluir diferencias taxon por taxén en rangos promedio. Este
algoritmo produce una matriz de distancias modificada donde la diferencia
entre cada par de nodos es ajustada sobre la base de sus promedios de
divergencia con relacién al resto de nodos (normalizacién de la divergencia
de cada taxén) (Hillis y Moritz, 1990).



Método de evolucién minima

Este método asume que el &rbol con la menor extension de sus
brazos (S), es el mas cercano a ser el real. Matematicamente es estimado a
través de minimos cuadrados. El primer paso en este método consiste en
generar un arbol Neighbor Joining (NJ) y a partir de este generar nuevos
arboles (o combinaciones de datos con respecto al original), de los cuales
se va calculando y registrando el valor de S (suma de la extensién de los
brazos), al final se computa el arbol con menor valor de S (Rzhetsky y Nei,
1993).

Métodos de parsimonia

Existen varios métodos de parsimonia (por ejemplo los métodos de
Fitch y Wagner, Dollo, Camin-sokal y Transversion), pero el mas utilizado
en el analisis de secuencias consiste en inferir en los aminoacidos o
nucleodtidos de los ancestros de los taxones y escoger el arbol con el menor
namero de cambios mutacionales. El resultado de este proceso es llamado
arbol de maxima parsimonia. La distancia de las brazos del arbol no es

obtenible salvo bajo ciertas asunciones (Nei, 1987).

Bootstrap

Los analisis con bootstrap se basan en el muestreo al azar de datos
y se utilizan complementariamente a los arboles filogenéticos. Se realizan
sustituciones en los valores originales (datos de agrupamiento en un arbol)
para proporcionar una coleccion de nuevos datos que difieren de los
originales, de estos se calcula los limites de confianza y se vuelve a
muestrear, de esta manera se escogen los valores (en el caso del
alineamiento de secuencias los valores resultarian de la divergencia

calculada entre secuencias) estadisticamente mas adecuados que se



encuentran dentro de los limites de confianza. A través de este criterio
estadistico se puede concluir que si un grupo de datos se encuentra unido
en un 95% o mas de los arboles obtenidos luego del remuestreo, el grupo
es aceptado en un nivel del 95 % (Hillis y Moritz, 1990). En el caso de los
programas de andlisis de secuencias como el MEGA 3 el valor de
remuestreo es escogido por el usuario. Este algoritmo es generalmente
combinado con los métodos de matriz de distancias (diferencias numéricas
entre las distintas secuencias, expresadas en una matriz) para obtener

valores de veracidad en los nodos que agrupan los taxones.

1.4.4.3 Neutralidad y seleccion natural

A partir de los descubrimientos de Charles Darwin, el mundo cientifico se
ha venido preguntando cual es el mecanismo real que la evolucion maneja para
generar nuevas especies. La seleccion natural no lograba responder a muchas de
las preguntas que los datos empiricos a nivel molecular arrojaban, asi que fueron
surgiendo nuevos modelos para explicar muchos fendmenos no entendidos hasta
el momento. Es asi como se formula el Neo-Darwinismo o teoria sintética de la
evolucion, que reformula la teoria Darwiniana proponiendo que las mutaciones son
la primera fuente de variacion genética, pero el mayor rol para crear nuevas
especies viene dado por la seleccidon natural. Por otro lado con la aparicion de
modernas técnicas moleculares, algunos datos obtenidos de estas no parecian
concordar totalmente con la teoria sintética, por ejemplo, se notaba en algunos
alelos la presencia constante de polimorfismos, los cuales al parecer no se
encontraban bajo seleccidén pero sin embargo se mantenian en el genoma. Este
tipo de mutaciones llamadas neutras, mantenian un perfil bajo en la teoria Neo-
Darwiniana, pero al observar que su presencia era significativa en los genomas, se
genera una nueva hipotesis llamada teoria neutral (propuesta por Motoo Kimura),
la que proclama que la mayoria de mutaciones a nivel molecular ocurren por

fluctuaciones genéticas al azar (deriva génica), ademas que gran parte de las



variaciones genéticas entre poblaciones son neutras o cercanamente neutras (Nei,
1987).

Fueron necesarios entonces modelos estadisticos y mateméaticos para
determinar en cada caso si el modelo Neo-Darwiniano o la teoria neutral
determinaban la historia evolutiva de las secuencias. Las pruebas de neutralidad
fueron desarrolladas para definir si las secuencias se encuentran actuando de una
manera neutral o si la seleccion natural esta actuando sobre ellas, ya sea de una
manera positiva (una mutacion confiere una caracteristica que aumenta la
capacidad del organismo de sobrevivir y de reproducirse, dicha mutacion se
mantiene y se favorece) o purificadora (si la mutacion afecta negativamente al
organismo en su capacidad de reproducirse y sobrevivir, donde la mutacion es
desechada) (Liy Graur, 1991).

Método de maxima probabilidad para identificar seleccion positiva

Por definicion, una sustitucion sinénima de nucleétido es aquella que
no genera un cambio de aminoacido en la traduccion a proteina, mientras
gue una sustitucion no sindénima es aquella que produce dicho cambio.
Generalmente en la comparacion de dos secuencias los parametros dS y
dN son utilizados, los cuales se definen como el nimero de sustituciones
sindbnimas y no sinénimas por sitio en la secuencia, respectivamente. Si el
cambio de un aminoacido en un alelo es neutral, este cambio deberia ser
fijado con el mismo indice que una sustitucion sinénima, lo que
matematicamente se expresa como dN/dS = 1, por el contrario si el cambio
de aminoacido es deletéreo, el parametro dN sera menor que dS y dN/dS
sera <1. Solamente cuando un cambio no sinébnimo resulta ventajoso para
el organismo, la fijacion del indice dN serd mayor que dS y por tanto dN/dS

sera >1 (Yang y Bielawski, 2000).



El método de maxima probabilidad (ML) (Maximum Likelihood, siglas
en inglés), se ha convertido en el medio mas sensible para identificar
seleccion positiva, superando a métodos aproximados tales como: Nei y
Gojobori, Li, Ina, Yang y Nielsen, entre otros. EIl método ML toma en cuenta
la  divergencia entre las secuencias (t), el indice de
transiciones/transversiones (k) y el indice dN/dS (w), parametros que son
estimados de los datos proporcionados por las secuencias (Yang y
Bielawski, 2000). El paquete informatico PAML a implementado en su
programa codeml, modelos (de sustitucion de codones) a partir de ML que
permiten detectar distintas presiones selectivas a lo largo de la proteina
(Yang et al., 2000). EI método conlleva dos pasos principales. El primero a
cargo de la prueba de indice de probabilidad (LRT) (Likelihood ratio test,
siglas en inglés), la cual compara estadisticamente un modelo nulo (detecta
mutaciones neutras y/o deletéreas) (MO, M1, M7) contra un modelo
alternativo que informa de los sitios bajo seleccion positiva (M2, M3, M8).
Los 6 modelos recomendados por Yang et al., (2000) que son utilizados
para detectar seleccion positiva son: MO (modelo nulo que asume un w
igual para todos los sitios de la proteina), M1 (modelo nulo que asume una

proporcion p, de sitios conservados con un w,=0 y una proporcion p,= 1-
p, de sitios neutrales w,=1), M2 (modelo alternativo que ademas de las

asunciones de M1, incorpora una tercera clase de sitios de frecuencia

p,=1- p,- P, con un w, calculado a partir de los datos de la secuencia), los

modelos M3, M7 y M8 trabajan con diferentes formas de distribucion de w
observadas de datos reales, asi, el modelo M3 asume una distribucion
discreta para explicar los distintos indices de w en la secuencia y asume 3

clases de sitios (K) en la secuencia, de proporciones p,, p, Y p, . El modelo

M7 asume una distribuciéon beta, de donde calcula las clases de sitios en la
secuencia (K=10) y el modelo M8 asume igualmente una distribucion beta

mas un parametro w, extra (asumiendo que w,>1), con proporcion p,=1-

p, (K=11, 10 sitios calculados de la distribucion beta + 1 sitio w,>1). El



doble de la diferencia de los logaritmos del indice de probabilidad (2 AInL),
entre el modelo nulo y el modelo alternativo, son comparados a la
distribucion chi-cuadrado X* con grados de libertad igual a la diferencia
entre el nUmeros de parametros estimados por el par de modelos (p y w).
Esta prueba estadistica determina si el modelo alternativo describe mejor

los datos que el modelo nulo (Liu et al., 2004).

El segunda paso consiste en definir que aminoacido se encuentra
bajo seleccion positiva a través del teorema empirico de Bayes, el cual
calcula la probabilidad posterior (probabilidad de que un evento suceda
antes de colectar los datos) de que un aminoacido esté bajo una clase
definida de seleccion. La probabilidad posterior resulta de la division del
indice w de cada sitio de la proteina para el indice w del sitio K de

proporcion p mas alta (Liu et al., 2004).

1.4.4.4 Andlisis de proteinas

La secuencia de una proteina se obtiene cuando se identifica el marco de
lectura de la region codificante de una secuencia nucleotidica. Es comun analizar
a las proteinas de acuerdo a sus niveles estructurales, esto es: estructura primaria
o el orden de los aminoacidos en la secuencia proteica o polipeptidica, estructura
secundaria (identificacién de estructuras de plegamiento entre aminoacidos, como

a -hélices, f-laminas, y otros enrollamientos), estructura terciaria (conformacion

espacial de la proteina) y si es posible la estructura cuaternaria (si existen varios

polipéptidos que se unen para formar una conformacion mas compleja).

Dado que los aminoacidos no tienen las mismas propiedades entre si,
gracias a la cadena R caracteristica de cada uno de ellos, la estructura primaria
aporta ciertas pistas del posible plegamiento que puede tener la proteina en su
estructura secundaria y terciaria. El punto isoeléctrico y el peso molecular son

generalmente deducidos de la estructura primaria. Comunmente los 20



aminoacidos esenciales son clasificados por su cadena R en: no polares, polares,
acidos (cargados negativamente), basicos (cargados positivamente) vy
aminoacidos aromaticos (que comparten caracteristicas con el grupo de los no
polares, por participar en interacciones hidrofobas). De la interaccién entre los
distintos aminoacidos se puede predecir el plegamiento secundario que
presentaria la proteina, ya que cada aminoacido tiene una posibilidad establecida
de formar una « - hélice, una f-lamina u otro enrollamiento no especifico. Los
niveles estructurales primario y secundario determinan el nivel terciario de
conformacién proteica, el cual contiene diversos y complejos patrones, los cuales
resultan dificiles de predecir si no se cuenta con la informacién necesaria
(Lehninger et al., 1993).

Existen programas especializados en realizar predicciones de estructura
primaria y secundaria, algunos de ellos se encuentran libres en Internet, a través

del Expasy de Swissprot (2007) (http://www.expasy.ch/tools/) por ejemplo. Para

determinar la estructura terciaria de una proteina es necesario realizar una
aproximacion experimental y generar un archivo con la informacion suficiente para
modelar la molécula. Por ejemplo los archivos PDB (en base al Protein Data Bank,
siglas en inglés) contienen informacién de cada atomo de la proteina (distancias,
enlaces, entre otros), informacion que puede ser leida por modeladores de
macromoléculas como YASARA, ChemSW, Rasmol, entre otros (Berman et al.,
2000).

1.5 Sistema de hipétesis

e Las secuencias de los genes de avirulencia provenientes de diferentes

especies de Phytophthora presentan diferencias.

e Los alelos encontrados en cada gen de avirulencia presentan variaciones intra-

especificas.


http://www.expasy.ch/tools/

e Cada uno de los genes estudiados se encuentran sometidos a diferentes tipos

de presion evolutiva.

e Estructuralmente los alelos encontrados son diferentes entre si.

CAPITULO Il: METODOS Y TECNICAS

2.1 Participantes

El presente proyecto contd con el respaldo del Centro Internacional de la
Papa Quito (CIP-Quito), a través del Biolg. Ricardo Oliva M.Sc investigador
adjunto de dicha institucion, quien fue el promotor y tutor de la investigacion en su
totalidad.

