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| Resumen G

El gen NPR1, denominado también NIM1 (non-
inducible immunity 1), codifica una proteina invo-
lucrada en Resistencia Sistémica Adquirida (SAR),
resistencia de amplio espectro, en plantas que so-
breexpresan una bateria de genes (PR) relaciona-
das a patogénesis. NPR1 es un regulador en la ruta
de transduccion de sefiales que inducen el SAR.
Investigaciones respecto al secuenciamiento de re-
giones de este gen en cultivo de palto son nulos.
Por tal motivo, se identificé una secuencia parcial
del gen NPR1 de Persea americana var hass “pal-
to”. Para el efecto, se extrajo el ADN de hojas tier-
nas de 43 individuos, se determino la calidad de
éste mediante espectrofotometria y electroforesis,
se realizé la amplificacién del ADN utilizando el jue-
go de primers NPR1-R1, NPR1-L2 y 18S, se se-
cuenciaron los fragmentos amplificados y finalmen-
te se comparo con la de otras especies mediante el
andlisis en BLAST. Los resultados mostraron una

\ Abstract QU

The NPR1 gene, also called NIM1 (non-inducible
immunityl), encodes a protein involved in Systemic
acquired resistance (SAR) as a broad-spectrum re-
sistance in plants and which is associated with the
upregulation of a battery of pathogenesis-related
(PR) genes. NPRL1 is a key regulator in the signal
transduction pathway that leads to SAR. Molecular
researches in sequencing of NPR1 gen on avocado
are null. In this survey a partial sequence of NPR1
gen from Persea americana “avocado” var Hass
was identified. DNA from young leaves of 43 plant
individuals was extracted and its quality was per-
formed by optical spectrophotometer and horizontal
agarose gel electrophoresis. In addition, DNA ampli-

calidad del ADN comprendida entre un valor de 1.4
y 2.6 (A260/A280), siendo 25 muestras las que pre-
sentaron valores comprendidos en el rango éptimo
de 1.7 a 2.0 con bandas electroforéticas definidas.
Con respecto a la amplificacion del ADN por PCR,
se observo amplificacion en 31 muestras y 12 no
amplificaron. La ausencia de amplificacion proba-
blemente seria por lisis ineficiente debido a la ele-
vada concentracién de polisacéridos en la muestra
0 por posibles alteraciones en la secuencia nucleo-
tidica en la region de anillamiento de los primers.
En referencia al secuenciamiento, se logré determi-
nar una region parcial del gen NPR1 constituida por
420 pb con 100% de similitud con especies vegeta-
les de importancia econémica.

Palabras clave: Persea americana var. Hass, gen
NPR1, region parcial.

fication using NPR1-R1, L2 and 18S-NPR1 primers
was sequenced and the sequenced fragments were
compared by BLAST analysis. Results showed that
DNA quality values were comprised between 1.4
and 2.6 (A260/A280) from which 25 samples had
optimal DNA quality values ranging from 1.7 to 2.0
by contrasting with conspicuous electrophoresis
bands. Gene amplification was observed in 31 sam-
ples and no amplification in 12. Absence of ampli-
fication is probably due to inefficient cell lysis and
increased concentrations of polysaccharides in the
plant samples, although alterations concerning nu-
cleotide sequences in regions of primers annealing
is not discarding. A partial region of NPR1 gene of
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420 pb and 100% of similarity with other plants spe-
cies was determined.

Keywords: Persea americana var. Hass, NPR1
gene, gene partial region

I. INTRODUCCION

Persea americana pertenece a la familia Lauraceas,
gue comprende mas de 50 géneros, originada en Mé-
xico, se extendio hasta Venezuela, Ecuador y Peru®
2, El palto posee valiosas propiedades alimenticias®
y en el Peru, ha experimentado un gran crecimiento,
ya que el afio 2010 se produjeron 148,900 tn de los
cuales 59,4 mil tn se exportaron, convirtiéndose en
uno de los cultivos de importancia econémica®.

