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RESUMEN

ALVAREZM . E.L.;ACUNAZ.,JR.;GAITANB.,A. MONTANAL.,J.S; DEPENAM .Busqueda
de secuencias homologas a genes deresistencia a insectos en el genoma de Coffea Arabica
L., C.v. Colombia. Cenicafé 53(4):273-280. 2002.

L a busqueda de secuencias homélogas a genes de resistencia ainsectos en el genoma de Coffea arabica
var. Colombiaserealizd directamente mediante andlisis de Southern bl ot utilizando sondas heterdl ogas
provenientes de otras especies de plantas y mediante PCR empleando iniciadores especificos y
degenerados, disefiados con base en las secuencias consenso de | os genes de inhibidores de proteinasas,
afa-amilasasy lectinas. Estos ensayos demostraron que no hay evidencia de que en el genomade esta
especi e exi stan secuenci as codificadoras emparentadas con losgenesde inhibidoresde proteinasas (tipo
Kunitz, derepolloytipol y Il detomate). Tampoco seencontraron evidenciasde queexistan secuencias
emparentadas con lectinas 6 inhibidores dea-amilasas presentesen |as especies representativasdelas
leguminosas. Estos resultados sugieren que evol utivamente labrocadel café no hasido expuestaaestas
proteinas en su dietay por tanto, este tipo de genes puede ser unafuente importante de resistenciauna
vez introducidos en el genoma del café.

Palabras claves: Coffea arabica, Inhibidores de proteinasas, |lectinas, inhibidores de a-Amilasas

ABSTRACT

In order to identify homol ogous sequences to insect resistance genes in Coffea arabicavar. Colombia
genome, heterologous probes corresponding to proteininhibitor and lectinswereusedin Southern bl ots,
aswell asPCR amplificationswith primersfrom conserved regionsfrom theGlycinemax Kunitz trypsin
inhibitor and Phaseolus vulgaris lectin PhaE.-Similarly, degenerated primers based on a-amylase
inhibitorsandleguminouslectinsweredesigned. Neither the hybridization experimentsnor thesequence
analysis of the coffee PCR products amplified indicated homology with the candidate genes. These
results suggest that in the evolutionary course the coffee borer has not been exposed to these kind of
proteinsinitsdiet and thereforethe genes eval uated could becomein animportant source of resistance
once they are introduced into the coffee genome.
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Lasplantasresponden al ataque de insectos
activando una variedad de genes de defensa
cuya funcién es proveerla de barreras fisicas
y quimicas que impiden o repelen el ataque de
éstos o sunormal crecimientoy desarrollo. Los
mecanismos de defensaen las plantas dependen,
generalmente, detresfactores: escapetemporal,
defensa fisica y defensa quimica. La defensa
guimica es uno de los mecanismos mas
importantesy sebasaen |lacapacidad metabdlica
guetienen las plantas paraproducir compuestos
guimicos secundarios con actividad téxica, anti-
nutricional o adversa contra las especies que
son predadores potenciales, pero los tipos de
defensa encontrados varian dependiendo de
las especiesy no existen proteinas universal es

©.

Entre los compuestos secundarios que
producen las plantas como defensa contra
insectos se encuentran los antibioticos,
terpenoides, alcal oides, flavonoides, rotenoides,
y saponinas, entre otros. Sin embargo, los
compuestos secundarios son productosderutas
complejas donde estan involucrados muchos
genes (8). Las plantas, ademas, poseen algunos
mecanismos de defensa basados en proteinas
producto de un solo gen. Debido a que las
proteinas no son volétiles, estas deben ser
ingeridas por el insecto yaque paralamayoria,
el blanco essu sistemadigestivo. En estegrupo
encontramosal gunas proteinas dereservacomo
la arcelinas, vicilinas, los inhibidores de
proteinasas, las quitinasas, las lectinas y los
inhibidores de a-amilasas, entre otros (7, 8, 10).