Por otro lado el departamento de Patologia Vegetal de la Universidad
Estatal de Ohio en Estados Unidos, a traves del Dr. Sophien Kamoun y la Dra.
Carla Garcia, colaboraron cercanamente con este proyecto, proporcionando

material de trabajo y asesoria técnica.

Dentro de la Escuela Politécnica del Ejército se contd con el apoyo de la
Dra. Karina Proafio y el Ing. Marco Vergara, quienes desempefiaron las funciones

de directora y co-director respectivamente.
2.2 Zona de estudio

Tanto el trabajo realizado en laboratorio como los analisis realizados en
computadora fueron realizados en el Centro Internacional de la Papa-Quito,
ubicado en el Cantén Mejia, Parroquia Cutuglahua, Estacion Experimental Santa

Catalina-INIAP, Panamericana Sur, Km 1.

2.3 Periodo de tiempo de investigacion



El proyecto fue realizado en 9 meses, iniciandose en el mes de diciembre

del 2006 y culminandose en el mes de septiembre del 2007.

2.4 Procedimientos

2.4.1 Transformacién de Escherichia coli

La cepa utilizada para la transformacion, Escherichia coli DH10B fue
donada por la Universidad San Francisco de Quito. Las células fueron mantenidas
en agar LB Gibco, en refrigeracion a 4°C.

Cuatro insertos fueron utilizados en la transformacion bacteriana: el gen de
avirulencia Avr3a (también llamado RD7) y los genes candidatos RD2, RD6
(también llamado IPIO) y RD39/40. Cada uno de los genes fue extraido de
aislados particulares de P. infestans, P. andina. P. mirabilis y P. ipomoaea (Tabla
2.1). Los fragmentos fueron amplificados con primers especificos e insertados
dentro del plasmido pGR106. Las construcciones utilizadas (plasmido+inserto)
fueron creadas en el laboratorio del departamento de Patologia Vegetal de la
Universidad Estatal de Ohio (OSU) en Estados Unidos y donadas a CIP-Quito. Las
construcciones fueron mantenidas en agua destilada-desionizada, en congelacion
a-15°C.

Tabla 2.1: Insertos utilizados en la transformacion bacteriana, de acuerdo al gen'y

al aislado.

Namero de *Cédigo del Especie Hospedero Gen Utilizado Cédigo del

Laboratorio Aislado Inserto
P1 3163 P. andina Anarrichomenum RD2 2P1
P1 3163 P. andina Anarrichomenum Avr3a 3P1
P1 3163 P. andina Anarrichomenum RD6 6P1
P1 3163 P. andina Anarrichomenum RD39/40 40P1
P2 3650 P. andina Anarrichomenum RD2 2P2




P2 3650 P. andina Anarrichomenum Avr3a 3P2
P2 3650 P. andina Anarrichomenum RD6 6P2
P2 3650 P. andina Anarrichomenum RD39/40 40P2
P3 3399 P. andina Anarrichomenum RD2 2P3
P3 3399 P. andina Anarrichomenum Avr3a 3P3
P3 3399 P. andina Anarrichomenum RD6 6P3
P3 3399 P. andina Anarrichomenum RD39/40 40P3
Namero de *Codigo del Especie Hospedero Gen Utilizado Caodigo del
Laboratorio Aislado Inserto
P4 3598 P. andina S. betaceum RD2 2P4
P4 3598 P. andina S. betaceum RD6 3P4
P4 3598 P. andina S. betaceum RD39/40 40P4
P5 3644 P. andina S. betaceum RD2 2P5
P5 3644 P. andina S. betaceum Avr3a 3P5
P5 3644 P. andina S. betaceum RD6 6P5
P5 3644 P. andina S. betaceum RD39/40 40P5
P6 3843 P. infestans S. tuberosum RD2 2P6
P6 3843 P. infestans S. tuberosum Avr3a 3P6
P6 3843 P. infestans S. tuberosum RD6 6P6
P6 3843 P. infestans S. tuberosum RD39/40 40P6
pP7 3805 P. infestans S.muricatum RD2 2P7
P7 3805 P. infestans S.muricatum Avr3a 3P7
P7 3805 P. infestans S.muricatum RD6 6P7
P7 3805 P. infestans S.muricatum RD39/40 40P7
P8 3842 P. infestans S. habrochaites RD2 2P8
P8 3842 P. infestans S. habrochaites Avr3a 3P8
P8 3842 P. infestans S. habrochaites RD6 6P8
P8 3842 P. infestans S. habrochaites RD39/40 40P8
P9 3620 P. infestans S. ochanthum RD2 2P9
P9 3620 P. infestans S. ochanthum Avr3a 3P9
P9 3620 P. infestans S. ochanthum RD6 6P9
P9 3620 P. infestans S. ochanthum RD39/40 40P9
P10 3561 P. infestans S. quitoense RD2 2P10
P10 3561 P. infestans S. quitoense Avr3a 3P10
P10 3561 P. infestans S. quitoense RD6 6P10
P10 3561 P. infestans S. quitoense RD39/40 40P10
P11 3381 P. infestans S. lycopersicum RD2 2P11
P11 3381 P. infestans S. lycopersicum Avr3a 3P11
P11 3381 P. infestans S. lycopersicum RD6 6P11
P11 3381 P. infestans S. lycopersicum RD39/40 40P11
P12 3707 P. infestans S. quitoense RD2 2P12
P12 3707 P. infestans S. quitoense Avr3a 3P12
P12 3707 P. infestans S. quitoense RD6 6P12
P12 3707 P. infestans S. quitoense RD39/40 40P12




P15 A1477.1 P. ipomoaea I.longipendunculata RD2 2P15
P15 A1477.1 P. ipomoaea I.longipendunculata Avr3a 3P15
P15 A1477.1 P. ipomoaea I.longipendunculata RD39/40 40P15
P16 A1479.1 P. mirabilis Mirabilis jalapa RD2 2P16
P16 A1479.1 P. mirabilis Mirabilis jalapa Avr3a 3P16
P16 A1479.1 P. mirabilis Mirabilis jalapa RD39/40 40P16

*Cédigo correspondiente al banco de germoplasma de CIP-Quito

El Silabo de Laboratorio de Venancio Arahana (2006) para transformacion
de bacterias fue utilizado como base en el desarrollo del protocolo final utilizado.

Para este protocolo, las bacterias E. coli cepa DH10B fueron incubadas en
tubos de ensayo con 5 ml de LB liquido (peptona 10 g/l; extracto de levadura 5 g/l;
NaCl 5g/l; pH 7) en agitacién por 3 h, posteriormente se transfirié la suspension
celular a microtubos de 2 ml, los cuales fueron mantenidos en hielo con
anterioridad (se debe llenar los tubos). Los tubos fueron centrifugados por 10 min

a 3500 rpm a 4 °C. Se resuspendio el pellet en 2 ml de CacCl, (autoclavado, pH

7.5, 60 mM) (se debe trabajar en hielo). Se volvié a centrifugar el pellet por 10 min

a 3500 rpm a 4 °C y se lo resuspendié en 2 ml de CacCl, (autoclavado, pH 7.5, 60

mM) (se debe trabajar en hielo). El pellet fue centrifugado una vez mas por 10

minutos a 3500 rpm a 4°C y resuspendido en 200ul de CaCl, (autoclavado, pH

7.5, 60 mM) (se debe trabajar en hielo). A la suspensiéon se le afiadio 3 ul del
plasmido (pGR106+inserto) y se colocaron los tubos en hielo por 10 minutos. Una
vez enfriados los tubos de reaccion, estos fueron calentados a 42 °C en un
termobloque (TAITEC DTU-1B) por 2 min exactos e inmediatamente transferidos a
hielo. Se afadié6 a cada tubo 1 ml de LB liquido (peptona 10g/l; extracto de
levadura 5g/I; NaCl 5g/l; pH 7) precalentado y se incubd a 37 °C por 45 min. Se
coloco6 de 100 a 200 ul de la suspension en una caja petri con agar
LB+Kanamicina (LB Gibco; Kanamicina Gibco 65.5 ug/ml), esparciendo el liquido
por toda la superficie del agar con la ayuda de una varilla de vidrio. Por ultimo las
cajas fueron incubadas a 37 °C por 18 horas y luego de este tiempo almacenadas

en refrigeracion a 4 °C.



2.4.2 Respaldo de los clones transformados

Las colonias obtenidas durante la investigacion contaron con un respaldo,
el cual fue mantenido en agar LB+Kanamicina (LB Gibco; Kanamicina Gibco 65.5
ug/ml). Se procedié a extraer las colonias de su caja de cultivo original, con la
ayuda de una punta de micropipeta estéril, para luego ser sembradas en un medio
nuevo. La caja petri fue dividida en celdas (aproximadamente 20 por caja). En
cada una de las celdas se coloc6 una colonia pura, la misma que recibié un cédigo
especifico. Posteriormente las cajas fueron incubadas por 18 horas a 37 °C y

luego almacenadas en refrigeraciéon a 4 °C.

2.4.3 Extraccion de ADN

Se realizO una extraccion rapida de ADN bacteriano segun el método
descrito en Mayoral et al., (2005). La punta de micropipeta estéril, utilizada en el
respaldo de los clones transformados (seccion 2.4.2) fue sumergida en un
microtubo de 250 ul con 25 ul de agua destilada estéril. En cada tubo se coloco
material de 5 colonias. A continuacion se colocaron los tubos en un termociclador
PT-100 (MJ Research, INC.) por 10 min a 100 °C para lisar la membrana celular y

liberar el ADN de cada colonia. Los tubos fueron almacenados a -15 C°.

2.4.4 Seleccion de clones positivos

La seleccion de clones fue realizada mediante la técnica de PCR, patentada
por Kary Mullis en 1987 (Innis y Gelfald, 1990). Para diferenciar los clones que
presentaron la construccion inserto+plasmido (construccion positiva) de los clones
gue llevaban consigo solamente el plasmido (construccion negativa), se utilizaron
los primers PVX-F (5 AATCAATCACAGTGTTGGCTTGC 3) Y PVX-R (%
AGTTGACCCTATGGGCTGTGTTG 3’), los mismos que fueron disefiados en base

al plasmido pGR106 (plasmido en el que se insertaron los fragmentos de interés).



El resto de reactivos necesarios para la reaccion de PCR fueron proporcionados

por la casa comercial Promega.

Los reactivos fueron mezclados (“master mix’) conforme el protocolo de
CIP-Quito (CIP, 1999):

Reactivo Concentracion inicial ~ Volumen
Agua 3.38 ul
Buffer 10X (Promega) 10 X 1 ul

MgCl, (Promega) 25.0 mM 1.40 ul
dNTP's (Promega) 2.50 mM 0.20 ul
Primers (PVX-R Y PVX-F) 10 mM 0.20 ul
Taqg Polimerasa (Promega) 5 Ulul 0.13 ul
DNA 3.5ul

El volumen total de cada uno de los tubos fue calculado para una sola
reaccion de 10 ul. La amplificacion se llevo a cabo en un termiciclador PT-200 (MJ

Research, INC.) bajo el siguiente programa:

Pasos Temperatura Tiempo Ciclos Observaciones
1 94 °C 5 min 1 ciclo
2 94 °C 45 seg 1 ciclo
3 55°C 45 seg 1 ciclo
4 72 °C 1 min 1 ciclo
5 36 ciclos | Repetir del paso 2 al 4
6 72 °C 10 min 1 ciclo
7 4°C Terminacion




Concluido el programa de PCR, los productos amplificados fueron corridos
en geles de agarosa al 1.5%, en donde se diferencid entre colonias positivas
(pldsmido + inserto) y negativas (plasmido solamente), con la ayuda de un control
negativo (pldsmido sin inserto) y un marcador de peso molecular 300 pb. El
control negativo produjo fragmentos de 281 pb, mientras que las construcciones
positivas produjeron fragmentos de entre 350 pb a 500 pb dependiendo del gen
insertado.

2.4.5 Secuenciacién de clones positivos

Una vez identificados los clones positivos, estos fueron enviados al
laboratorio de Fitopatologia de la Universidad Estatal de Ohio, Estados Unidos a

cargo del Doctor Sophien Kamoun para su secuenciacion.