Existen diversas variedades de palto, siendo la mas
importante la variedad Hass, por su buena calidad
frente a otras variedades®. Sin embargo, existen li-
mitaciones en la produccion, generada por diversos
factores tanto bidticos como abidticos. Frente a tales
factores se recurre a practicas de manejo quimico,
cultural y biolégico; sin embargo, estos controles no
han sido tan efectivos, por lo que se busca contra-
rrestar las enfermedades utilizando estrategias que
no dafien al medio ambiente y minimicen el control
quimica®.

El ADN es la molécula central, dirige la mayor parte
de las actividades fundamentales de la célula; para
su aislamiento y purificacién es fundamental contar
con métodos adecuados que permitan la obtencion
de ADN de excelente calidad’. Las técnicas molecu-
lares, tal como la PCR constituyen herramientas que
permiten establecer las relaciones filogenéticas?, la
identificacion de especies®, busqueda o creacion de
variedades resistentes, identificacion de secuencias
génicas involucradas con la resistencia, para poste-
rior seleccion de individuos resistentes®.La resisten-
cia es la capacidad para impedir o retrasar el desa-
rrollo de un patégeno, dependiendo de la presencia
de barreras y la respuesta activa que induce el pa-
tégeno®, por lo que su reconocimiento es el paso
inicial en cualquier interaccion directa planta-mi-
croorganismo. Por ello, la resistencia genética es la
herramienta que puede encontrar el hombre para la
proteccion de sus cultivos, debido a que se pueden
obtener variedades mejoradas que presenten resis-
tencia mas duradera!?. Cada planta contiene cientos
de genes R (resistencia) especificos para patége-
nos. En la década actual, se han podido clonar alre-
dedor de 40 genes R en plantas, utilizando técnicas
de clonamiento posicional, mutagénesis y mediante
amplificacién por PCR de dominios conservados. Di-
chos genes, codifican proteinas R que presentan alta
variabilidad en su especificidad, lo que ha permitido
a las plantas defenderse frente a la aparicion de nue-
vas razas de patdogenos®®.

Los fitopatégenos provocan dafios econdmicos en
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los cultivos a nivel mundial. Por eso, se ha puesto
énfasis a la investigacion centrada en la capacidad
innata de la planta de resistir la invasion por patdge-
nos'. La capacidad defensiva es dada por un elicitor
especifico, por el cual las defensas de la planta son
activadas. Las dos formas de resistencia son la re-
sistencia sistémica adquirida (SAR) y la resistencia
sistémica inducida (SIR), las cuales se diferencian en
la naturaleza del elicitor y las rutas de regulacion?®s 6.

La identificacion de genes reguladores para defensa
en plantas, generé evidencia de que estas usan va-
rios mecanismos de defensa para evadir diferentes
patégenos. Estos mecanismos son caracterizados
por las moléculas de sefalizacion 7. EI SAR es una
respuesta de defensa duradera que se induce por
infecciones localizadas y que le otorga proteccion a
las plantas contra un amplio espectro de patdégenos.
El gen NPR1 (non-expressor of PR1) desempefia un
papel fundamental en este tipo de resistencia, con-
trola la expresion de genes que codifican a las PR
, responde al Acido salicilico (AS) y al ataque por
patégenos, las plantas de algodén que contienen
este gen resultan resistentes a cuatro enfermeda-
des fungicas causadas por los hongos Verticillium
dahliae, Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum,
Rhizoctonia solani, y Alternaria alternata, asi como
al nematodo Rotylenchulus reniformis!®. La proteina
NPR1 se localiza en el citoplasma, estabilizada por
puentes disulfuro, teniendo que ser activada por el
AS. El NPR1 se disocia a un estado monomérico al
reducirse los puentes disulfuro'®? y es transportado
al nucleo donde interacciona con factores de trans-
cripcion de la familia TGA /OBF bZIP, estos factores
de transcripcién se unen especificamente a elemen-
tos CIS presentes en los promotores de genes PR-1
en respuesta al AS?1:2223,

