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Resumen

Una de las limitaciones en la aplicacion de la biotecnologia en Musa es la escasez de cono-
cimientos de sus genes y de las complejas interacciones que influyen en la expresion de los ras-
gos cuantitativos mas importantes en la planta. El analisis de bibliotecas genémicas BIBAC
permite capturar genes de interés y estudiar su funcion, mediante la transformacién genética
directa con grandes fragmentos de ADN y el analisis del fenotipo de los transgénicos obtenidos.
En este trabajo se identificaron clones BIBAC utilizando sondas homologas y heterélogas de ex-
presion tejido especificas: a) Una proteina del fotosistema II, PbsR de 10kDa de expresion espe-
cifica en hojas de arroz (GenBank CA762808), b) Un gen de arroz inducible “Elicitor Responsive
Gen” (ERG GenBank D24373) y c) Un fragmento amplificado por PCR con oligonucleétidos es-
pecificos del gen de taumatina (Genbank AF001528), en cv. Gran Enano (AAA). Mediante anali-
sis northern blot se verifico la expresion de cada una de las sondas en diferentes tejidos del cv.
Gran Enano (AAA). La sonda de PbsR mostro6 una expresion especifica en hoja, mientras que la
ERG no fue detectada en ninguno de los tejidos analizados. Respecto a la sonda de taumatina
se encontro expresion en cascaray fruto. Tres membranas de la biblioteca genémica contenien-
do 4.608 fragmentos de ADN clonado, fueron hibridadas utilizando procedimientos estandares
para sondas con marcaje radiactivo [¢-*P] ACTP. Las condiciones de hibridacién y lavados fue-
ron de alta astringencia. De 13.824 clones BIBAC revisados con cada sonda se identificaron:
seis clones con la sonda de hoja (PbsR), un clon con la sonda ERG y veinte clones positivos para
la sonda de taumatina. En este trabajo se discuten las posibles aplicaciones de los clones BI-
BAC identificados. A este respecto se pretende la caracterizacion de secuencias promotoras te-
jido especifico y secuencias terminadoras que sirvan para el disefio de nuevos vectores aplica-
bles en el mejoramiento genético de Musa.
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Gene library screening of Musa acuminata (AA)
with tissue specific probes

Abstract

One limitation of biotechnology application in Musa is the lack of knowledge of their genes
and the complex interactions that influence the expression of the most important quantitative
features in the plant. The analysis of BIBAC gene libraries allows to fish genes of interest and to
study their function, by means of direct genetic transformation with big DNA fragments and
analysis of the phenotype in the transgenic plants. In this work, BIBAC clones were identified
using homologous and heterologous probes with tissue specific expression: a) A leaf specific
protein of rice which belongs to the photosystem II, PbsR 10kDa (GenBank CA762808), b) A
fungal elicitor responsive gene of rice (ERG GenBank D24373) and c¢) A thaumatin PCR frag-
ment (Genbank AF001528) amplified by specific primers in cv. Grand Nain (AAA). Northern
blots of each probe were performed to verify the gene expression at different tissues in cv. Grand
Nain (AAA). The PbsR probe showed a specific leaf expression, while the ERG was not detected
in none of the analyzed tissue. Regarding thaumatin probe was specific expressed in peel and
fruit. Three membranes of the gene library with 4,608 cloned DNA fragments, was hybridized
using standard procedures with radioactive labeled probes [« -*P] dCTP. High stringency hybri-
dization and washing conditions were applied. Out of the 13,824 BIBAC clones screened with
each probe, was identified: six clones with PbsR specific leaf probe, one clone with ERG probe
and twenty positive clones for thaumatin probe. In this work, the possible applications of the
identified BIBAC clones are discussed. To this respect, it is pretended to characterize tissue
specific promoters for design new vectors for Musa transgenesis and its genetic improvement.

Key words: BIBAC; ERG; gene library; PbsR; thaumatin; Tuu Gia (AA).