2.4.6 Analisis bioinformatico de secuencias

Las secuencias de los clones positivos fueron editadas en el programa
BioEdit, el mismo que permitid revisar los cromatogramas obtenidos del
secuenciador para determinar zonas de variabilidad (zonas polimérficas) entre
clones, e identificar errores de transformacion como de secuenciacion. El
programa también permitié cortar zonas en las secuencias que no fueron utiles
para el analisis, como los fragmentos amplificados del plasmido o residuos que se
encontraban contaminando la muestra y por ende impidiendo la correcta lectura de
la misma. Una vez depurados los errores detectables en las secuencias, se
identificaron los sitios de restriccion con que fueron creadas las construcciones
inserto + plasmido, para determinar el inicio y el final del fragmento
correspondiente al inserto (genes RD2, Avr3a, RD6 o RD39/40). Una vez editadas
las secuencias, se procedié a comparar cada una de ellas con las secuencias
modelo enviadas desde la Universidad Estatal de Ohio (OSU) como referente de

cada tipo de gen (cedidas por cortesia de Carla Garzén y Sophien Kamoun)



Luego de alinear las secuencias obtenidas para cada gen (RD2, Avr3a,
RD6 y RD39/40), se utilizé el método de evolucion minima (Rzhetsky y Nei, 1993)
para reconstruir la filogenia de cada gen dentro del programa MEGA 3. Los
arboles fueron calculados a partir del nimero de diferencias entre aminoacido con

1000 replicaciones de bootstrap.

Posteriormente, los alineamientos fueron ingresados en el programa
codeml del paquete bioinformatico PAML 3.14, para generar una prueba de
seleccion positiva. En todos los casos los modelos neutrales MO, M1, M7 (modelos
gue detectan los sitios bajo seleccién purificadora y/o neutra) fueron comparados
contra los modelos alternativos M3, M2, M8 (modelos que detectan sitios bajo
seleccion positiva) respectivamente, a través de la prueba de indice de
probabilidad (LRT) (likelihood ratio test, siglas en inglés). De esta forma se pudo
determinar con una base estadistica, a qué modelo se ajusta mejor el patron de
mutacion de cada gen. Asimismo fueron identificados los sitios con probabilidades
de encontrarse bajo seleccion positiva (de entre el 50 y el 94%) y los sitios con
probabilidades altamente significativas de encontrarse bajo dicha seleccion
(>95%) (Liu et al., 2004; Yang et al., 2000).

Finalmente, se produjo una aproximacion de la estructura primaria y
secundaria de los alelos representativos de cada gen estudiado. Para el andlisis
de estructura primaria se utilizO el programa Protéine de la universidad de
Provence en Marsella Francia (2007), disponible libremente en Internet

(http://www.iut-arles.up.univ_mrs.fr/w3bb/d _abim/compo-p.html). De este programa

se obtuvo el peso molecular y el punto isoeléctrico de las proteinas ingresadas.
Para el andlisis de estructura secundaria se utilizd el programa LOOP version 3.0
@ CBSU (2007) de Ila universidad de Cornell, libre en Internet

(http://cbsuapps.tc.cornell.edu/loopp.aspx). Este programa proporcioné

informacion sobre el posible plegamiento secundario de las secuencias proteicas


http://www.iut-arles.up.univ/
http://cbsuapps.tc.cornell.edu/loopp.aspx

analizadas (mediante los simbolos H para « -hélice, E para g -lamina y C para los

plegamientos no determinados).

CAPITULO IIl: RESULTADOS

3.1 Transformacion y deteccion de clones positivos

El protocolo de transformacion aplicado (seccién 2.4.1) resultd altamente
eficiente, un total de 4260 colonias fueron obtenidas, de las cuales 365 no
contaron con respaldo por lo que no fueron tomadas en cuenta para la deteccién
realizada con PCR. De las colonias respaldadas se obtuvieron 779 tubos (5
colonias por tubo) los mismos que fueron destinados a la extraccion de ADN, de
acuerdo a lo descrito en la seccion 2.4.3.

La deteccidn de clones positivos realizada a través de PCR se observa en
la figura 3.1, donde se puede apreciar la diferencia de peso existente entre el

control negativo (plasmido solamente) y los clones positivos (plasmido + inserto).
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Figura 3.1: Productos amplificados de PCR, corridos en gel de agarosa al 1.5%,
donde se muestran 19 construcciones (inserto + plasmido) con distinto peso
molecular al control negativo. C (-) Control negativo (Gnicamente plasmido). M

marcador molecular 100 pb.

En total se detectaron 30 clones con inserto, lo que significa que el 0.7%
de las transformaciones resultaron positivas. Estas 30 colonias fueron respaldadas
segun el procedimiento descrito en la seccion 2.4.2 y enviadas hacia Ohio State

University (OSU) para su secuenciacion (Tabla 3.1).



Tabla 3.1: Clones positivos obtenidos y enviados para su secuenciacion. Se
especifica el nombre de la construccion, el aislado, el orden del clon, el gen y el

hospedero de donde fue recolectado el aislado.

# | Nombre de la Gen Orden Especie Hospedero

Construccion del

Clon

1 |2P1 RD2 A P. andina Anarrichomenum
2 | 2P6 RD2 A P. infestans S. tuberosum
3 | 2P8 RD2 A P. infestans S. habrochaites
4 | 2P16 RD2 A P. mirabilis Mirabilis jalapa
5 | 3P3 Avr3a A P. andina S. betaceum
6 | 3P6 Avr3a A P. infestans S. tuberosum
7 | 3P7 Avr3a A P. infestans S. muricatum
8 | 3P12 Avr3a A P. infestans S. quitoense
9 | 3P12 Avr3a B P. infestans S. quitoense
10 | 3P15 Avr3a A P. ipomoaea | l.longipendunculata
11 | 3P16 Avr3a A P. mirabilis Mirabilis jalapa
12 | 6P1 RD6 A P. andina Anarrichomenum
13 | 6P4 RD6 A P. andina S. betaceum
14 | 6P4 RD6 B P. andina S. betaceum
15| 6P4 RD6 C P. andina S. betaceum
16 | 40P5 RD39/40 A P. andina S. betaceum
17 | 40P5 RD39/40 B P. andina S. betaceum
18 | 40P5 RD39/40 C P. andina S. betaceum
19 | 40P5 RD39/40 D P. andina S. betaceum
20 | 40P8 RD39/40 A P. infestans S. habrochaites
21 | 40P8 RD39/40 B P. infestans S. habrochaites
22 | 40P8 RD39/40 C P. infestans S. habrochaites
23 | 40P9 RD39/40 A P. infestans S. ochanthum
24 | 40P9 RD39/40 B P. infestans S. ochanthum
25 | 40P9 RD39/40 C P. infestans S. ochanthum
26 | 40P11 RD39/40 A P. infestans S. lycopersicum
27 | 40P11 RD39/40 B P. infestans S. lycopersicum
28 | 40P11 RD39/40 C P. infestans S. lycopersicum
29 | 40P11 RD39/40 D P. infestans S. lycopersicum
30 | 40P11 RD39/40 E P. infestans S. lycopersicum




3.2 Secuenciacion

Las secuencias de 21 clones lograron ser procesadas en OSU, de estas, 18
se encontraban correctamente secuenciadas y se pudo recabar informacién. Las
secuencias 3P7A, 6P1A y 6P4A no coincidieron con el resto de secuencias, por lo
gue se sospecha en el caso de la secuencia 3P7A la presencia de contaminacion.
En el caso de las secuencias 6P1A y 6P4A la divergencia pudo deberse a una
amplificacion inespecifica en la secuenciacion o a falsos positivos. Nueve de los
30 clones positivos no pudieron ser secuenciados, ya que la amplificacion con
primers especificos resultdé negativa para dichas colonias (estas 9 secuencias no

fueron enviadas desde OSU) (ver tabla 3.2).

Tabla 3.2. Resultado obtenido de la secuenciacion realizada a los clones positivos.
Se especifica el nombre de la secuencia y el sentido del primer con el que fue

amplificado: Forward (F) y Reverse (R).

# | Nombre dela | Forward (F) | Reverse (R)
secuencia

1 2P1A X
2 2P6A X
3 2P8A X X
4 2P16A X
5 3P3A X X
6 3P6A X
7 3P7A N
8 3P12A X
9 3P12B
10 3P15A
11 3P16A
12 6P1A N
13 6P4A N N
14 6P4B
15 6P4C X
16 40P5A X
17 40P5B
18 40P5C X
19 40P5D X




# | Nombredela | Forward (F) | Reverse (R)
secuencia

20 40P8A
21 40P8B X
22 40P8C
23 40P9A
24 40P9B X
25 40P9C X
26 40P11A X
27 40P11B X X
28 40P11C X X
29 40P11D X X
30 40P11E

X secuencias Utiles para el andlisis bioinformatico.
---- secuencias no enviadas desde MCIC (centro de secuenciacion de Ohio State University OSU).

N secuencias no utilizadas en el analisis bioinformatico (resultantes de clones falso-positivos o contaminados).

3.3 Analisis bioinformatico

Los analisis realizados fueron basicamente 3: Alineamiento de las
secuencias y reconstruccion filogenética, analisis de neutralidad y analisis de
proteinas. Para el gen RD2 se obtuvieron secuencias pertenecientes a P. andina,
P. infestans y P. mirabilis, para el gen Avr3a secuencias de P. andina y P.
infestans, para el gen RD6 se obtuvo Unicamente una secuencia de P. andina y

para el gen RD39/40 secuencias de P. andina y P. infestans.

3.3.1 Alineamiento de secuencias y reconstruccion filogenética

Al realizar el analisis del gen RD2 se encontré un alelo Unico en P. andina
(2P1A) que difiere en 11 nucledtidos con respecto a las secuencias del gen RD2
de P. infestans. De estos cambios se derivan 8 diferencias a nivel de aminoacidos
entre dichos alelos. Ademas se encontré6 una diferencia de nucleétido en las
secuencias 2P6A y 2P8A provenientes de P. infestans en distintos sitios cada una,
pero en la traduccidn a proteinas no implicaron cambios de aminoacidos (cambio

sin6nimo). La secuencia proveniente de P. mirabilis 2P16A no presento diferencias



con respecto a las secuencias de P. infestans, como se puede observar en el
alineamiento de la figura 3.2.

RDZ_oszu CICTCGACAR CCACCGGTCT TCAGGCTGCT AATTTGGTACG CGCCCAGCCCA GCGTCTACTCG [ 0]
O Ao . T.. ... [ e0]
e e e e [ e0]
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- [ &0]
Lo R e [ &01
L= e e [ e0]
L= [ e0]
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ZR1A il oo G.o_.T._ .. ... ... Lo .. C.. [1z0]
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Figura 3.2: Alineamiento del gen RD2 donde se muestran 10 de los 11 sitios de
variabilidad a nivel de nucledtidos entre la secuencia de P. andina (2P1A) vy las
secuencias pertenecientes a P. infestans (2P6A, 2P8A y secuencias OSU) y P.
mirabilis (2P16A) (secuencias Ohio State University OSU, cortesia de Carla
Garzén (RD2-0OSU) y Sang Keun Oh (OSU-CU)).

El motivo RLLR fue identificado en todas las secuencias, como se muestra

en el alineamiento a nivel de aminoacidos de la figura 3.3.
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Figura 3.3: Alineamiento del gen RD2 a nivel de aminoécidos, donde se observan
8 diferencias entre la secuencia de P. andina (2P1A) y las secuencias
pertenecientes a P. infestans (2P6A, 2P8A y secuencias OSU) y P. mirabilis
(2P16A). Motivo RLLR se encuentra resaltado en el alineamiento (secuencias
Ohio State University (OSU), cortesia de Carla Garzén (RD2-OSU) y Sang Keun
Oh (OSU-CU)).

La reconstruccion filogenética en base al niamero de diferencias entre
aminoacidos, logréo mostrar claramente la diferenciacion que existe entre el alelo
2P1A de P. andina y el resto de secuencias que corresponden a un mismo alelo

conservado (secuencias de P. infestans y P. mirabilis) (Figura 3.4).
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Figura 3.4: Arbol de Evolucion minima para el gen RD2, reconstruido a partir del
numero de diferencias entre aminoacidos (secuencias Ohio State University OSU,
cortesia de Carla Garzon (RD2-OSU) y Sang Keun Oh (OSU-CU)).