Los factores bZIP participan en procesos relaciona-
dos con el desarrollo, procesos fisiolégicos, anaero-
biosis, el ataque de patégenos, la desecacion o las fi-
tohormonas?*.El NPR1, también llamado NIM1 (non-
inducible immunity1) es un gen que codifica para
una proteina de 65 Kd que contiene repeticiones de
ankyrina, por lo que se ha propuesto que NPR1 in-
teractuaria a través de estas repeticiones. Los facto-
res TGA estarian reconociendo la secuencia TGACG
presente en el promotor de genes de defensa como
las PR y glutation-S-transferasa (GST). Mutantes de
NPR1 en que se ha eliminado el dominio ankyrina,
pierden la capacidad de unir algunos TGA, por eso
los mutantes NPR1 de Arabidopsis son mas suscep-
tibles y algunos no son capaces de activar la expre-
sion de genes de defensa PR.

Utilizando silenciamiento génico postranscripcio-
nal, mediado por virus (VIGS), se determind que el
NPR1 es un factor esencial para la ruta de defensa
mediada por el receptor N en tabacos resistentes al
virus del mosaico tabaco, la sobreexpresion del gen
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NPR1, bajo un promotor constitutivo (35S del CaMV) aumenta la resistencia a varios patégenos bacte-
rianos.?>%27 | as PR se acumulan en las células durante y después de una infeccién siendo resistentes
a las proteasas. Algunas de las PR poseen actividades tal como de 3-1,3-glucanasas (PR-2) y quitinasas
(PR-3), su alta expresion tiene una funcién importante en la defensa contra patégenos que contienen
B-1,3 glucano y quitina® 2°. Se ha demostrado que la sobreexpresion de NPR1 en arroz confiere una
mayor resistencia frente a la bacteria Xanthomonas oryzae pv.oryzae®. El estudio de la expresion del
gen NPR1 puede conducir a la identificacion de nuevos componentes y mecanismos importantes para la
activacion de la respuesta de defensa de la planta3. Por lo tanto, existiendo genes como el NPR1, que
aln cuando sus productos no poseen una actividad antibiética directa, codifican para proteinas que par-
ticipan en la sefializacién de la respuesta defensiva, regulando etapas de la cascada de sefalizacion®%;
habiendo sido identificado en diferentes especies vegetales, tales como Capsicum annum?®, Ipomoea
batatas®®, Musa acuminata *¢, Nicotiana glutinosa®, Oriza sativa®, Populus trichocarpa®; excepto en
Persea americana var hass “palto”, por lo que se identificé una secuencia parcial del gen NPR1 en Per-
sea americana var hass “palto”, lo que en el futuro facilitara la busqueda de ejemplares genéticamente
resistentes a patdgenos.

Il. MATERIAL Y METODOS

1. MATERIAL BIOLOGICO: Correspondi6 a hojas tiernas de Persea americana var hass “palto”,
que fueron recolectados mediante un muestreo aleatorizado simple del fundo Fruzol de la Em-
presa Agroindustrial Camposol, ubicado en Viru.

2. METODOS Y TECNICAS

Disefio de primers degenerados: Se realizé tomando en cuenta las secuencias de los genes de inte-
rés NPR1 publicados en la base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI) 4
de diferentes especies como musa acuminata, ipomoea batatas, capsicum annum, nicotiana glutinosa,
oriza sativa, populus trichocarpa; luego las secuencias se guardaron en formato fasta, para realizar un
alineamiento multiple de éstas en el programa mega 5, posteriormente se identificé las regiones alta-
mente conservadas, las que se llevaron al programa primer 3*'.

Tabla N°1. Iniciadores disefiados mediante el programa primer 3 para amplificar
una secuencia parcial del gen NPR1 en Persea americana var hass “palto”.