Introduccién que el mejoramiento genético convencional es li-

itad la alta esterilidad y niveles de ploidi
Los platanos y bananos (Musa sp.) son el ritadoporaataesenifacy veles deploldia

cuarto cultivo mas importante comercialmente
del mundo después del arroz, trigo y maiz. La
identificacion, aislamiento y caracterizacion de
genes nuevos que codifican para caracteristicas
de importancia agronémica y su introduccién a
cultivares a través de una combinacién de técni-
cas de transformacion genética y regeneracion in
vitro, ofrecen expectativas para resolver los pro-
blemas en musaceas (1).

La transferencia de genes nuevos hacia el
genoma de una planta puede resultar en el incre-
mento en la tolerancia al estrés abiético o protec-
cién contra patégenos y pestes o puede mejorar
la calidad nutricional y fisiolégica o las propie-
dades de almacenamiento. El uso de estas tecno-
logias en musaceas estd bien justificado dado

de los cultivares comerciales (2).

Las bibliotecas genémicas han servido
como una herramienta en el aislamiento y carac-
terizacion de regiones importantes del genoma.
Utilizando vectores de tipo Cromosoma Bacte-
riano Artificial Binario (BIBAC), se puede incor-
porar un grupo de genes en un solo inserto de
ADN y ademas pueden ser transferidos directa-
mente a la planta a través de la transformacién
mediada por Agrobacterium tumefaciens (3). La
barrera que presentaba el tamafio del ADN para
ser transferido a la planta se ha superado, ahora
se pueden alterar las caracteristicas de calidad y
rendimiento que son controlados por genes mul-
tiples. Varios rasgos agrondémicamente impor-
tantes son controlados por caracteristicas cuanti-
tativas (QTL). Se han encontrado grupos de ge-
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nes deresistencia estimados en més de 100 kb (4).
Los vectores BIBAC pueden por primera vez fa-
cilitar el manejo de tales caracteristicas comple-
jas en las plantas.

Se han aplicado una serie de metodologias
biotecnolégicas para el mejoramiento de Musa.
Entre ellas se encuentran el cultivo de tejidos (5,
6) y han sido desarrollados varios métodos de
transformacién para platanos y bananos (7-10).
Sin embargo, a pesar de todos estos avances, hay
un drea que se no se ha atendido adecuadamente
y es la falta de promotores homoélogos tejido es-
pecifico para los programas de transgénesis.

Esta investigacion es el primer paso hacia
la caracterizacién estructural y funcional de ge-
nes de interés respecto a: regiones promotoras,
terminadoras, intrones, exones, regiones no
transcritas UTR, entre otras del genoma de Musa.

Para la ubicacién fisica de estos genes, se
hibridaron en una biblioteca genémica sondas
correspondientes a tres fragmentos de genes: a)
Un fragmento de un gen de arroz que codifica
para una proteina del fotosistema II (PSII) (Gen-
Bank D49234). Esta proteina pertenece a una fa-
milia de proteinas de bajo peso molecular cono-
cida como PsbR del PSII de 10 kDa. PsbR-PSII tie-
ne un dominio transmembranal para anclarse a
la membrana del tilacoide y un dominio N-ter-
minal cargado que forma puentes idnicos con
proteinas extrinsecas. Por otra parte, puede ac-
tuar como proteina estabilizante a ambos lados
de lamembrana como donador y aceptor de elec-
trones dependiendo del pH (11). b) Un fragmen-
to de un gen de arroz que es inducido por elicito-
res liberados por patdgenos, particularmente
hongos; identificado como un “Elicitor-Respon-
sive Gene” (ERG3, GenBank D24373). El estudio
de este tipo de genes podria ser significativo para
entender el mecanismo molecular de defensa a
patégenos tan importantes como Fusarium
oxysporum, agente causal del Mal de Panama4, oel
hongo Mycosphaerella fijiensis, agente causal de la
Sigatoka negra en Musa. Este tipo de genes ERG
presentan un dominio conservado denominado
C2, el cual es parte de una proteina de membrana
dependiente de calcio, que interviene en la tra-

duccién de sefiales (12). c) La tercera sonda utili-
zada corresponde a un fragmento del gen de tau-
matina, una proteina de sabor dulce descrita por
primera vez en Thaumatococcus danielli Benth (13)
y que en banano es la proteina mas abundante en
el fruto maduro (14) (Genbank AF001528). La
familia de los genes de la taumatina incluye
miembros basicos con localizacion extracelular y
vacuolar que estan relacionados también con pa-
togénesis. Varios miembros de esta familia
muestran una significativa actividad inhibitoria
del crecimiento de hifas o de la germinacién de
esporas de varios hongos, probablemente por un
mecanismo de permeabilizacién celular (15).