La broca del café Hypothenemus hampei
(Ferrari 1867) esconsideradacomo laplagaque
causa el mayor dafio econémico a cultivo del
café, ya que por atacar sus frutos, produce
pérdidas considerablesal disminuir tanto el peso
delacosechacomolacalidad del grano. Cenicafé
ha venido buscando fuentes de resistencia
genéticaen el germoplasmade Coffeaarabica,
variedades comerciales y en algunas especies
diploides, pero hasta el momento no hay
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genotipos que se perfilen como fuentes
importantes de resistencia (1). Con estas
observaciones, se considerd necesario
determinar si existen secuencias de DNA
homodlogas a genes de resistencia contra
insectos, que eventualmente puedan ser
utilizadas para la evaluacion y seleccion de
materiales resistentes o en su defecto, para
introducir estosgenes medi antetransformacion
genética.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Se recolectaron segundos
pares de hojas frescas del genotipo CU1972
perteneciente a la coleccion de progenies del
cruce del Hibrido de Timor 1343y C. arabica.
Larecoleccion serealizé enlaEstacion Central
Naranjal de Cenicafé en el Departamento de
Caldas.

Aislamiento de DNA total de alto peso
molecular. EI DNA fue extraido a partir de
hojas de acuerdo con el método propuesto por
Bernatzky y Tanksley (4). Paratd fin, selicuaron
10g de hojas frescas con 150ml de Buffer de
extraccion (350mM sorbitol, 100mM Tris, 5mM

EDTA, 0,2% Beta-mercaptoetanol, pH 8,2). La
mezclasefiltré atravésdegasay se centrifugd
a 4°C por 15 minutos a 650 x g. Se descartd
el sobrenadante y se resuspendio el pellet en
5ml de buffer de extraccion. La suspensién se
colocd en un tubo de 50ml que contenia 2ml

desarcosil al 5%. Posteriormente seadicionaron
5ml de buffer para lisis de nicleos (200 mM

Tris, 50 mM EDTA, 2 M NaCl, 2% CTAB, pH
7,5). La mezcla se incubd a 65°C por 1 hora
Se adicioné 1 volumen de cloroformo-al cohol
isoamilico (24:1) y semezcldinvirtiendo el tubo
hasta obtener unaemulsion. Unavez obtenida
la emulsion, se centrifugd a 480xg durante 15
minutos y se recupero la fase acuosa en un
tubo nuevo. EI DNA fue precipitado
adicionando 1 volumen deisopropanol frio. Se
centrifugé a 650xg durante 15 minutos.




Posteriormente el DNA se lav6 con 500 ml de
etanol al 70% y se dejé secar a temperatura
ambiente. Finalmente fue resuspendido en 500
ml de buffer TE 10/1 (10 mM Tris-Cl pH 80y
1 mM EDTA pH 8,0). Lapurificacién del DNA
de alto peso molecular se realiz6 mediante
centrifugacion en equilibrio con gradientes
continuosde cloruro de cesio-bromuro deetidio
(12).

Andlisisde Southern blot. El andlisisdel DNA
gendémico de café se llevd a cabo siguiendo
€l método descrito por Southern (13). 12mg de
DNA decaféfueron digeridos con 30 unidades
de cada una de las enzimas BarmHI, EcoRI y
Hindlll y se incubaron a 37°C durante toda la
noche. Los fragmentos de DNA se separaron
mediante unaelectroforesisen un gel de agarosa
a 0,7% en buffer TBE 0,5X a 3V/cm por toda
lanoche. Paravisualizar el DNA, el gel setifid
con una solucién de bromuro de etidio. La
transferenciacapilar delosfragmentosde DNA
alamembranade Nylon Hybond N* (Amersham)
se realizo de acuerdo a Sambrook et al. (12).

Se utilizaron como sondas heterdlogas el
gen del inhibidor de proteinasa de repollo
(Brassica oleracea) suministrada por la Dra.
Roxane Broadway delaUniversidad de Cornell
en Estados Unidos (No. de Acceso Genbank
U18995) , e gendelalectina, Snowdrop, aidada
de Galanthus nivalis y obsequiada por el Dr.
Els Van Damme de la Universidad Catdlica de
Leuven, Bélgica(No. Acceso Genbank M55559)
y los genes de inhibidores de proteinasas de
tomate (ycopersicum. esculentum L. var.
Bonnie Best) tipo | (No. Acceso Genbank
K03290) y tipo 11 (No. Acceso Genbank K03291)
obsequiadas por el Dr. Clarence Ryan de la
Universidad de Washington.