Primer Sentido Secuencia 5' - 3'

L(Left)

R(Right)
NPR1-L2 L AACACGTNAAGAGRATACAYAGRGC
NPR1-R1 R CYCTTCTTTCWGCTTGCTCYA

Extracciéon de ADN de hojas de Persea americana var hass “palto”: EI ADN fue extraido de hojas
tiernas siguiendo el protocolo de extraccion de ADN gendmico a pequefia escala (CIP 1997, modifica-
do), para lo cual, se colocé en un mortero agregandole nitrégeno liquido y macerandose; luego fueron
colocados en un microtubo y se agrego 750 pl Buffer de extraccion CTAB 2X; y 2ul de B-mercaptoetanol
luego, se incubod a 65°C durante 1 hora. Se agreg6 700 pl de una solucion de cloroformo: alcohol isoa-
milico (24:1) y se centrifugd a 14000 rpm durante 15 min. Se transfirié el sobrenadante a un nuevo mi-
crotubo agregandose 75ul CTAB 10X. Se agregd 700 pl de cloroformo alcohol isoamilico, se centrifugd
a 14000 rpm durante 15 min, se transfirid el sobrenadante a un nuevo microtubo; luego se agregd 500
pl de isopropanol y se incubd a -20°C durante 1 hora. Se decanto el isopropanol. EI ADN fue precipitado
con 400 pl de etanol al 70%, se volvié a centrifugar, se eliminé el etanol, se seco el pellet y el ADN fue
resuspendido en 50 pl de buffer TE (10:1) y fue tratado con 1 yl de ARNasa e Incubado a 37°C en un
termostato durante 1 hora.

Determinacion de la calidad y cuantificacion del ADN de Persea americana var hass “palto”
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Cuantificacion de ADN total: Se realizé6 mediante el espectrofotémetro con el cual se transfirié 2ul de
ADN a un microtubo y se afiadié 98 ul de T.E, luego se agrego 100 ul de T.E como una solucién blanco
a una de las celdas del espectrofotometro y 100 ul de la muestra a la otra celda y asi se determin¢ la
absorbancia de cada muestra.

Electroforesis de ADN en gel de agarosa

Preparacion de Gel Agarosa 1%: Se pes6 1.2gr de agarosa en una balanza analitica y luego fueron
diluidos en 120 ml de TAE. Se llev6 al microondas por 1.5 minutos. Se dejo enfriar 20 minutos a T° am-
biente. Se agregd 6ul de bromuro de etidio, se homogenizd y se virtié el contenido en un molde. Se dejé
solidificar por 30 minutos aproximadamente.

Visualizacion de bandas electroforéticas: Se tomo 5 ul de ADN gendmico y 1ul de 6X DNA Loading-
Dye, luego se cargo al gel de agarosa. El corrido electroforético se realizé en camaras horizontales a
80V durante 30 minutos, se utilizé como tampdn de corrida una solucion TAE 1X, y se observo en el
transiluminador.

Amplificacion de la secuencia parcial del gen NPR1 de Persea americana var hass “palto” por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): Se utilizaron primers degenerados NPR1-R1; NPR1-L2;
se trabajé en un volumen de 50 pl para cada reaccion. Este consistié en mezclar 5 yl de PCR buffer
[10X/ul ], 6 pl de MgCI2 [ 25 mM/ul 1,1 pl de ANTPs mix [10 mM/ul ], 1 ul de primer forward [ 30 pM/pl
1,1 pl de primer reverse [ 30 pM/ul 34.75 ul de agua ultra pura, 0.25 pl de taqg DNA polimerasa [ 5 U/pl ]y
1ul de ADN; en efecto, se sigui6 el mismo procedimiento para 18S (control interno), control negativo. La
amplificacién se realizé en un termociclador y las condiciones del programa fueron 95 °C por 5 minutos
seguido de 40 ciclos de 95°C por 40 segundos, 58°C por 45 segundos, 72°C por 45 segundos seguido
de una extension de 72°C por 9 minutos, finalmente a 4°C.