En este trabajo se identificaron clones BI-
BAC contentivos de secuencias homologas a las
sondas marcadas radiactivamente, de los grupos
genéticos descritos anteriormente. Las perspecti-
vas futuras de este trabajo se centran en la carac-
terizacion de secuencias promotoras, terminado-
ras y secuencias UTR que permitan armar vecto-
res para la transgénesis en Musa.

Materiales y Métodos

1. Aislamiento y Verificacién
de las Sondas

Las sondas heterélogas de PsbR-PSII y
ERG3 se encuentran clonadas en el vector
pBluescriptll SK+ con una longitud de 492 pb y
710 pb, respectivamente (Tabla 1) (16).

Las construcciones de PsbR-PSII y ERG3
fueron usadas para transformar por separado E.
coli, DH5—a quimicamente competentes (17). Se
seleccion6 una colonia transformada y luego se
inoculé para hacerla crecer y extraer el DNA
plasmidico, siguiendo el protocolo de extraccién
por lisis alcalina (18). El plasmido con el inserto
clonado, se digirié con diferentes enzimas de res-
triccién para comprobar la presencia de la sonda:

a) La sonda de PsbR-PSII, de 492 pb flan-
queada por los sitios de corte Sall y Notl, tiene un
corte interno con Sall a 287 nucleétidos, origi-
nando 2 bandas, una de 287 y otra de 205, por lo
que se observan 2 bandas al digerir con Sall y
Notl (Figura 1).
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Tabla 1
Sondas utilizadas para la revision de la biblioteca genémica BIBAC de Musa acuminata (AA)
cv. Tuu Gia

Nombre proteina Longitud Vector Sitio de clonaje Numero de
del Inserto entrada GenBank
PsbR 492 pb pBluescriptll Sall (5) D49234
10k Not I(3))
ERG3 710 pb pBluescriptIl Sall (5) AF090698
Not I(3)
Taumatina 537 pb Amplificada AF001528
por PCR

b) La sonda de ERGS3, corresponde a un in-
serto 710 pb flanqueado por los sitios de corte
Sall y Notl (Figura 1).

c) La sonda de taumatina se obtuvo por
PCR especifica, mediante el disefio de oligonu-
cledtidos en regiones conservadas de la proteina
(13) (Genbank AF001528).

Directo (3071) 5 ACA/GTG/TGG/GCC/
GCG/GCC/GTG/CCT 37

Reverso (3072) 5 GAA/GAA/CCG/
GGA/GTA/GTC/GGT 3&

Se realiz6 una PCR con gradiente de tem-
peratura, entre 55 y 65°C para identificar la tem-
peratura de acoplamiento de los oligonucle6ti-
dos (Figura 2A). Luego, se comprob6 la identi-
dad de la banda amplificada mediante patrones
de restriccion, con Sall y Notl (Figura 2 B).

Posteriormente a las digestiones confirma-
torias y para extraer el inserto del plasmido, se
purificaron las bandas con GFX PCR DNA & Gel
Band Purification Kit (Amersham Biosciences),
para usarlas como sondas y proceder al marcaje
radioactivo.