En la presente investigacion se identificaron los dos alelos del gen Avr3a
para P. infestans descritos por Bos, et al (2006). El alelo avirulento AVR3a"' (C*°,
K®, 1'°) fue identificado en el clon 3P3A (P. andina) y los clones de P. infestans
3P12A y 3P12B. En el clon 3P6A (P. infestans) se encontrd el alelo virulento
AVR3a ™ (S*, E®, M'®). Dentro de los alelos EM y Kl se identificaron
discrepancias, como se refleja en el arbol de reconstruccion filogenética, realizado
a partir del numero de diferencias a nivel de aminoacidos, a través del método de
evolucién minima con un valor de 1000 replicaciones de bootstrap. Los valores de
bootstrap agrupan con relativa confianza a todas las secuencias Kl dentro de un

mismo grupo (Figura 3.5).
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Figura 3.5: Arbol de evolucion minima para el gen Avr3a, reconstruido a
partir del nimero de diferencia entre aminoacidos. Se reflejan las diferencias
existentes entre los alelos AVR3a-EM (virulento) y AVR3a-Kl (avirulento)
(secuencias RD7/Avr3a-EM y RD7/avr3a-Kl cortesia de Carla Garzén). Los

valores de bootstrap son mostrados en los nodos.

De igual forma se determind la presencia del motivo RXLR, en este caso
RLLR, en todas las secuencias. Al realizar el alineamiento de las secuencias a
nivel de aminoacidos, se determiné Unicamente 3 sitios polimdrficos, como lo

muestra la figura 3.6.
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Figura 3.6: Alineamiento entre proteinas AVR3a, donde se aprecian los
alelos AVR3a™ (3P6A, OSU Avr3a-EM) (virulentos) y AVR3a"' (3P3A, 3P12A,

3P12B y OSU avr3a-KIl) (avirulentos). El motivo RLLR se encuentra resaltado en
gris (secuencias Ohio State University (OSU) cortesia de Carla Garzon).

A nivel de nucleétidos se observan 3 diferencias entre los alelos AVR3a"

(C*, K®, 1" y AVR3a™ (S*, E®®, M%) (Figura 3.7).
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Figura 3.7: Alineamiento del gen Avr3a a nivel de ADN, donde se aprecian 3

cambios de nucleotidos entre los alelos AVR3a®™ (3P6A) (virulento) y AVR3a"
(3P3A, 3P12A y 3P12B) (avirulentos)(secuencias Ohio State University OSU

cortesia de Carla Garzon).

Del gen RD6 solo se pudo recuperar el clon 6P4C, perteneciente a P.
andina, el cual fue comparado con 3 secuencias del Ohio State University (OSU)
pertenecientes a P. infestans (cortesia de Carla Garzon). Del alineamiento de las
secuencias antes mencionadas, se lograron identificar 3 alelos, que difieren entre
si en 38 sitios a nivel de ADN (Figura 3.8).
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T S [ 60]

RDe 03T IPIO_ADN TCGACTGAGT ACARCGCCGAE TGAABABAGA AGCTTGCGAG GTGACTACAL CRATGAGGTC [LlZ0]

IDE DSU CUZ ADH . oiiiiien oiiieiiie ieeeaiae caeannn Bo e et [1z0]
EDE OSU 88063 DM _ ... .. . ... [120]
] L Bo oo [120]

RDE_ 03T _TPIO_ADN ACALMAGAGEC CCAACACGTC TGACGAAGAG CGGECGTTTT CTATCTCAAL GTCTGCGLALA  [180]

IDE_ 03U CU3_ADN .. ........ ........ R C....T.... [180]
BDE_OST 88065 _ADH ... ioitn ttttaeitie et ia e et e e [120]
EDE_EP4C i e B et e et C....T.... [180]

RDe_05TU_IPIO_ADN TACGTGRAGA TGGTACTTITA TGRATTCARA CTTGGATTITT CTCCTCGCAC TCAGTCCRAG [240]

IDE_0SU_CUZ_ADN  A.A...... T ...5.T.G.. ..C...A..G A ..CT.... . S S 12401
BDE_OSU_SBOEF ADH . .. ooiioen tietemiin tiee e et e aeaiaiaan. [240]
IDE_gP4C BA...... T ...5.T.G.. ..C...A..G A ..CT.... . Coviiiie e [240]

RDe_03TU_IPIO_ADN ACGGTGTTGC GATACGAAGE TABACTGTTT ACGGCTCTCT ATAAATCCGG AGAGACGCCE  [300]

EDE DSU CUZ ADH . .oiiiiiin iieieiiie cieieaane et 0 [300]
IDE DSU 88065 ADH . ... .o.oin iiiiaiiiit i aaias B eeenns T i, [300]
T U 0 [300]

RD& 03T _IPIO_ADN AGRAGCCTAA GGACCARAGCA TCTCGATARG GCTTCCGCTA GCGTATTTTT CRACAGATTC [360]

RDE_O3TT_CU3_ADN GOT.. . TAC. A _B..____ .. O L. Y [360]
RDE_O3T_S8063_ADH . T. ... ... ... .. ... . .o G L il [360]
RDE_EP4C GOT.. . TAC. A _B..____ .. O L. Y [360]

Figura 3.8: Alineamiento del gen RD6 a nivel de ADN, donde se observan
37 sitios de variabilidad a nivel de nucleotidos entre los diferentes alelos
encontrados. La secuencia de P. andina 6P4C difiere tnicamente en un
aminoacido con respecto a la secuencia RD6_OSU_CU3 (secuencias Ohio State

University (OSU) cortesia de Carla Garzon).

Ademas 22 sitios polimérficos a nivel de aminoacidos fueron identificados,

al igual que el motivo RSLR en todas las secuencias (Figura 3.9).



Bla_050_IPI0_ADN WESSHMLNTAVN YASTSEIRFL STEYNADEER SLRGDYNMEY TEEPNTSDEE RAFSISILSAE [ &0]

RDa_05U_CUS_ADN Et T I Bove vavans ¥. V. [ &0]
BI6_05U BO06% ADI v evurarans verarerace rorersmase sarvsnasass serasanane roveranans [ &0]
EPAC R A T Bove venans LY. [ 80]

BIG_05SU_IPIO_ADN YVEMVLYGFE LGFIFRTOSE TVIRVEDELF TALYESGETP RILRTEHLDE AJASVEFNRF [120]

ED6_0S0 CT3 ADN K. LG..AL. Thiuerveer vevevennns o V.H...... ATEN..P.. ...G...... [120]
BDE_ 050 BHOEE ADN «.ovvnvens virennnnes vmvaeensnn cavnn . S Buverens [Lz0]
6PAC BooLGucBle TAvevavans vevevenses oToHeaoans BYHEN.Po. oouBeenn..  [L20]

EDa_050_IPI0_ADN ENWYDENVGE S*LVEVESVH L¥HRI [L45]

BDE 05U CUS_ ADN uvsvnnnrs servemarsns revns [145]
ED6_05U_BADEY AN ©overnvrns aevanennre venes [145]
BPAL  eeeeieeien eeeemeeann eeeas [145]

Figura 3.9: Alineamiento a nivel de aminoacidos del gen RD6, donde se observan
22 sitios de variabilidad. EI motivo RSLR se resalta en gris (secuencias Ohio State
University OSU cortesia de Carla Garzon).

El clon 6P4C perteneciente a P. andina resultd ser idéntico a nivel de
aminoacidos con la secuencia RD6_OSU_CU3 de P. infestans y mantiene una
sola diferencia sinbnima a nivel de ADN. El arbol de evolucion minima
reconstruido respalda esta observacion, con un valor bootstrap de 100 en unién de

estas dos secuencias (Figura 3.10).

— RD6 OSU IPIO ADN

RD6 OSU 88069 ADN

| RD6 6PAC

100 | RD6 OSU CU3 ADN

—
2

Figura 3.10: Arbol de evolucién minima para el gen RD6, reconstruido a partir del
numero de diferencias entre aminoacidos (secuencias Ohio State University (OSU)
cortesia de Carla Garzon). Los valores de bootstrap calculados son mostrados en

cada nodo.

El gen RD39/40 resulté ser altamente polimérfico, ya que en 13 secuencias

obtenidas se registran 6 alelos diferentes. El arbol de evolucion minima



reconstruido de estos datos, obtuvo valores altos de bootstrap (entre 86 y 100)
para determinar las secuencias dentro de cada grupo (Figura 3.11). Comparando
con 120 secuencias RD39/40 de P. infestans enviadas desde la Ohio State
University (OSU) (cortesia de Sophien Kamoun y Carla Garzén), se pudo
determinar que P. andina presenta un alelo Unico en los clones 40P5C y 40P5D de
entre 66 alelos encontrados en un total de 114 secuencias analizadas. El
alineamiento realizado a las secuencias RD39/40 utilizadas dio un total de 101
sitios de variabilidad con respecto a ADN y 53 sitios con respecto a aminoacidos.
No se pudo encontrar el motivo RXLR en las secuencias ecuatorianas, pero fue
identificado el motivo RSLR en las secuencias donadas por OSU (lo que indica
gue este gen si posee el motivo). Al parecer esto se debe a una amplificacién
incompleta el momento de copiar el gen del patdogeno a través de PCR o el
momento de digerir e insertar la secuencia en el plasmido, ya que se puede ver el
sitio de restriccion justo después de la posicion correspondiente al motivo. Cabe
resaltar que el gen RD39/40 fue el Unico en presentar una diversidad alélica tan
importante como para mostrar distintos alelos en un mismo aislado. Como es el
caso de los aislados: 40P5 (alelos 40P5A y 40P5C) y 40P11 (alelos 40P11A,
40P11B-R, 40P11C-F, 40P11C-R, 40P11D).



100 | 40P5C
| P. andina
40P5D-R

40P5A ] P. andina
40P11A-R T]P. infestans

92
40P9C-R

P. infestans
40P11B-R-RO-41

55

40P9B-R ] P. infestans

| 40P11B-R

| P. infestans
95 140P11D-F

69— 40P11C-F-RO-16

— 40P11C-R

P. infestans

91 40P11D-F-RO-17

86 140P8B-R

Figura 3.11: Arbol de evolucién minima para el gen RD39/40, reconstruido a partir
del niumero de diferencias entre aminoacidos. Se puede apreciar 6 alelos
diferentes identificados en una muestra de 13 aislados clonados en Ecuador. Se

muestran los valores de bootstrap en cada nodo.

3.3.2 Analisis de neutralidad

El analisis de neutralidad realizado en el programa codeml del paquete
PAML 3.14, a través del método de maxima probabilidad (ML) (Maximum
Likelihood, siglas en inglés), fue utilizado para detectar si existe seleccion positiva
actuando sobre los distintos genes analizados, y si es el caso, identificar
especificamente sobre que sitios de la proteina se encuentra actuando dicha
seleccion. Tres pares de modelos de sustitucion a nivel de codones fueron
utilizados: MO vs M3, M1 vs M2 y M7 vs M8.

El gen RD2 no presenta diferencias significativas entre los modelos

alternativos M2, M3, M8 (de seleccion positiva) y los modelos de neutralidad MO,



M1, M7, una vez realizada la prueba de razon de probabilidad (LRT) (Likelihood-
ratio Test, siglas en inglés), lo que significa que las dos clases de modelos se
comportan de la misma forma, es decir, entre neutros y deletéreos (0<w<1), mas
no como alternativos (w>1, seleccion positiva). Se identificaron Gnicamente 3
aminoacidos bajo seleccién positiva en el modelo M8 (betatw) con una
probabilidad posterior de entre el 50 y el 52%, los cuales no son tomados en

cuenta ya que el modelo M8 no describe correctamente a los datos (Tabla 3.3).