Electroforesis de la secuencia parcial del gen NPR1: Se realizé en un gel de agarosa al 1,5% en
un buffer TAE 1X corrido a 80 voltios durante 45 minutos. Se utiliz6 marcador de peso molecular (100
pb) al igual que controles positivos (18S) y negativos. Estos geles fueron visualizados en un transilu-

minador de luz UV y documentados mediante un fotodocumentador Biorad® Modelo Universal Hood |

Preparacion de la muestra para la secuenciacion: Los productos obtenidos de la amplificacion fue-
ron diluidos en agua ultrapura a una concentracion de 1/10, 1/6; luego, fueron enviados para el se-
cuenciamiento respectivo, a la compafia Macrogen Corp, en Maryland, E.U.A. Los resultados fueron
remitidos via correo electrénico en formato pdf. La lectura y analisis de las secuencias se realizaron con
los programas Blast Nucleotide and National Center for Biotechnology Information (NCBI) disponible en
http://www.blast.ncbi.nIm.nih.gov/

Ill. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla N°2: Valores de pureza de ADN extraidas de hojas de Persea
americana var hass “palto” obtenidos por espectrofotometria expresa-
das en larazén de absorbancia 260/280

Muestra Ratio Muestra Ratio
1 217 23 217
2 2.40 24 1.96
3 2.52 25 1.81
4 2.52 26 1.93
5 1.40 27 1.90
6 1.60 28 1.88
7 2.29 29 1.99
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8 2.26 30 1.98
9 2.20 31 1.8y
10 2.66 32 1.85
11 2.00 33 1.86
12 2.00 34 2.00
13 1.98 35 243
14 1.86 36 2.00
15 1.89 37 163
16 1.97 38 1.7%
17 1.60 39 195
18 1.66 40 1.83
19 2,57 41 1.86
20 2.40 42 1.86
21 2.33 43 193
22 1.65

Los resultados obtenidos realizados a cada una de las muestras de ADN extraida se
muestran en la tabla 2, donde la calidad del ADN estuvo comprendida entre un valor 1.4
y 2.6 (A260/A280). Siendo los individuos 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31. 32, 33, 34, 37, 38, 39, 40, 41, 42 y 43 los que presentaron valores comprendidos
en el rango optimo de 1.7 a 2.0, lo que reflejaria el buen estado de pureza del ADN, libre
de contaminantes celulares*. Pero los individuos 1, 2, 3, 4, 7,8, 9, 10, 19, 20, 21, 23
y 35 presentan valores superiores a 2.0, lo que significaria que hay ARN disperso; en
tanto las muestras de los individuos 5, 6, 18 y 22 presentan valores inferiores a 1.7; lo
© 9 90 i1isisasisas a0 10 2o racciones de membranas o fenol.

Figura N°1: Calidad de ADN extraido de hojas Persea americana var hass “palto” de 43
muestras mediante la técnica de electroforesis en de gel agarosa al 1%. C.E= control
de extraccion

I N MYTRPAPAN julio - diciembre 2015 445



Fdtima Zavala de la Cruz, Fiorela H. Lujan Gonzales, Luis A. Villegas Sdanchez

446

Se observa el patron de bandas de ADN de 43 muestras de hojas de Persea americana var
hass “palto” separados por electroforesis, en donde se muestran bandas definidas, con ausen-
cia de degradacion, en los individuos 1, 11, 13, 14, 24, 25, 27, 29, 30, 31, 38, 39, 40, 41,42y
43; asi también, bandas tenues de los individuos 2,3,4,7, 8,9, 10, 12, 15, 16, 26, 28, 32, 33, 34,
35, 36 y ausencia de bandas en los individuos5, 6, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23y 37. Las bandas
electroforéticas de ADN con mayor intensidad asi como los tenues, esta directamente relacio-
nado con la calidad, pues, a mayor tamafo de banda y definicion en el gel, entonces la calidad
del ADN extraido es mayor; bandas de tamafio pequefio y difuminadas en el gel indican mala
calidad del ADN y un alto grado de degradacién“; lo que se deberia a factores que afectan la
calidad del ADN como las variaciones del ph, temperatura, actividades nucleasas, errores en
la etapa de lisis y en la remocién de contaminantes*5¢; es por ello, que diversos autores han
resaltado la importancia de la seleccion de un método adecuado de extraccion del ADN para
obtener resultados confiables #7.