Las sondas fueron obtenidas mediante la
técnica de PCR. Como molde se emplearon los
plésmidos que contenian cada una de las
secuencias (sondas) y como iniciadores se
utilizaron el M13  forward: 5-

CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-3,d M13
reverse 5’ AGCGGATAAC-ATTTCACACAGG-
3, e T3: 5TAACCCTCACTAAAGGGA-3 y
e T7. 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3'.
L as sondas fueron marcadas con 50nCi dea®P
dCTP (3000Ci/mmol) utilizando el kitRediprime
DNA labelling system de Amersham siguiendo
las instrucciones del fabricante.

Paralaprehibridacion se utilizaron 0,2ml de
solucion por cada centimetro cuadrado de la
membrana. La solucién de prehibridacion
contenia 6X SSC, 5X Solucion de Denhart’s
(50X: 1% (w/v) Albaminade suero bovino, 1%
(wiv) Ficall y 1% (w/v) PVP), 0,5% SDS'y 100
mg/ml de DNA denaturado de esperma de
salmon. Se incubd a 65°C durante 1 hora en
un horno de hibridacion. La hibridacion se
hizo con 10-20ng/ml de sonda marcada
radioactivamente, la cual se denatur6
incubandola a 100°C por 10 minutos y luego
Ilevandolaahielo por 1 minuto einmediatamente
se adiciond alasolucion de prehibridacion. Se
incubd a 65°C toda la noche.

AnélissmediantePCR. Sedisefiaroniniciadores
utilizando las secuencias consenso de las
lectinas y los inhibidores de a-amilasa de
|eguminosas teniendo en cuenta una base de
datos de proteinas [lamada“ The Pfam Protein
Families Database” (3). Otros iniciadores se
disefiaron utilizando las secuencias de interés
del GeneBank del Centro Naciond delnformacion
Biotecnol ogica (http://www.ncbi.nim.nih.gov/
) y €l programa Primer Select del Lasergene
(DNAStar, Madison, Wi).

Laamplificacion delosfragmentossellevo
a cabo en un termociclador Perkin ElImer 9600
bajo las siguientes condiciones. Buffer 1X,
MgCl, 2,5mM, dNTP's0,2mM c/u, iniciadores
100ng/ml c/u, Tag DNA polimerasa (Promega)
0.05U/ml y DNA 150ng. El programa utilizado
para la amplificacion fue: 94°C por 5 minutos
y luego 35 ciclos de amplificacién (94°C por
1 minuto, 50°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto)
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seguidade unaincubacién final de 10 minutos
a72°C.

Los fragmentos de interés se purificaron
del gel de agarosa mediante el kit GFX™ PCR
DNA and Gel Band Purification (Amersham
PharmaciaBiotech) siguiendo lasinstrucciones
del fabricante. El vector de clonacién empleado
fue e plasmido pPGEMO-T Easy (Promega).

Lasecuenciacion delos plasmidos serealizé
en laUniversidad de lowa en Estados Unidos
(lowa State University, DNA Core Facility).
Las secuencias fueron analizadas
comparandolasconlasreportadasen el GenBank
a través del programa BLAST del Centro
Nacional de Informacion Biotecnol 6gica(NCBI).

Ensayos de hemaglutinacion para deteccion
de lectinas. Para corroborar la ausencia de
lectinastipo hemaglutinantes en café, sellevé
a cabo un ensayo de hemaglutinacion. Como
control positivo seutilizé un extracto proteinico
de semilla de frijol y como control negativo,
se utilizo el buffer empleado paralaextraccién
delas proteinas. El extracto proteinico de café
seprepard homogenizando un volumen detejido
con 4 volimenes de buffer de extraccion (0,1
M buffer fosfato pH 7,0, 0,1% Brij 35, 10%
polivinil polipirrolidona PV PP, 10 mM cisteina
y 20mM tiourea) a4°C. Luego sefiltrd por tela
miracloth y se centrifugé a 14.000g por 15
minutos. Finalmente el sobrenadante se pas6
por una columna de PVPP a vacio.