2. Marcaje e Hibridacion de sondas

La sonda se preparé a 0,5 ng/ pL siguiendo
las instrucciones del sistema “Rediprime II
Ramdom” (Amersham Biosciences), utilizando
[¢-32P] ACTP (Amersham). Se anadié en un tubo
de hibridacién (Pyrex) 0,1 mL x cm? de solucién
de hibridacién (solucién de fosfato de sodio 0,25

287 pb
<— 205 pb

Figura 1. Digestién de los plasmidos
pBluescriptll SK+. a) Control
plasmido sin cortar del clon PsbR,
b) Plasmido del clon PsbR digerido
con Notly Sall, presenta un sitio
de corte interno con Sall, gene-
rando dos bandas, una de 287 pb
y otra de 205 pb. ¢) Marcador de
peso molecular: DNA fago Lamb-
da digerido con Hind Illy EcoR1 d)
Control plasmido sin cortar del
clon ERG3, e) Plasmido del clon
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Figura 2. 2A) Amplificacion por PCR de taumatina, utilizando diferentes temperaturas de aco-
plamiento, mostrando un fragmento de 537 pb. Marcador de peso molecular, 1 dige-
rido con Hind llly EcoR I, 2B) Patrones de restriccién del fragmento obtenido por PCR,
correspondiente a taumatina. a. Fragmento de taumatina 537 pb. b. Marcador de
peso molecular, escalera de 25 pb. c. Digestion con Notl (bandas de 446 y 91 pb). d.

MpH7.2;7% SDS; 1% BSA, 2,56 mM EDTA pH 8)
y se precalenté a 65°C, por 30 min. Luego se
prehibrid6 la membrana a la temperatura de hi-
bridacién 65°C, por al menos 30 min.

Posterior a la prehibridacion, se agrego la
sonda marcada al buffer de hibridacién. Se dejo
hibridar a 65°C unas 14 horas. Para el lavado de
las membranas se siguié un protocolo ya repor-
tado (17); primer lavado en 2X SSC, 0,1% SDS a
TA por 30 min, segundo lavado con 1XSSC, 0,1%
SDS a 65°C por 25 min y un tercer lavado en 0,1X
SSC, 0,1% SDS a 65°C por 25 min. La localizaciéon
de las moléculas hibridadas fue determinada por
autoradiografia.

3. Analisis Northern Blot

Se extrajo RNA total (19) de hoja, raiz, pul-
pay céascara de Musa acuminata (AAA) cv. Gran
enano. Fue utilizado tejido de pulpa y cascara del
fruto correspondiente al estado de maduracién 4
(PCI 4), de acuerdo a la escala de la maduracién
de frutos de banana indicado por el indice colori-
métrico de la cascara (PCI); la escala va desdeel 1
(fruto muy verde) hasta 7 (fruto amarillo con
manchas marrones) (Customer Services Depart-
ment, Chiquita Brands, Inc., Cincinnati, OH).

Ademés el PCI puede relacionarse con otros pa-
rametros bioquimicos y fisiolégicos asociados
con el estado de maduracién, como la biosintesis
de etileno y la tasa respiratoria, mostrando picos
en PCI 2 y PCl 4 respectivamente, en frutos trata-
dos con etileno (20).

Para comprobar la calidad del RNA extrai-
do, se evaluaron 12 mg RNA por electroforesis
en gel desnaturalizante con amortiguador
MOPS (1x), 17,5% formaldehido y 1% agarosa.
Las muestras fueron preparadas con 50% forma-
mida y 17,5% formaldehido (17). Se transfirio el
gel a una membrana de nylon Hybond-N
(Amersham Biotech.) mediante capilaridad, uti-
lizando 10X SSC, durante toda lanoche. Luego se
fij6 el RNA ala membrana en un horno de luz ul-
travioleta. La membrana fue hibridada por sepa-
rado con las tres sondas marcadas con [¢-32P]
dCTP (Amersham). La hibridacion fue realizada
durante 14 h a 65°C bajo las condiciones ya des-
critas (secciéon 2).

4. Biblioteca genémica de Musa
acuminata (AA)

Se utiliz6 una biblioteca gendmica de Musa
acuminata (AA) cv. Tuu Gia obtenida por Ortiz et
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al., (21). Con cada sonda se realizé el escrutinio
de tres membranas, conteniendo cada membra-
na 4.608 clones BIBAC, lo que corresponde a
13.824 clones revisados por sonda.