Figura N°2: Amplificacién de ADN por PCR con el primer NPR1-R1, NPR1-L2 y el control inter-
no 18S en un gel de agarosa al 1.5% , MP (marcador de peso molecular 100pb), C.E (control
de extraccion ), C.N ( control negativo) .
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Se muestran las bandas electroforéticas de la amplificacion del ADN por PCR obtenidas con
los juegos de primers NPR1-R1, NPR1-L2 y 18S donde se observa que hubo amplificacion del
ADN de 31 individuos, de los cuales los individuos 1, 3, 4, 7, 9, 10, 24, 28, 35 y 36 mostraron
bandas tenues. También se observé que no amplificé ninguno de los controles negativos. El
tamafo de los fragmentos obtenidos estuvo en el rango de 355 y 450 pb. La amplificacion de
la secuencia parcial del gen NPR1 en Persea americana var hass “palto” esta determinado por
factores como la temperatura de hibridaciéon y el numero de ciclos. A elevadas temperaturas
se disminuye la estabilidad de la hibridacion entre el ADN molde y el primer; en cambio, a ba-
jas temperaturas, ambas moléculas se alinean de manera més estable, pero permite hibridar
secuencias que no sean complementarias, lo que proporcionara amplificaciones inespecifi-
cas.48. En consecuencia, para evitar resultados negativos debido a inhibiciones de la reaccién
de amplificacion o degradacién de la muestra, se introduce un juego de primers18S que es el
gen de la unidad ribosomal 18S que amplifica una region de ADN que esta presente en todos
los individuos49. También se emplean controles negativos, como el control de extraccion, que
permite evaluar eficiencia en la extraccion de ADN y el control de PCR, que, en este estudio,
muestra ausencia de bandas en el gel de agarosa, lo que indica la ausencia de contamina-
cion50. En la amplificacion del ADN por PCR con el juego de primers NPR1-R1, NPR1-L2,
mostrado en la figura 2, se observa que las muestras de los individuos 1, 3, 4, 7, 9, 10, 28, 35
y 36 presentan una amplificacion disminuida evidenciado por bandas electroforéticas tenues,
esto se deberia a diversos factores como a la baja estabilidad del ADN, lisis insuficiente de los
tejidos, desnaturalizacion del ADN polimerasa o quelacion de los iones magnesio requeridos
en la reaccién51. Por otro lado, estan los contaminantes procedentes del propio proceso de
extraccion de ADN que pueden llegar a inhibir las reacciones de PCR.

De otro lado, las bandas electroforéticas bien definidas, con mayor grosor e intensidad de las
muestras de los individuos 11, 12, 13, 14, 15, 16, 24, 25, 26, 27, 29, 31, 32, 33, 34, 38, 39, 40,
41, 42 y 43 (figura 2) evidencian una buena amplificacion del ADN la que esta relacionada a
condiciones adecuadas de los componentes del master mix y a una buena extraccion de ADN.
Es por ello que la calidad y cantidad de ADN son condiciones indispensables para garantizar la
correcta amplificacion de la secuencia parcial del gen NPR15%2. La no amplificacién del ADN de
los individuos 5, 6, 17,18, 19, 20, 21, 22, 23, y 37 que se evidencia por la ausencia de bandas
electroforéticas (figura 2) se deberia a la falta de material genético por errores en el proceso
de la extraccién de ADN (figura 1) como es una probable lisis ineficiente debido a la elevada
concentracion de polisacaridos de la muestra®®.La no amplificacion del ADN de los individuos
2, 8 y 30 que se evidencia por la ausencia de bandas electroforéticas (figura 2), a pesar de
tener material genético (figura 1), probablemente se deberia a alteraciones de la secuencia
nucleotidica en la region flanqueada por los primers usados en la identificacién de la secuen-
cia parcial del gen NPR1, lo que conllevaria a la ausencia de anillamiento especifico con una
consecuente ausencia de amplificaciéon de ADN. Estas alteraciones o mutaciones afectarian
a la capacidad inherente de la planta a la resistencia a patdgenos, tal como se demostré en
Arabidopsis en el que se identifico ungen NPR1 mutante incapaz de activar la expresion de
genes de defensa PR haciendo a las plantas mas susceptibles a pat6genos?