El extracto defrijol seprepar6delasiguiente
forma: 50mg de harina de frijol se
homogenizaron con 500ml de buffer de
extraccion (176mM TrisHCI pH 8,5y 1% NaCl).
Este homogeneizado se llevo al sonicador por
1 horay posteriormente se centrifug6 a10.000g
por 15 minutos. Finalmente se recuperd el
sobrenadante. La concentracion estimada de
estos extractos fue de 16,8mg/ml y 15,7mg/ml,
respectivamente.
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El procedimiento utilizado para observar la
hemagl utinacidn en los extractos proteinicos,
consistié en: 1 ml de glébulos rojos (GR) de
lostipos A, AB y O selavaron tres veces con
buffer fosfato salino (PBS) pH 7,4 (89 NaCl,
0,29 KCl, 1,44g Na,HPO, y 0,24g de KH,PO,
para 1 litro). Los globulos rojos fueron
tripsinizados con un volumen de una solucion
detripsinaal 0,1%. Posteriormente se mezclaron
e incubaron a 37°C por 5, 10 y 15 minutos, e
inmediatamente selavaron tresveces con PBS.
Finalmente se resuspendieron en PBS al 2,5%.

En un plato de ELISA se colocaron los
extractos proteinicos de cada planta con los
GR asi: sin tratamiento, tripsinado 5 minutos,
tripsinado 10 minutosy tripsinado 15 minutos
y diluciones seriadas 1 en 2 de cada uno de
los extractos. Se adicion6 un volumen de GR
al 2,5% y se mezcld e incub6 a 37°C por 30
minutos. Después se observd presencia de
aglutinacion (14).

RESULTADOS Y DISCUSION

Andlisisdel DNA decafémediantehibridacién
con sondas heterdlogas de inhibidores de
proteinasas y lectinas. Los resultados
obtenidos en el andlisis de Southern blot,
sugieren que no existen secuencias homélogas
alas secuenciasdel inhibidor de proteinasade
repollo, alalectina de Galanthus nivalis ni a
los inhibidores de proteinasas de tomate | y
I1. Aunque se observaron sefial es positivasen
los controles, no se present6 hibridacion de
ningunade las sondas heterélogas con el DNA
decafédealto peso molecular odigerido. (Figuras
1,2y3

La hibridacion en estos casos se realizo
bajo condiciones de baja astringencia con €l
fin de facilitar la unién de la sonda con las
secuencias relacionadas, asumiendo que no
existia una alta homologia.
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Figura 1. Andlisis de Southern blot con la
sondas heterélogas a los inhibidores de
proteinasas detomatetipo |l y I1. A. Carril 1.
Lambda/Hindl Il 2. DNA de café de alto peso
molecular 3. DNA café/BamHI 4. DNA café/
EcoRI 5. DNA café/Hindl Il 6. DNA de café/
Sau3Al 7. DNAde café/Xhol 8. Marcador de
peso molecul ar escalerade 1 kb 9. Fragmentos
de210y 360 pb correspondientesal cDNA del
inhibidor de tripsina de tomate tipo | 10.
Fragmento de 750 pb correspondiente al
cDNA del inhibidor detripsinadetomatetipo
I1. B. Southernblot del DNA decaféhibridado