Resultados y Discusion

1. Aislamiento y Verificacién
de las Sondas

Las sondas de PsbR-PSII y ERG3 que fue-
ron extraidas del plasmido pBluescriptll SK+
rindieron los fragmentos del tamafio esperado
492 pb (287 + 205) y 710 pb, respectivamente (Fi-
gura 1).

La sonda de taumatina que fue obtenida
por amplificacién de un fragmento de 537 pb (Fi-
gura 2A) confirmé su identidad de acuerdo a
patrones de restriccion (Figura 2B).

2. Analisis Northern-Blot

Para demostrar la expresion tejido especifi-
ca delos tres genes evaluados, se realizé un ana-
lisis northen con las tres sondas por separado en
los RNA totales extraidos de cascara, pulpa del
fruto, hojas y raices de Musa acuminata (a) cv.
Gran Enano.

La sonda PsbR-PSII hibridé sélo con los
RNAs totales de hoja (Figura 3). Como es de es-
perarse, estos transcritos sélo se encuentran en
tejido fotosintéticamente activos debido a que
forma parte del centro activo del fotosistema II.

Conla sonda ERG3, no se detect6 seiial con
ninguno de los RNAs totales de los diferentes te-
jidos analizados. Esto confirma que la expresion
de este gen es inducida. Era de esperar no encon-
trar ningtn transcrito de ERG3, pues este gen se
activa o es inducido cuando el patégeno penetra
al tejido vegetal. El patégeno libera componentes
como oligosacaridos, proteinas o glicoproteinas
que activan la expresién de genes de defensa en
una cascada de sefializacién celular (22, 23).

Usando la sonda de taumatina se confirmé
la presencia de abundantes transcritos de tauma-
tina solo en cascara y pulpa del fruto con un indice
de maduracién 4 (PCI 4) (Figura 3). Estos transcri-
tos no fueron detectados en los otros tejidos anali-

C H P R

N

Figura 3. Analisis northern blot con RNA
total de varios tejidos de Musa
acuminata (AAA) cv. Gran Enano.
C cascara, H hoja, P pulpa, R
raiz, con las sondas de 1)
PsbR-PSII y 2) Taumatina. 3)
rRNAs ribosomales en gel desna-

w

zados, como hoja y raiz. Cabe destacar que otro
tipo de taumatinas TLP (Thaumatin-like proteins)
su expresion no estan confinadas a frutos, tam-
bién han sido identificadas en tejidos vegetativos
y en raiz, donde se incrementa su expresién por
tratamiento con metil jasmonato (15).

3. Escrutinio de la biblioteca genémica

El ensayo de hibridacién de un juego de
tres membranas de la biblioteca de Musa acumi-
nata (AA) cv. Tuu Gia, con las tres sondas marca-
das con [¢-32P]dCTP, correspondié a 13.824 clo-
nes BIBAC y esto represento el analisis de 2,2 ve-
ces el genoma haploide del cv. Tuu Gia (Figu-
ra 4), considerando que el genoma haploide de
Musa acuminata esta estimado en unas 600 Mb.

De esta manera, del anéalisis de 13.824 clo-
nes BIBAC con cada sonda, se identificaron seis
clones con la sonda de PsbR-PSII, un clon con la
sonda de ERG3 y veinte clones positivos con la
sonda de taumatina. El nimero de clones BIBAC
revisados permite identificar por lo menos un
clon BIBAC con cualquier gen buscado, si ese
gen existe en el genoma estudiado con una se-
cuencia con al menos 70% de homologia a la son-
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Figura 4. Revision de la biblioteca genémica BIBAC de Musa acuminata (AA) cv. Tuu Gia con la
sonda taumatina marcada con [¢-*P] dCTP. Temperatura de hibridacién y lavados

da utilizada. En el escrutinio también se pudo
haber pescado el mismo gen mas de una vez (2,2
veces).