Tabla 3.3: Andlisis de maxima probabilidad (ML) para el gen RD2, donde se
muestran los valores obtenidos en la prueba de indice de probabilidad (LRT) para

cada modelo, y la comparacién del pardmetro 2 AlnL con la distribuciéon de chi-

2 . . .
cuadrado (x ), para determinar si el gen se encuentra descrito por un modelo nulo
o0 un modelo alternativo. Se muestran también los sitios de seleccion positiva

obtenidos en cada modelo.

b ., - .
Modelo InL Comparacion 2AInL® Valor Grados Sitios bajo
de modelos critico de de seleccion

2 libertad .o d

X (1%) positiva

MO: un radio -417.587821 No presenta
M1:neutral -417.587821 No presenta

M2: seleccion -417.587821 M1vs M2 NS 9.21 2 Ninguno

M3: discreto -417.587821 MO vs M3 NS 13.28 4 Ninguno



M7: beta -417.588106 No presenta

M8:betat+w -417.588107 M7 vs M8 1x10 -6 NS 9.21 2 40T, 47L

83 L

“Modelos nulos (MO, M1, M7), modelos alternativos (M2, M3, M8) (determinan seleccién positiva).
b . P -
Logaritmo del indice de probabilidad.

C . . . . - .
Doble de la diferencia en el logaritmo del indice de probabilidad entre un modelo nulo y el modelo alternativo,

comparado a la distribucion de chi-cuadrado.

Sitios bajo seleccién positiva con probabilidades del 50 al 52%

El gen Avr3a no presentd diferencias significativas entre los modelos
alternativos y los modelos de neutralidad una vez realizada la LRT, aunque a nivel
de residuos especificos, los modelos alternativos M2, M3 y M8 presentaron 3 sitios
de seleccidn positiva, con una probabilidad posterior de entre el 95 y 99% (Tabla
3.4). Estos datos indicarian que la accion de la presion selectiva es ejercida sobre
ciertos lugares especificos en la secuencia pero no sobre la proteina en su
totalidad.

Tabla 3.4: Analisis de maxima probabilidad (ML) para el gen Avr3a, donde se
muestran los valores obtenidos en la prueba de indice de probabilidad (LRT) para

cada modelo, y la comparacion del parametro 2AlInL con la distribucion de chi-

2 . . .
cuadrado (x ), para determinar si el gen se encuentra descrito por un modelo nulo
0 un modelo alternativo. Se muestran también los sitios de seleccidn positiva

obtenidos en cada modelo.

b Comparacion Valor critico Grados Sitios bajo
Modeloa InL P 2ALC d
de modelos 2 de seleccién
de X (1%) .
libertad .o d
positiva

MO: un radio -487.330777 No presenta



M1:neutral -488.204354 No presenta

M2: seleccién -485.678835 M1vs M2 5.05 NS 9.21 2 59 ES821,118 L
M3: discreto -485.678604 MO vs M3 3.30 NS 13.28 4 59E 821,118 L
M7: beta -488.221479 No presenta
M8:betat+w -485.678743 M7 vs M8 508 NS 9.21 2 59E,821,118L

& Modelos nulos (MO, M1, M7), modelos alternativos (M2, M3, M8) (determinan seleccién positiva).
b . - -
Logaritmo del indice de probabilidad.

Doble de la diferencia en el logaritmo del indice de probabilidad entre un modelo nulo y el modelo alternativo,

comparado a la distribucion de chi-cuadrado.

Aminoacidos en negrilla presentan probabilidad >95%, amino&cidos subrayados y en negrilla presentan probabilidad
>99%

El gen RDG6 reflejo diferencias significativas entre los modelos alternativos y
los modelos de neutralidad en la prueba de razén de probabilidad LRT. En la
comparacion de los modelos MO vs M3 la LRT (2 A InL)= 2x[-672.509607-(-
682.499901)]= 19.99, resultdé mayor al valor critico de chi-cuadrado (13.28 al 1%
de significacién con 4 grados de libertad). En la comparacion de los modelos M1
vs M2, el valor de LRT (2AInL) fue igual a 14.60, cifra mayor al valor critico de chi-
cuadrado (9.21 al 1% de significacién con 2 grados de libertad). En la comparacion
de los modelos M7 vs M8, el valor de LRT (2AInL) fue igual a 14.70, cifra mayor al
valor critico de chi-cuadrado (9.21 al 1% de significacion con 2 grados de libertad).
Esto quiere decir que los modelos alternativos (w>1) describen mejor a las

secuencias, por ende se habla de alelos bajo seleccién positiva. También fueron



identificados 7 sitios bajo seleccion positiva en los 3 modelos alternativos, con
probabilidad posterior de entre el 50 y 99% (Tabla 3.5).

Tabla 3.5: Analisis de maxima probabilidad (ML) para el gen RD6, donde se
muestran los valores obtenidos en la prueba de indice de probabilidad (LRT) para

cada modelo, y la comparacion del parametro 2AlInL con la distribucién de chi-

2 . . .
cuadrado (x ), para determinar si el gen se encuentra descrito por un modelo nulo
0 un modelo alternativo. Se muestran también los sitios de seleccion positiva

obtenidos en cada modelo.

Modelo InL" Comparacion 2ALS Valor critico Grados Sitios bajo
de
libertad

de modelos

de x2 (1%) seleccion positivad



MO: un -682.49 No presenta

radio
M1l:neutral  -679.80 No presenta
M2: -672.50 M1 vs M2 14 60** 9.21 2 61Y,66L,72G, 92
seleccién A,96S,101R, 103 L
M3: -672.50 MO vs M3 19 99** 13.28 4 61Y,66L,72G, 92
discreto A,96S, 101 R, 103 L
M7: beta -679.78 No presenta
M8:betat+tw  -672.43 M7 vs M8 14.70" 9.21 2 61Y,66L,72G, 92

A,96S,101 R, 103 L

é Modelos nulos (MO, M1, M7), modelos alternativos (M2, M3, M8) (determinan seleccion positiva).
b
Logaritmo del indice de probabilidad.

c . . . T - .
Doble de la diferencia en el logaritmo del indice de probabilidad entre un modelo nulo y el modelo alternativo,

comparado a la distribucion de chi-cuadrado.

d s o . .
Aminoacidos no marcados presentan probabilidades entre el 50% al 90%, aminoacidos en negrilla presentan

probabilidad >95%, aminoéacidos subrayados y en negrilla presentan probabilidad >99%

Al igual que en el caso anterior, el gen RD39/40 presentd diferencias
significativas entre los modelos alternativos y los modelos de neutralidad en la
prueba de razéon de probabilidad LRT. En la comparacion de los modelos MO vs
M3 la LRT (2AInL)= 2x[-832.677462-(-855.127135)]= 44.90, resulté mayor al valor
critico de chi-cuadrado (13.28 al 1% de significacion con 4 grados de libertad). En

la comparacién de los modelos M1 vs M2, el valor de LRT (2AInL) fue igual a



41.88, cifra mayor al valor critico de chi-cuadrado (9.21 al 1% de significacion con
2 grados de libertad). En la comparacion de los modelos M7 vs M8, el valor de
LRT (2AInL) fue igual a 42.50, cifra mayor al valor critico de chi-cuadrado (9.21 al
1% de significaciébn con 2 grados de libertad). Por lo tanto los modelos de
neutralidad no describen a estas secuencias y los modelos alternativos (w>1)
resultan mas adecuados. Fueron identificados 14 sitios bajo seleccion positiva en
los 3 modelos alternativos, con probabilidad posterior de entre el 50 y 99% (Tabla
3.6).

Tabla 3.6: Andlisis de maxima probabilidad (ML) para el gen RD39/40, donde se
muestran los valores obtenidos en la prueba de indice de probabilidad (LRT) para

cada modelo, y la comparacion del parametro 2AlInL con la distribucién de chi-



2 N . -
cuadrado (x ), para determinar si el gen se encuentra descrito por un modelo nulo
o un modelo alternativo. Se muestran también los sitios de seleccidén positiva

obtenidos en cada modelo.

Modelo @ InL® Comparacion 2 ALS Valor critico Grados Sitios bajo seleccion
de modelos de XZ (1%) de positivad
libertad
MO: un radio  -855.12 No presenta
M1:neutral -853.61 No presenta
20D,32G, 34T, 39V,
56 F,60V,61F, 62P,
M2: -832.67 M1 vs M2 41.88" 9.21 2 69K, 70K, 71 P, 76 K,
seleccién 79Y.87S

20D,32G,34T,39V,
56F,60V,61F,62P,

M3: discreto  -832.67 MO vs M3 44_90** 13.28 4 69K, 70K, 71 P, 76 K,
79Y,87S
M7: beta -853.95 No presenta

20D,32G, 34T, 39V,
56 F, 60 V, 61 F, 62 P,

4254~ 9.21 2 69K, 70K, 71 P, 76K,
79Y,87S

M8:beta+w M7 vs M8

-832.67

8 Modelos nulos (MO, M1, M7), modelos alternativos (M2, M3, M8) (determinan seleccién positiva).
b
Logaritmo del indice de probabilidad.

c . . . P are .
Doble de la diferencia en el logaritmo del indice de probabilidad entre un modelo nulo y el modelo alternativo,

comparado a la distribucién de chi-cuadrado.



Aminoéacidos no marcados presentan probabilidades entre el 50% al 90%, aminoéacidos en negrilla presentan

probabilidad >95%, aminoéacidos subrayados y en negrilla presentan probabilidad >99%

3.3.3 Estudio de proteinas

Para el estudio de proteinas se tomd en cuenta Unicamente a las
secuencias representativas dentro de cada gen, esto incluye a las secuencias
OSU que contienen mayor informacién y a todas las secuencias ecuatorianas que

representan a un alelo en particular.

El estudio de la estructura primaria de las proteinas se enfoco en el tamafio
de las secuencias, el peso molecular en kilodaltons y el punto isoeléctrico.
Estimaciones que fueron hechas a través del programa Protéine (2007) de la
Universidad de Provence en Marsella Francia, disponible liboremente en Internet

(http://www.iut-arles.up.univ-mrs.fr/iw3bb/dabim/compo-p.html). Los resultados

obtenidos de este analisis, no reflejan mayores diferencias entre secuencias del
mismo gen, a excepcion de 2P1A (que registra un leve incremento en el punto
isoeléctrico con relacion al resto de secuencias RD2) y 3P6A que manifiesta una
inusual variacion en el punto isoeléctrico con relacidon a secuencias del mismo gen

y del mismo peso (7.88 vs 9.51 del resto de secuencias) (Tabla 3.7).

Tabla 3.7: Punto isoeléctrico, peso molecular y numero de aminoacidos de las

secuencias representativas, obtenidos a partir de la estructura primaria proteica.

Secuencias NUmero de Peso (Kdal) Punto
aminoacidos isoeléctrico

2P1A 103 11.17 10.16

2P6A 104 11.35 9.81

2P8A 104 11.35 9.81



http://www.iut-arles.up.univ-mrs.fr/w3bb/d_abim/compo-p.html

2P16A 104 11.35 9.81
OSU-RD7/Avr3a-EM ADN 88 10.06 9.67
OSU-RD7/avr3a-KI ADN 88 10.08 9.83
3P3A 129 14.83 9.51
Secuencias NUmero de Peso (Kdal) Punto
amino&cidos isoeléctrico
3P6A 128 14.72 7.88
3P12A 129 14.89 9.61
3P12B 129 14.87 9.51
RD6_OSU IPIO ADN 143 16.40 10.08
RD6_OSU CU3 ADN 137 15.56 9.93
RD6_OSU 88069 ADN 143 16.37 9.98
6P4C 145 16.38 9.93
40P5A 79 87.16 10.25
40P9B-R 80 89.15 10.31
40P9C-R 80 89.04 10.31
40P11A-R 80 88.72 10.31
40P11B-R-R0O-41 77 85.54 10.25
40P5C 79 89.12 10.69
40P5D-R 80 90.80 10.69
40P11C-R 80 88.73 10.34
40P11D-F-RO-17 77 85.44 10.13
40P8B-R 77 85.44 10.13
41P11B-R 77 86.15 10.09
40P11D-F 77 86.15 10.09
40P11C-F-RO-16 77 85.44 10.17

El estudio de estructura secundaria realizado a través del programa LOOP
version 3.0 @ CBSU (2007) de la Universidad de Cornell, libre en Internet




(http://cbsuapps.tc.cornell.edu/loopp.aspx), proporciond informacion sobre el

plegamiento que puede tener cada una de las secuencias de aminoacidos

analizadas.