ACACGTGAAGAGGATACACAGGGCTCTTGATTCTGATGATGTCGAACTATTGAGGATG
TTGCTGAAGGAGGCACCAATTACTTTGGACGATGCATATGCACTGCACTATGCAGTGG
CATATTGTGACTCAAAAGTTACCGCAGAACTTCTAGATATCGGGCTTGCTGACGTTAAT
CATAAAAATCCTAGGGGATACACCGTACTCCACTTAGCTGCTATGAGGAGAGACCCTA
AAATCATTGTGTCTCTTCTAACAAAGGGGGCTCGGCCATCGGAGCGCACCTCAGATGG
AAGGAATGCACTTCAAATATCCAAGAGGCTCACCAAGTTTGCGGATTACTACACGCCTA
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Figura N°3: Secuencia parcial del gen NPR1 en Persea ameri-
cana var hass “palto” constituido de 420 pb
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Figura N°4: Similitud de la secuencia parcial del gen NPR1 de Persea americana var
hass “palto” con los genes NPR1 de diferentes especies de plantas mediante el analisis
del programa Bioinformatico BLAST.

PREDICTED: Brachypodium agulatory protein NPR1-lik

3
PREDICTED: Vitis vinifera regulatory protein NPR1-like (LOC10025 225 328 100% 1e-36 77% U G M|
vitis vinifera, whole genome shotgun seguence, contig Wv78X072 225 25 100% Le-28 TF%
Solanum lycopersicum cOMA, clone: LEFLIO3I3BEDT, HTC in leaf 220 320 10:0% £e-35 T7%
Solanum lycopersicum non-inducible immunity 1 (NIM1], mRNA =g 320 20 100% 6a-35 7% 1G]
Doa3izif.i Micotbana tabacum NPRL mRNA, complate cds 36 Bl 100% Fe-24 T
EF441289.1 Nicobana attenuata NPRL mANA, complete cds 207 307 100% 4e-81 75
| AMIT0559.1 Capsicum chinense partial mRMA for NFRL protein 30z 02 100%: 2e-78 5%
| DOBABTES.1 Capsicum annuum NPR1 (NPR1) mRNA, complete cds 02 202 100% 2e-79 Ta% m
(HMI17IE9.1 Theobroma cacao non-expressor of PR1 {NPR1) gene, complete ¢ 283 283 100%s Be-77 5%
FI043875.1 Nicotiana glutinosa nonexprassor of PR gene, partal cds 289 288 100% 1=-75 5%
EUL39477.1 MNicobana glutinosa MPR1 mRMNA, complete cds 239 28% 100% La-75 75%
AFAB04ER.1 Nicotana tabacum NPRL mRMA, completa cds 289 ) 100% te-75 T5% m
| AYSS0242.] Carica papaya NPR1 [MPR1) gene, exons 1, 2 and partial cds 280 280 100% Se-73 75%
| AYS48108.1 Carica papaya MPR1 [(NPR1) mRNA, partal cds 280 a0 100% Se-73 7% m
BT066708.1 Faa mays full-length cOMA clone ZM_BFDODS4D21 mRNA, complat 5 275 97% 2e-7E 7% [!]
NM QU1158635.1  Zea mays LOC100285744 (umci814), mRNA =gb|EUS73673.1] Ze 271 an 97% za-70 75% m
AMOS0559.1 Hordeum vulgare NH1 gene for NPRL-like 1 protein, exons i-4 268 268 95% 3e-58 T5%
EM 0025120811 Ricnus communis Regulatory proten NPR1, putative, mRNA 265 266 100% Le-58 4% E
XM _002454965.1  Sorghum bicolor hypothetical protein, mRNA 256 266 95% te-53 7% jU G
HMI51169.3 Oryza sabiva Japonica Group cultivar Dongjin putative NPR1-liks £ 262 262 100% 1e-67 T4% m
D4as0948.1 Oryza sativa (japonica cufbvar-group) ankyrin-repeat protein (MNP 282 282 100%s le-g57 4% |G}
Dg450947.1 Oryza sativa {japonica cultivar-group) ankyrin-repeat protein (NF 262 262 100% 1e-57 Ta% =
NM 0010488210 Oryza sabwva Japonica Group Os01g0194300 (0s01g0194300) mRP 262 262 100% le-57 T4% ju G
| BOH25845 1 Musa acuminata MPR1-like protein (NPR1A) mRANA, complete cds 283 262 100%e Le-57 Ta%
ARIZ07IS, Oryza sativa Japonica Group cDNA clone:1022002C09, full insert ¢ 262 262 100% 1e-67 T4% I!E
APONI537.2 Oryza safiva Japonica Group genomic DNA, chromosome 1, PAC © 2632 262 100% Le-57 4%
APDOZFAE.2 Qryza sativa Japonica Group genomic DA, chromosome 1, PAC © 262 262 100% 1e-57 T4%
GUFI21E0.1 Cryza sativa Indica Group culbivar Gui29 ankyrin-repeat proten (| 250 250 0% 2e-86 T4 m
GUTI2156.1 Oryza sativa Indica Group cultivar Guig9 ankyrin-repeat protein {1 258 238 100% 2e-86 Ta%
EF130039.1 Ip L regulatory protein NPR1 {NPR1) mRNA, complets 5 259 100% 2e-66 74%
AYE23585.1 Oryza sativa (indica cultivar-gro NER1-jike 1 m complete 258 5% 100% 2e-66 T4% i!]