conlasondade 750 pb que correspondea cDNA del inhibidordetripsinadetomatetipo |1. Temperaturade hibridacion
42°C con50% deformamida. C. Southernblot del DNA decaféhibridizado conlasondade200y 360 pb quecorresponden
al cDNA del inhibidor de tripsina de tomate tipo |. Temperatura de hibridacin:42°C con 50% de formamida.
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Figura 2. Andlisis de Southern blot con la
sonda heteréloga al inhibidor de proteinasa
de repollo. A. Carril 1. Marcador de peso
molecular I/Hindlll 2. DNA café alto peso
molecular 3. DNA café/BamH| 4. DNA café/
EcoRI 5. DNA café/Hindll 6. Plasmido que
contieneel cDNA del inhibidor detripsinade
repollo 7. Fragmento de 780pb
correspondiente a cDNA del inhibidor de
tripsinaderepollo 8. Plasmido que contiene
el cDNA de lalectinade Galanthusnivalis
9. Fragmento de 540pb correspondiente al
cDNA delalectinadeGalanthusnivalis 10.
Marcador de peso molecular escalera 1 Kb
B.Southern blot del DNA de café hibridado

conlasondade 780 pb que correspondeal cDNA del inhibidor detripsinaderepollo. Temperaturade hibridacién: 42°C

con 50% de formamida.
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Figura 3. Andisis de Southern blot con la
sonda heteréloga a la lectina snowdrop A.
Carril 1. Marcador depesomol ecul ar escalera
1kb 2. DNA de café de alto peso molecular
3.DNA café/BamH | 4. DNA café/EcoRI 5.
DNA café/Hind 111 6. DNA de café/Hind I11
7. Plasmido quecontieneel cDNA del inhibidor
detripsinaderepollo 8. Fragmento de 780pb
correspondiente al cDNA del inhibidor de
tripsinaderepollo 9. Plasmido que contiene
el cDNA delalectina de Galanthusnivalis
10. Fragmento de 540pb correspondiente al
cDNA delalectinade Galanthus nivalis. B.
Southern blot del DNA decafé hibridado con

|lasondade 540 pb que corresponde al cDNA delalectinadeGalanthus nivalis. Temperaturade hibridacion:42°C con

50% de formamida.
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Los lavados poshibridacion se realizaron
aunabajaastringencia paragarantizar que los
pocos enlaces existentes entre las sondas y
el DNA decafésemantuvieran estables. Ademés,
la cantidad de DNA de café utilizada (12ng)
garantizaque genes de copiaunicapueden ser
detectados mediante un andlisis de Southern
con una sonda marcada radioactivamente (6).

Evaluacion del DNA de café mediante PCR
con iniciadores especificos del inhibidor de
proteinasas tipo kunitz de soya (Glycine max) y
lalectina-E de frijol (Phaseolus vulgaris). En
la Figura 4 se observan los productos
amplificados empleando los iniciadores del
inhibidor tipo Kunitzy delalectinaphakE sobre
el DNA de soya (carriles 2, 3, 4y 5) y de frijol
(carril 10), respectivamente.

Cuando estos iniciadores se utilizaron para
evaluar el DNA de café, se observaron 4
productosdeamplificacion con lacombinacion
de iniciadores G1F-G3R (Figura 4, carril 8);
cuando se utilizaron las combinaciones G3F-
G3R 0 G3F-GI1R (Figura 4, carril 7'y 9) solo se
observé una bandatenue; con la combinacion
G1F-G1R no se observaron productos de
amplificacion (Figura 4, carril 6).

La amplificacion con los iniciadores de la
lectinadefrijol produjo variosfragmentos, uno
de ellos del mismo tamafio que el amplificado
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con el DNA defrijol y en buenacantidad (Figura
4, carril 11).

Losfragmentos amplificadosen el DNA de
café utilizando los iniciadores G3F-G1R del
inhibidor de proteinasa tipo Kunitz y los
iniciadores F90-R631 delalectina, se clonaron
en el vector pGEM O. Sin embargo, €l andlisis
de la secuencia de dichos fragmentos no
presenté homol ogiacon secuencias gendmicas
de estos genes en otras plantas. Es posible
gue en el proceso de especiacién, con la
interaccién insecto-planta determinando la
efectividad de estos genes de defensa, se
generen familias muy diversas, algunasdelas
cuales no deben estar presentes en el genoma
del café. Estos resultados sugieren que es
necesarialabuisquedade genesdeinhibidores
de proteinasas de otras familias taxonémicas
més estrechamente relacionadas con Coffea
para aumentar la probabilidad de hallarlos en
su genoma. Hanuta et al. (9) adoptaron la
estrategia molecular mediante PCR para aislar
tres genesinhibidores de proteinasatipo Kunitz
de Populus tremuloides, basados en las
secuencias disponibles de P. trichocarpax P.
deltoides (hibrido) y Salix viminalis.