Con respecto al gen RD2 las secuencias analizadas fueron 2P1A (P.
andina), 2P8A (P. infestans) y 2P16A (P. mirabilis) y dado que solamente la
secuencia 2P1A presenta diferencias con relacién al resto de secuencias RD2, el
andlisis se redujo a revisar las secuencias 2P1A y 2P8A (Figura 3.12).

2P1A
CCCCCHHHHCCCCCCHHHHHHHC COC oo CCC OO C OO HHHC OO CCOoooo oo

2PaA
CCCCCHHHHCCCCCCHHHHHHRC C CoCCC oo C CC oo CCCCCHHHHC CCCOCCC oo CC

214
(0 CCCCECCCCCHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHCHHHHH

2PaA,
(L CCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHCHHHHHHHHHHCCHHHHH

Figura 3.12: Posibles diferencias de estructura secundaria entre las
secuencias 2P1A (P. andina) y 2P8A (P. infestans), alelos representativos del gen
RD2. C (enrollamiento), H (« - hélice).

El programa produjo una conformacién secundaria ligeramente diferente
entre las dos secuencias (4% mas « - hélices en 2P8A que en 2P1A y 4% menos

enrollamientos) (Tabla 3.8).

Tabla 3.8: Porcentaje de estructuras secundarias en el gen RD2 calculado para las
secuencias 2P1A (P. andina) y 2P8A (P. infestans).

Porcentaje de Estructuras
en la Secuencia (%)

Tipo de Estructura 2P1A 2P8A

a - hélices 36.63 40.59

S - laminas 0 0



http://cbsuapps.tc.cornell.edu/loopp.aspx

otros plegamientos 63.36 59.40

Cabe aclarar que cada uno de los aminoacidos identificados con cada una

de las estructuras (enrollamiento, « -hélice o g -lamina) son Udnicamente

probabilidades y no se refiere a la forma real de las proteinas, sino mas bien a una
aproximacion (Figura 3.13). Por otro lado se registraron 3 cambios conservativos
de aminoacidos (M por L en el sitio 12, W por L en el sitio 47, K por R en el sitio
74), esto quiere decir que el cambio se produjo entre aminoacidos del mismo
grupo (tomando en cuenta los cuatro grupos de aminoéacidos: Apolar, polar,
cationico y aniénico) y 5 cambios radicales (G por D en 31, P por T en 40, G por D
en 55, N por D en 64, H por L en 83), donde se produce el cambio entre
aminoacidos de diferentes grupos (por ejemplo un aminoacido de tipo polar por

uno de tipo catidnico).

> 1
LSTTTGVQAANMVGPAQRLLRKHYTAAENDGDSEARALNPEKMKTMWKAGMTVDGYAAKL
CCCCCHHHHCCCCCCHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHCCCCCCCCcCceeeee
656665444456777577766545455678865444568754554455667777776655

> o6l
KLTNKIAAAANSAKAMEKLGETHKMKKLLRYLNYVAEHTAV
CCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHCHHHHH
55666656667655677655544467777776554554434

Figura 3.13: Estructura secundaria probable de la secuencia 2P1A (gen RD2). En
la primera fila se presenta la secuencia de aminoacidos, en la segunda fila el tipo
de estructura con que se identifica cada aminoacido H (« - hélice), C
(enrollamiento), E (S - lamina), en la tercera fila se indica el nivel de confianza de
la segunda fila (escala de 3 a 9, correspondiente a p=0.3 confianza baja y p=0.9

confianza alta, respectivamente).

Con respecto a la proteina AVR3a, fueron tomadas en cuenta las

secuencias 3P6A (P. infestans) que representa al alelo virulento AVR3a®™ (S*°,

60

101



E®, M'®) y 3P3A (P. andina) que representa al alelo avirulento AVR3a"' (C*°,
K, 1'% (Figura 3.14).

3PEA
CCCEEEEEECC CCCCCCCCCCCHHHCCCCCCC O o CCoc CCCCCCCHHHHHRHHHRHAC CHHHHHHHH

P34
CCCEEEEEECC COCCCOCCCCCHHCCCOoCCoC o CoCC o CoCCCCHHHHHHHHHAHHC CHHHHHAHH

P64
HCCCHHHHHHHHHHHHC CCCHHHHHHHHHHCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHCCOCC

P38
HCCCHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHC CCCCCCCHHHHHHHHHHHHCCCOC

Figura 3.14: Posibles diferencias de estructura secundaria entre las secuencias

3P6A (alelo virulento AVR3a ™) y 3P3A (alelo avirulento AVR3a"'), del gen
AVR3a. C (enrollamiento), H (« - hélice), E (S - lamina).

La estructura secundaria de estas dos secuencias es practicamente la
misma de acuerdo al analisis bioinformatico realizado (Figura 3.15). Solamente un
cambio radical de aminoacidos se presenta entre estos alelos (entre &acido

glutamico (E) y lisina (K)), asimismo 2 cambios conservativos fueron encontrados.

> 1 60
MDQTKVLVYGTPAHYIHDSAGRRLLRKNEENEETSEERAPNEFNLANLNEEMFNVAALTER
CCCEEEEEECCCCCCCCCCCCCHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHEHHEHAH
654577776787544444555444346787766655557777666676456778888876

> 6l 120
ADAKKLAKQLMGNDKLADAAYMWWOHNRVTLDOIDTFLKLASRKTQGAKYNQIYNSYMMH
CCHHHHHHHHHCCCHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHCCCCCCCCCHHHHHHHHHHH
777999999867856889999998757877889999998757767776456666655544

> 121 126
LGLTGY
HCCCCC
344566

Figura 3.15: Estructura secundaria probable de la secuencia 3P6A (gen Avr3a)

correspondiente al alelo virulento AVR3a®™ . En la primera fila se presenta la

secuencia de aminoacidos, en la segunda fila el tipo de estructura con que se



identifica cada aminoacido H (« - hélice), C (enrollamiento), E (4 - lamina), en la

tercera fila se indica el nivel de confianza de la segunda fila (escala de 3 a 9,
correspondiente a p=0.3 confianza baja y p=0.9 confianza alta, respectivamente).

Los tres alelos identificados para el gen RD6 fueron analizados a través de
las secuencias 6P4C (P. andina), RD6_OSU IPIO (P. infestans) RD6_OSU 88069
ADN (P. infestans) (secuencias OSU cortesia de Carla Garzon, Ohio State
University). Con respecto a la posible conformacion secundaria de las proteinas,
las secuencias RD6_OSU se notan bastante similares, a pesar de las diferencias
gue mantienen a nivel de estructura primaria, mientras que la secuencia 6P4C
mantiene diferencias importantes con respecto a las secuencias RD6_0OSU, como

se puede apreciar en el grafico 3.16.

ap4C
CCCCCCCCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCCCCCEEEEEEEEEEEE

RDE 03U 88069
CCCCCCCCCCCOCCCCCEEECCCCOCCCCCCOCCCCCCCCCCOCOCC CoCEE D CC CHHEHHAHEHMAEC D

RD& 03U _IFIO
CCCCCCCCCCCCCCCCCEEECCOCOCOCCECCCOCCCCCCCCECoCD CoCEE D CC CHHEHHHHHHMHEC D

aF4c
CCCCCCCCEEEE CHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEECCCCCCCCCCCOD

RDE_0SU_88069
CCCCCCCCCEEECHHHHHHHHHHCCCCCCCCOCC COCCCCCCEERHHAHARACCCCCOC

RDE_OSU_IFIO
CCCCOCCCCEEECHHHHHEHHHHEC CCOCCC COCC COCCCCCCEERHHAHACC CECCCOC

Figura 3.16: Posibles diferencias de estructura secundaria entre las secuencias
6P4A (P. andina), RD6_OSU IPIO (P. infestans) y RD6_0OSU 88069 (P. infestans),
correspondientes a los alelos representativos para el gen RD6. C (enrollamiento),

H («a - hélice), E (S - lamina) (Secuencias Ohio State Uniersity cortesia de Carla

Garzén).



En la tabla 3.9 se analizan los porcentajes de estructuras secundarias
probables entre cada secuencia (secuencias OSU presentan entre 12.8% y 14.2%
mas « - hélices que 6P4C y 13.73% menos plegamientos, el numero de g -

laminas se mantiene practicamente constante).

Tabla 3.9: Porcentaje de estructuras secundarias en el gen RD6 calculado para las
secuencias 6P4C (P. andina), RD6_OSU 88069 (P. infestans) y RD6_OSU IPIO
(P. infestans).

Porcentaje de Estructuras en la Secuencia (%)

Tipo de Estructura | 6P4C RD6_OSU 88069 RD6_OSU IPIO
a - hélices 7.63 22.13 20.61
S - laminas 70.29 69.46 70.99
otros plegamientos | 22.13 8.39 8.39

En la tabla 3.10 se puede observar el nUmero de sustituciones radicales y
conservativas entre las secuencias analizadas, 12 cambios radicales de
aminoacidos y 9 conservativos se registran entre las secuencias RD6_OSU IPIO y
6P4C, 13 radicales y 8 conservativos entre las secuencias RD6_OSU 88069 y
6P4C y solamente 3 radicales entre las dos secuencias RD6_OSU. Estos datos
mantienen la divergencia entre la secuencia 6P4C y las secuencias RD6_OSU y
apoyan las diferencias de conformacion secundaria predichas en el analisis
bioinformatico.

Tabla 3.10: Numero de sustituciones radicales y conservativas entre los
aminoéacidos de las secuencias 6P4C (P. andina), RD6_OSU 88069 (P. infestans)
y RD6_OSU IPIO (P. infestans) correspondientes al gen RD6.

Tipo de Sustitucion

Secuencias comparadas Conservativas Radicales




6P4C vs RD6_OSU 88069 9 13
RD6_OSU 88069 vs RD6_OSU IPIO 0 3
6P4C vs RD6_OSU IPIO 8 12

Con respecto al gen RD39/40, se utilizd6 un aislado de cada alelo
encontrado en los clones ecuatorianos para determinar su estructura secundaria.
Estos fueron: 40P11A-R (P. infestans), 40P5C (P. andina), 40P11C-R (P.
infestans), 40P8B (P. infestans), 40P11D (P. infestans) y 40P11C-F (P. infestans)
(Figura 3.17).

A0P114
CCHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCER

40P5C
CCHHHHCCCCCCCCCCCCCCHHCCCCCCCCCCC CCHHHHHHHHHHHHHEHC CCCCCCCHHHHC CCCCCCHHHHECCC

40P11C_R
CCHEFHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCoCCCCC COMHHIEHHCCCCCCCCCCCCCCCoCCCCCCCCCCCCooCCccen

40PSE
CCHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCHHCCCCCCCCCCCCCCoR

40F11D
CCHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCOCCCCC o CHHHEHHEHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCT

40P11C_F
CCHEFFCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCoCCCer COHHHIEHHIHIICCCCCCCCCOCHHCCCCCCCCCCCCCCen

Figura 3.17: Posibles diferencias de estructura secundaria entre las
secuencias 40P11A-R (P. infestans), 40P5C (P. andina), 40P11C-R (P. infestans),
40P8B (P. infestans), 40P11D (P. infestans) y 40P11C-F (P. infestans), alelos

representativos para el gen RD39/40. C (enrollamiento), H (« - hélice).

La secuencia correspondiente al alelo unico de P. andina 40P5C, presenta
una estructura secundaria visiblemente diferente de los otros alelos analizados
correspondientes a P. infestans. Esto se refleja también en el nUmero de cambios
entre aminoacidos (cambios radicales especialmente), ya que existen de 9 a 11

sustituciones radicales de aminoacidos entre el alelo 40P5C de P. andina y los



alelos provenientes de P. infestans, y solamente de O a 4 sustituciones radicales
entre los alelos de P infestans comparados entre si (Tabla 3.11).

Tabla 3.11: Numero de sustituciones radicales y conservativas entre los
aminoacidos de las secuencias 40P11A-R (P. infestans), 40P5C (P. andina),
40P11C-R (P. infestans), 40P8B (P. infestans), 40P11D (P. infestans) y 40P11C-F
(P. infestans), pertenecientes al gen RD39/40.