La secuenciacion de los productos de PCR tiene por objetivo identificar diferencias en la cadena
de oligonucledtidos que permita distinguir la especie en estudio, lo que requiere la utilizacion de
programas bioinformaticos, necesarios para la secuenciacion de los fragmentos generados por el
juego de primers NPR1-R1, NPR1-L2 considerados en este estudio. Dicha secuenciacién permitio
identificar la secuencia parcial del gen NPR1 en Persea americana var hass “palto” , la que se
encuentra constituida por 420 pb(figura 3) y que comparativamente es menor al tamafio comple-
tamente secuenciados de genes NPR1 en Vitis vinifera (1989 pb)®, Brachipodium tabacum (1752
pb)®s, Nicotiana tabacum (2027 pb)®¢, Nicotiana glutinosa (1935 pb)*, Nicotiana attenuata (1767
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pb)%7, Capsicum annum (2191 pb)*, Theobroma cacao (4880 pb)% y Oriza sativa (4279 pb)3®. Cuando se
compard esta secuencia parcial del gen NPR1 en Persea americana var hass “palto” con secuencias de
otras especies, mediante el programa bioinformatico BLAST, se observé la similitud en un 100% con Vitis
vinifera, Brachipodium tabacum, Nicotiana tabacum, Capsicum annum, Nicotiana glutinosa, Carica papa-
ya, Theobroma cacao, Oriza sativa (figura 4), Por lo tanto las bandas (amplicones) observados realmente
correspondieron a la secuencia parcial del gen NPR159.

IV. CONCLUSIONES

La secuencia parcial del gen NPR1 de Persea americana var hass “palto” consta de 420 pb utilizando el
juego primers NPR1-R1, NPR1- L2.

La secuencia parcial del gen NPR1 de Persea americana var hass “palto” muestra similitud con los genes
NPR1 de diferentes especies vegetales
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