Evaluacién del DNA de café por PCR con
I niciador es degener ados de | nhibidores de a-
amilasasy L ectinasdeL eguminosas. Utilizando
el juego de iniciadores degenerados no se

Figura 4.

Productos de amplificacién
utilizando los iniciadores
especificos de kunitz y pha
E..Carril 1. Marcador de peso
molecular I/Hindlll 2. Soya G1F-
GI1R 3. SoyaG3F-G3R 4. Soya
G1F-G3 5. Soya G3F-G1R 6. Café
G1F-G1R 7. Café G3F-G3R 8.
Café G1F-G3 9. Café G3F-G1R
10. Frijol F90-R631 11. Café F90-
R631 12. Marcador de peso
molecular escalerade 1 kb.




encontraron secuenciashomologas paralectinas
de leguminosas o inhibidores de alfa-amilasas
en el DNA decafé. Sin embargo, no se descarta
|a presenciade genes delectinani inhibidores
de a- amilasas diferentes a las estudiadas, ya
guecadadianuevassecuenciasdeestasfamilias
deproteinasingresan al GenBank paraaumentar
el nimero de introducciones. La bisqueda en
bases de datos ha revelado similitud entre
secuencias de lectinas de especies
taxondmicamente diferentes como en el caso
de las familias Convolvulaceae y Moraceae.
Este descubrimiento es de gran valor desde el
punto de vista de ocurrencia y evolucién
molecular (15). Para el caso de inhibidores de
alfa amilasas, la gran variedad en estructura
hasta ahora caracterizada, sugiere que lalista
esta lejos de ser completada. Otra estrategia
gue puede ser de gran ayuda en la busqueda
de genes de inhibidores de proteinasas es
confirmar su presenciaen laespecie deinterés
mediante pruebas bioquimicas (7).

Ensayodehemaglutinacion con extractopr oteico
de semilla de café para deteccion de lectinas.
Utilizando el extracto de semilla de frijol se

Figurab.

Ensayo de hemaglutinacion con extractos
proteico de semilla de café (foto izq.) y
defrijol (foto der.) A. GRsin
tratamiento B. GR Tratados 5 minutos
con tripsina C. GR Tratados 10 minutos
con tripsina D. GR Tratados 15 minutos
con tripsina. En el lado izquierdo se
presentan los grupos sanguineos evaluados

observa hemaglutinacion en los tres tipos
sanguineos, mientras que con el extracto
proteico de semillas de café no se produce
hemaglutinacién en ninguno delos casos (Figura

5).

Laactividad delaslectinas se puede observar
mediante |os ensayos de aglutinacion con GR
yaque estastienenlacapacidad de aglutinarlos
invitro (2, 14, y 11). Esteresultado demuestra,
gue en la semilla del café no se detectaron
lectinas con capacidad hemaglutinante de
globulos rojos humanos, confirmando los
resultados obtenidosen el andlisisde hibridacion
con sondas heter6logas homélogas a estas
proteinas.

Con losensayosrealizados en este trabajo,
no hay evidenciade que en el genomadel café
existan secuencias codificadoras emparentadas
con los genes de inhibidores de proteinasas
(tipo Kunitz, derepolloy tipo | y Il detomate).
Tampoco seencontraron evidencias que existan
secuencias emparentadas con lectinas 6
inhibidores de a- amilasas presentes en las
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especies representativas de las leguminosas.
Estos resultados pueden ser muy promisorios
para la generacién de variedades mejoradas
con resistencia a la broca del café, ya que
indica que evolutivamente el insecto no ha
estado expuesto alaaccion de estas proteinas
en su dieta, y por tanto, cualquiera de los
genes aqui evaluados tiene posibilidad de
brindar proteccion a las plantas de café que
los expresen.
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