Tipo de Sustitucion
Secuencias comparadas | Conservativas | Radicales
40P11A vs 40P5C 6 11
40P11A vs 40P11C-R 3 1
40P11A vs 40P8B 3 2
40P11A vs 40P11D 2 3
40P11A vs 40P11C-F 4 3
40P5C vs 40P11C-R 7 10
40P5C vs 40P8B 7 10
40P5C vs 40P11D 6 11
40P5C vs 40P11C-F 8 9
40P11C-R vs 40P8B 3 1
40P11C-R vs 40P11D 4 4
40P11C-R vs 40P11C-F 1 1
40P8B vs 40P11D 4 3
40P8B vs 40P11C-F 2 0
40P11D vs 40P11C-F 5 3

Al analizar los porcentajes de posibles estructuras secundarias, se registran
3 grupos de secuencias. El primero grupo conformado por los alelos 40P11A y
40P11C-R, los cuales no presentan diferencias entre ellos, el segundo grupo

formado por los alelos 40P8B, 40P11D y 40P11C-F, y el tercer grupo, en donde se



encuentra unicamente el alelo de P. andina 40P5C, que no coincide con ninguno

de los dos grupos antes mencionados (Tabla 3.12).

Tabla 3.12: Porcentaje de estructuras secundarias para el gen RD39/40, calculado
para las secuencias 40P11A-R (P. infestans), 40P5C (P. andina), 40P11C-R (P.
infestans), 40P8B (P. infestans), 40P11D (P. infestans) y 40P11C-F (P. infestans).

Porcentaje de Estructuras en la Secuencia (%)

Tipo de 40P11A | 40P5C | 40P11C-R | 40P8B | 40P11D | 40P11C-F
Estructura
a - hélices 14.28 | 38.96 14.28 24.67 | 24.67 24.67
S - laminas 0 0 0 0 0 0
otros plegamientos | 85.71 | 61.03 85.71 75.32 | 75.32 75.32

CAPITULO IV: DISCUSION

A través de este estudio se ha logrado determinar la variabilidad alélica en
los distintos genes de la familia de efectores RXLR analizados, asi como pistas
para determinar su evolucion molecular. Algunos de los hallazgos resultan
sumamente importantes en el estudio de P. andina, ya que esta especie hace
poco descubierta empieza a ser entendida y reconocida (Ordofiez et al., 2000;
Wattier et al., 2003; Adler et al., 2004; y Oliva et al., 2007). Dado que es el primer
trabajo de este tipo, realizado en especies ecuatorianas, los datos obtenidos
apuntan a que existe una diversidad importante en el pais. Las reconstrucciones
filogenéticas y los analisis de estructura primaria y secundaria, ayudaron a
determinar la conservacion y la divergencia entre los alelos encontrados en cada
especie. P. andina se distingue claramente de P. infestans en los genes RD2 y
RD39/40, pero al mismo tiempo se encuentran cercanamente relacionadas en los

genes RD6 y Avr3a. Por su parte el analisis de maxima probabilidad sirvié para



determinar la evolucion molecular de los genes estudiados y ayudé a determinar el

tipo de seleccion bajo el que se encuentra cada gen.

4.1 Diversidad alélica y evolucion molecular encontrada en la familia de efectores

RXLR de especies del género Phytophthora que atacan a cultivos andinos

4.1.1 Gen RD2

RD2 fue el Unico gen que pudo ser obtenido de las especies P. andina, P.
infestans y P. mirabilis. Se mostr6 que este gen se encuentra sumamente
conservado en la especie P. infestans (Figura 3.4). La secuencia 2P16A
perteneciente a P. mirabilis resulto idéntica a las 27 secuencias analizadas de P.
infestans. Se pudo identificar un alelo uUnico para P. andina, a través de la
secuencia 2P1A, dicho alelo fue diferenciado de entre 29 secuencias (27 de P.
infestans + una de P. mirabilis). Estos hallazgos son congruentes con los
obtenidos por Garzén (2007), en donde se sefiala la existencia de 2 copias
polimorficas para P. infestans, 3 para P. mirabilis y 2 para P. andina (varias de las

cuales se encontraron en las muestras ecuatorianas).

A pesar de haber encontrado el motivo RXLR en todas las secuencias (lo
gue ubica a este gen dentro de la familia de elicitores RXLR), hasta el momento no
se ha podido encontrar informacion sobre la existencia de un gen de resistencia
especifico en alguna especie de solanacea que interactie directamente con el gen
RD2 para producir respuesta de hipersensibilidad. Segun las observaciones
realizadas en el departamento de patologia vegetal de OSU, este gen produce
respuesta de hipersensibilidad en plantas de Nicotiana benthamiana sin ningin
gen de resistencia presente. Al parecer se trata de un elicitor general que no
necesita de una proteina especifica de reconocimiento para producir HR (Sophien

Kamoun, comentarios personales).



El analisis de estructura secundaria muestra cierta diferencia entre el alelo
de P. andina 2P1A vy los alelos conservados de P. infestans (Tabla 3.8 y Figura
3.12). De igual forma existe una leve diferencia en el punto isoeléctrico del alelo
2P1A con relacion al resto de secuencias estudiadas (Tabla 3.7), esto sugiere una
posible diferenciacién estructural entre los alelos. Las consecuencias de estas
posibles diferencias podrian ser evaluadas a través de andlisis de funcionalidad,
ya que se han visto casos en los que la funcién de una proteina tiene un cambio
significativo por el cambio estructural (Nespoulous et al, 1992) o por el contrario
las diferencias no son notorias a nivel funcional (Orsomando et al., 2003). Segun
lo observado por Oliva (2006) (datos no publicados), el alelo 2P1A elicita plantas
de Nicotiana benthamiana de igual forma como lo hace el alelo de P. infestans
encontrado, por lo que se deduce que los cambios a nivel estructural no tienen

ingerencia en el reconocimiento producido en la planta, cualquiera que este sea.

Al realizar el andlisis de neutralidad no se logré determinar sitios bajo
seleccion positiva con probabilidades posteriores importantes, ni tampoco se
encontraron diferencias significativas entre los modelos neutrales y los modelos
alternativos al realizar la prueba de LTR, por lo que se sugiere que este gen no se
encuentra bajo seleccion positiva sino mas bien que se encuentra bajo seleccion
relajada, cercana a la neutralidad (Win et al., 2007). Garzon et al., (2007) ratifica la
ausencia de seleccidn positiva en este gen. Esto contradice la idea de que se trata
de un gen de avirulencia (se ha encontrado seleccion positiva en mas del 75% de
las proteinas RXLR [Win et al., 2007]), por lo menos en un sentido estricto, ya que
hacen falta analisis funcionales que demuestren la accién de este gen en el
hospedero. Tedricamente los genes de avirulencia se encuentran bajo seleccion
positiva, ya que la interaccidn co-evolutiva con las proteinas R obliga a este tipo
de moléculas a cambiar para evadir el reconocimiento de la planta, en lo que se
denomina modelo de carrera armamentista (Thomas y Stephen, 1999; Sthal y
Bishop, 2000). La ausencia de seleccion positiva observada en este gen,

posiblemente debida a la falta de presion evolutiva por parte de un gen R



especifico en los hospederos, es concordante con las ideas del modelo de carrera

armamentista descrito anteriormente.

La diversidad encontrada en el gen RD2 apoya los estudios realizados para
diferenciar a las especies P. infestans y P. andina (Adler et al., 2004, Oliva et al.,
2007). Por otro lado, la falta de seleccion positiva encontrada, apoya la teoria de
gque el gen RD2 se trata de un elicitor general (no requiere de un gen de
resistencia especifico para provocar HR).

4.1.2 Gen Avr3a

Bos et al., (2006) describe dos clases de alelos en este gen: AVR3a“' (K%,
1'%} (avirulento) y AVR3a™ (E®*, M*®) (virulento), en donde el aminoéacido 103
puede ser indistintamente | (isoleucina) o M (metionina), esto quiere decir que
puede existir el alelo AVR3a"" (K*°, M'®) y AVR3a®™ (E®°, I'®). Tanto el alelo
KMy EI disminuyen su capacidad de avirulencia o virulencia respectivamente, con
respecto a Kl y EM, pero el polimorfismo en la posicion 80 determina esta cualidad
realmente (KI 6 KM avirulento y EM 6 EI virulento). En las secuencias analizadas
(tanto ecuatorianas como secuencias OSU) los alelos KlI, EI y EM fueron
encontrados. El sitio 139 (contando los 21 aminoacidos correspondientes al
péptido sefal, que no fue amplificado en las secuencias utilizadas en este estudio)
fue identificado como polimérfico en el alineamiento a nivel de aminoacidos
(Figura 3.6). Dicho sitio no fue reportado por Bos et al., (2006) aunque al realizar
pruebas de funcionalidad, estos autores encontraron falta de actividad elicitora al
cortar la proteina AVR3a en el sitio 131, a pesar de encontrarse las posiciones 80
y 103 presentes. El haber hallado al sitio 139 como polimoérfico puede dar una
pista para explicar dicha observacion y es posible que este sitio tenga ingerencia

en la accion elicitora de AVR3a.

A nivel de estructura primaria se presenta una diferencia importante en el

punto isoeléctrico de la secuencia 3P6A (P. infestans) con relacion al resto de



alelos AVR3a, al parecer producido por el aminoacido metionina en el sitio 103,
dado que es el Unico cambio existente que no es reportado en ninguna otra

secuencia AVR3a.

El resultado del andlisis de maxima probabilidad (ML) determin6 que tanto
los modelos nulos como los modelos alternativos no presentan diferencias de
acuerdo a la prueba de LRT, lo que indicaria que este gen se encuentra bajo
seleccion neutra y/o purificadora. De acuerdo a Yang y Bielawski (2000), el
método ML necesita informacién tanto de las sustituciones sinébnimas como de no
sinbnimas, y dado que no se registran sustituciones sindénimas entre las
secuencias analizadas, se presume que el método ML fallé al calcular los indices
de probabilidad para determinar la LRT. Al excluir las secuencias que no
presentan diferencias entre si (3P12A y 3P12B), el resultado con ML fue distinto
ya que en el modelo nulo M1, se obtuvieron 3 sitios bajo seleccidn positiva al igual
qgue en los modelos alternativos M2, M3 y M8 (sitios 80, 103 y 139) (datos no
mostrados en la seccion resultados). Este fenomeno resulta extrafio ya que el
modelo M1 no deberia detectar sitios bajo seleccidn positiva, sin embargo la falta
de sitios sindbnimos entre las secuencias Avr3a puedo haber llevado a dicho
resultado. De igual forma cuando la seleccion positiva ocurre en intervalos de
tiempo muy cortos y afecta a pocos aminoacidos cruciales solamente, el método
ML no resulta muy exitoso para el analisis, fenbmeno que no es descartado para
explicar el comportamiento de este gen (Yang y Bielawski, 2000). El simple hecho
de no encontrar sitios sinGnimos en las secuencias ya es una prueba de que le
gen Avr3a se encuentra bajo seleccion positiva a través de por lo menos 3 sitios
(80, 103 y 139), sitios que indican regiones gendmicas de importancia funcional, lo
gue resalta la importancia del sitio 139 identificado en el alineamiento a nivel de

aminoécidos (Nielsen y Yang, 1998).

La variabilidad encontrada en el gen Avr3a no determina ninguna diferencia
con la variabilidad encontrada a nivel mundial, sin embargo, el sitio polimérfico 139

encontrado en el alineamiento, cuya importancia ratifica el método de maxima



probabilidad, constituye un hallazgo importante que puede significar un avance en

el entendimiento de la patogenicidad que conlleva esta secuencia.