Los clones BIBAC identificados con la son-
da PsbR-PSII, podrian corresponder a varias co-
pias del mismo gen. El complejo del fotosistema
[Ilocalizado en la membrana del tilacoide, dirige
el proceso de oxidacién de agua durante la foto-
sintesis. El nicleo del PSII contiene 12-14 protei-
nas de bajo peso molecular (<10kDa) con A-hel-
ices transmembranales, aunque a la fecha se han
identificado unas 18 subunidades asociadas con
el complejo PSII. La mayoria de ellas contienen
una regién transmembranal y una secuencia de
aminodcidos conservada entre los organismos
fotosintéticos (24).

La obtencién de un solo clon BIBAC con la
sonda ERG es de gran interés para el estudio de
las interacciones planta-patégeno. En arroz se
han aislado dos clones (OsERGla, OsERG1b)
que codifican para dos proteinas pequefias de
156 y 159 aminoécidos, respectivamente, a partir
de una biblioteca de expresién tratada con
inductores fungales. Los niveles de los transcri-
tos del gen OsERG1 aumentan considerable-
mente por elicitores fungales preparados a partir
de Magnaporthe grisea o por iones de Ca®* (12).

Ademas, se cree que estas dos proteinas se origi-
nan de un mismo gen y estan implicadas en vias
de senalizacién celular a través un dominio de
unién a la membrana dependiente de Ca*2, lla-
mado C2. Esta proteina OsERGI contiene un do-
minio C2 que interviene en el sistema de sefiali-
zacion de defensa de la planta (25)

El estudio del clon BIBAC identificado con
la sonda ERG3, nos permitiria ensayar como las
sefiales de un estrés (bidtico o abidtico) activan la
rapida expresion de una respuesta de defensa
sostenida por el metabolismo primario. La infec-
cién de plantas por microorganismos patégenos
y el subsiguiente establecimiento de enfermeda-
des implican cambios sustanciales en los patro-
nes bioquimicos y fisiolégicos. El andlisis de los
genes que se expresan durante estas interaccio-
nes representa una poderosa estrategia para ob-
tener una visién de los eventos moleculares que
ocurren en estos cambios. Es importante desta-
car que Musa acuminata (AA) cv. Tuu Gia, ade-
mas de ser resistente a Mycosphaerella fijiensis,
también es resistente a algunas razas de Fusa-
rium spp, hongo causante de el Mal de Panama en
banana (21); por lo que seria de gran interés en
un futuro analizar en este clon BIBAC la expre-
sién inducida por los hongos Micosphaerella fi-
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jiensis, Fusarium oxysporum u otros patdgenos
como nematodos.

El elevado niimero de clones BIBAC identi-
ficados con la sonda de taumatina se puede de-
ber a que esta sonda corresponde a una regién
conservada que pertenece a una familia de mul-
tigenes. Muchas plantas expresan proteinas que
son estructural y evolutivamente relacionadas a
la taumatina pero no poseen propiedades de sa-
bor dulce como la descrita originalmente y a su
vez son inducidas por una variedad de fitopa-
tégenos, a este tipo de proteinas se las denomina
TLPs (Thaumatin-like proteins). Las proteinas
relacionadas con la patogénesis (PR) estan divi-
didas en varios grupos: La familia PR-5 incluye
proteinas con cierto grado de homologia en su
secuencia de aminoacidos con taumatina, como
osmotinas (26, 27) y permeatinas (28). Ademas
existen varias formas protéicas de la taumatina
(L, 1L, 1IL, a, b, c) todas con una masa molecular
aproximada a 22 KDa (29, 30).

Las TLPs se diferencian por delecciones
cortas de secuencias de aminoacidos. Los anali-
sis a nivel de secuencias han revelado una homo-
logia sustancial entre TLP y taumatina, por lo
que los clones BIBAC obtenidos con la sonda de
taumatina podrian corresponder a diferentes
grupos de proteinas TLPs o taumatinas.

El anélisis de los clones BIBAC identificados
con las diferentes sondas utilizadas podria revelar
miembros de familias de genes asociados con re-
sistencia a estrés bidtico o abiético. Ademas, per-
mitiria el estudio estructural y funcional de genes
tejido-especificos, en subsiguientes investigacio-
nes.
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