4.1.3 Gen RD6

De este gen se pudo recuperar Unicamente la secuencia 6P4C
perteneciente a P. andina, donde se determiné su semejanza con la secuencia
RD6_OSU CU3 de P. infestans a nivel de aminoacidos. Las secuencias
RD6_OSU_IPIO y RD6_OSU_88069 (P. infestans) mantienen una notable
semejanza, con solo 3 sitios de divergencia, pero con 19 sitios divergentes con
respecto a las secuencias 6P4C y RD6_OSU_CUS3. La secuencia RD6_OSU_IPIO
resulta 99% igual al gen IPIO1 (Pieterse et al., 1994) después de buscar esta
secuencia en BLASTP. Por su parte la secuencia RD6_OSU_88069 resulté 100%
igual al gen IPIO2 (Pieterse et al., 1994) tras hacer idéntica busqueda. Dado que
no existen mas estudios acerca de este gen en P. andina, no se puede concluir
gue exista un alelo Unico para esta especie ya que el alelo encontrado es
practicamente idéntico a uno de los alelos de P. infestans, lo que ratifica mas bien
el parentesco entre estas dos especies. Por otro lado, por lo menos 5 alelos han
sido reportados por van der Vossen (2007), de los cuales 2, reportados como
IPIO3 e IPIO4 se piensa son virulentos, dadas las pruebas de funcionalidad. Con
respecto a estos hallazgos, los autores sugieren a los genes Rpi-stol y Rpi-blbl
(reportados por van der Vossen et al.,, (2003)) como los posibles genes R en
solanaceas, responsables de la deteccion del gen RD6. Estas pruebas confirman

la accion del gen RD6 (IPIO) como un elicitor de tipo RXLR.

A nivel de estructura primaria, las secuencias RD6 no presentan diferencias
notables, tanto en peso como en punto isoeléctrico, no asi en la prediccion de
estructura secundaria, donde se nota claramente la diferencia entre el alelo 6P4C
de los alelos RD6_OSU_IPIO (IPI01) y RD6_OSU_88069 (IP102) (Figura 3.16). El
alto numero de sustituciones radicales entre los alelos antes mencionados vy el

porcentaje de estructuras predichas, justifican de cierta forma el cambio estructural



del alelo 6P4C con respecto a las secuencias OSU_IPIO y 88069 (IP102), pero las
implicaciones a nivel de funcion y reconocimiento solo podran ser dilucidadas a

través de andlisis funcionales.

El analisis realizado a través del programa codeml del paquete
bioinformético PAML, determiné que el gen RD6 se encuentra bajo seleccion
positiva, dado que los modelos alternativos (M2, M3, M8)(para detectar seleccion
positiva) resultaron estadisticamente diferentes a los modelos nulos (MO, M1, M7),
una vez realizada la prueba LRT y comparada a la distribucion chi-cuadrado. Este
resultado indica que los modelos alternativos se encuentran describiendo a los
datos de mejor manera que los modelos nulos. En los tres modelos alternativos
M2, M3, M8 se encontraron los mismos sitios bajo fuerte seleccidn diversificativa
(o positiva) con probabilidades posteriores >95%, estos fueron 101 R (arginina) y
103 L (leucina). Adicionalmente cinco sitios con probabilidades posteriores de
entre el 55 y el 90% fueron encontrados. Estos datos son equivalentes a los
encontrados por Garzon et al., (2007), que identifico seleccion positiva para este
gen con sitios probables similares a los mencionados anteriormente. Estos
resultados sugieren que el gen RD6 se encuentra determinado bajo el modelo de
carrera armamentista (Thomas y Stephen, 1999; Sthal y Bishop, 2000) y se
encontraria formando parte activa de la bateria de moléculas utilizadas por los

patogenos P. infestnas y P. andina para realizar el ataque a sus hospederos.

El gen RD6 (IPIO) constituye un firme candidato para ingresar en la familia
de elicitores RXLR, tanto por las pruebas de funcionalidad que se le han realizado
como por el tipo de seleccidn que presenta. La secuencia 6P4C, distinta a IPIO1 e
IPIO2, podria tratarse del alelo virulento IP1IO3, IPIO4 u otro alelo desconocido, ya
gue no se ha podido determinar alguna semejanza con secuencias publicadas

hasta el momento.

4.1.4 Gen RD39/40



La diversidad alélica encontrada en este gen revela un proceso de
seleccion especialmente activo funcionando sobre la molécula. Esta diversidad
revela la importancia de este gen y su actividad biol6gica dentro de los organismos
analizados (Liu et al., 2005).

Los alelos encontrados para P. infestans en los aislados ecuatorianos
fueron encontrados también en las secuencias enviadas desde Ohio, al igual que
una de las secuencias de P. andina (40P5A), lo que sugiere que estas dos
especies se encuentran cercanamente relacionadas. El haber encontrado un alelo
Unico para P. andina es un hallazgo importante, dada la diversidad alélica
observada en 114 secuencias analizadas. Lo que indica por su parte una
especializacion de cada especie a su medio, resultado que respalda los estudios
realizados por Ordofiez et al., (2000), Wattier et al., (2003), Adler et al., (2004) y
Oliva et al., (2007).

Con respecto al plegamiento secundario de estas proteinas, se observan 3
tipos de estructuras diferentes entre si, en donde destaca la estructura
perteneciente a la secuencia 40P5C de P. andina, por tener un patron de
plegamientos notablemente distinto al de los patrones seguidos por las secuencias
de P. infestans (Figura 3.17). De igual forma este fenbmeno se ve reflejado en el
namero de sustituciones radicales y conservativas entre cada una de las
secuencias (Tabla 3.11). Este resultado resalta la importancia de la secuencia
40P5C encontrada en P. andina como un alelo diferenciado, exclusivo para esta

especie.

Después de analizar los datos por medio del método ML, se nota al gen
RD39/40 bajo seleccion positiva en por o menos 8 sitios (con probabilidades
importantes), el mayor numero de sitios encontrados en todo el estudio, lo cual
resulta interesante ya que la proteina RD39/40 es la mas pequefias de las cuatro
analizadas. Esto denota la importancia funcional de este gen y la fuerte presion

co-evolutiva a la que se encuentra sometido. Estos resultados son proporcionales



a los obtenidos por Win et al., (2007), en donde se destaca la presion selectiva
(positiva) a la que estdn sometidas las proteinas de la familia RXLR en distintas

especies.

Datos obtenidos de pruebas de funcionalidad indican que el gen RD39/40
produce respuesta de hipersensibilidad en presencia del gen Rpi-blb3 (Kamoun,
comentario personal), lo que junto a las pruebas que se aportan en este estudio
ubican a este gen como un fuerte candidato para ser considerado como un elicitor

de la familia de proteinas RXLR.

4.2 Transformacion bacteriana, deteccidn de clones positivos y secuenciacion

Los resultados obtenidos de la transformacion bacteriana fueron
sumamente alentadores. El protocolo de transformacion presentd resultados
altamente eficientes, dada la cantidad de colonias obtenidas luego de dicho
proceso (4200 colonias transformadas exitosamente). El reporte enviado sobre las
construcciones realizadas en la Universidad Estatal de Ohio (OSU) (datos no
mostrados), revelan que la ligacion inserto-plasmido fue exitosa, 12 clones de 20
muestreados presentaron construcciones positivas. Varias razones han sido
propuestas para explicar el bajo porcentaje de clones positivos logrados en CIP-
Quito (30 clones de 4260 transformados presentaron construcciones positivas, el
0.7%): la extraccion del plasmido de la células originalmente transformadas en
Ohio, la liofilizacion realizada para el traslado del material genético hacia Ecuador,
la resuspension de los plasmidos en el laboratorio de CIP-Quito y el mismo
proceso de transformacion en células E. coli. Sin embargo el plasmido pGR106 ha
sido utilizado en diferentes investigaciones como vector de transformacion con
muy buenos resultados (Guo et al., 2007; Gaulin et al., 2006; Bos et al., 2006).

Un fendmeno interesante fue encontrado en la deteccion por PCR de
clones positivos. Como se puede ver en la figura 3.1, las transformaciones 6P4B,
40P5B, 40P8B, 40P8C y 40P11D presentan una doble banda en el gel de



electroforesis, una de las cuales corresponde al control negativo (plasmido
solamente) y la otra al pldsmido + inserto. Este fendmeno pudo ser provocado por
contaminacioén, ocurrida el momento de respaldar los clones transformados
(probablemente se tomaron dos colonias, una positiva y otra negativa). Dado que
en muchas de las cajas de cultivo originales, la densidad de colonias era muy alta
y en algunos casos las colonias se encontraban unidas, esta teoria resulta
plausible para explicar el patrébn de bandas inusual encontrado en varios de los
carriles de la figura 3.1.

De 30 clones enviados como positivos hacia Ohio (OSU), solamente 21
lograron ser secuenciados, los 9 restantes fueron reportados como falsos positivos
ya que no se pudieron procesar efectivamente. De las 21 secuencias enviadas
desde Ohio (OSU), 3 resultaron incongruentes frente al resto de secuencias, por lo
gue fueron retiradas del analisis bioinformatico (Tabla 3.2). Varios errores en la
secuenciacion se aducen a la posible contaminacion explicada en la seccion
anterior, a posibles falsos positivos no detectables a través de PCR, a la pérdida
de inserto en el plasmido, que pudo ser producida en el viaje hacia Ohio o0 a
graves errores encontrados en el centro MCIC de Ohio, instituto encargado de
realizar la secuenciacion para este proyecto (errores como: contaminacion de

muestra e identificacion equivocada de las secuencias fueron comprobados).

CAPITULO V: CONCLUSIONES

1. La falta de seleccion positiva encontrada en el gen RD2 apoya la teoria de que
este gen no esta sometido a presion co-evolutiva con un gen de resistencia en
el hospedero, lo que explicaria su accion elicitora en plantas sin genes de
resistencia especificos. Por otro lado la diversidad encontrada en RD2 apoya

los estudios realizados para diferenciar a P. infestans y P. andina.

2. No existen diferencias notables entre la variabilidad reportada a nivel mundial y

los hallazgos obtenidos en este estudio con respecto al gen Avr3a. Se ha



logrado determinar 3 de los 4 alelos reportados en aislados ecuatorianos, sin
embargo un nuevo sitio polimorfico no descrito ha sido observado. Las
implicaciones de este sitio en la virulencia o avirulencia de la proteina son

desconocidos.

La secuencia 6P4C no presenta semejanza con los alelos reportados IPIO1 e
IPIO2, por lo que se deduce que se trata del alelo IPIO3, IPIO4, o algun otro
alelo no determinado. Dadas las pruebas de funcionalidad realizadas por otros
autores y la seleccion positiva detectada en el presente trabajo, este gen se
presenta como un candidato importante para ser considerado un gen de
avirulencia dentro de la familia de proteinas RXLR.

La alta diversidad alélica y la fuerte seleccion positiva a la que se encuentra
sometido el gen RD39/40 supone una funcion de importancia dentro de los
organismos que han sido analizados. El alelo exclusivo encontrado en P.
andina, sugiere que este gen tiene relacibn con la especializacion del
organismo a su ambiente, dado que las especies estudiadas P. infestans y P.

andina no comparten hospederos comunes.

Existen diferencias entre P. infestans y P. andina en dos de los cuatro genes
estudiados (RD2 y RD39/40), lo que afirma la primera hipotesis planteada en

este trabajo.

Existen diferencias intra-especificas en tres de los cuatro genes analizados
(Avr3a, RD6 y RD39/40), lo cual es congruente con el sistema de hipdtesis

planteado.

El gen RD2 fue identificado como neutro, a diferencia de los genes Avr3a, RD6
y RD39/40 en donde la seleccién natural fue determinada. Este hecho ratifica

la hipétesis planteada con respecto a este tema y es una prueba clara de la



existencia de distintas fuerzas evolutivas actuando al mismo tiempo sobre

diferentes genes.

8. Solamente en alelos del gen RD6 y RD39/40 se lograron identificar diferencias
importantes en cuanto a la estructura secundaria de las proteinas. Esta
observacion ratifica la hipotesis planteada al respecto pero al mismo tiempo no
determina una relacion clara entre la estructura de la proteina y su accion

elicitora.

CAPITULO VI: RECOMENDACIONES

Son necesarios estudios de funcionalidad que ratifiquen o descarten a los
genes RD2, RD6 y RD39/40 como genes de avirulencia, asi como estudios que
determinen los correspondientes genes R que se encuentran en las solanaceas,
en procura de una pronta aplicacion de estos conocimientos como herramienta en

el control de plagas.

Es importante analizar una mayor cantidad de genes de avirulencia de una
muestra significativa de aislados, lo que ayudaria a caracterizar la diversidad
genética de los patdégenos que infectan a la familia de las solanaceas en los

andes, de lo cual se conoce muy poco hasta el momento.

Se deberian realizar estudios similares que involucren a plagas de

importancia dentro de los cultivos del Ecuador.
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