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as coniferas son organismos longe-

vos que deben enfrentar una gran
cantidad de patdgenos y herbivoros a
lo largo de su vida, y dependen de un
sistema de defensa especiaizado que a
su vez, depende de la accién conjunta
de diversos genes, algunos de |os cua-
les se han descrito para géneros de la
familia Pinaceae como Picea, Pinusy
Pseudotsuga, pero ninguno para Abies
(Nishimuray Somerville, 2002; Bone-
llo et al., 2006; Ralph et al., 2006; Jo-
nesy Dangl, 2006; Gonzdl ez-Martinez
et al., 2006; Sturrock et al., 2007).

Existen cuatro grandes familias de
genes de defensa que se han descri-
to en coniferas, éstas son: (1) genes
que controlan la composicion de la
oleorresina como los terpenoides, (2)
genes que controlan la produccion de
proteinas de resistencia TIR-NBS-
LRR, (3) genes que controlan las pro-
teinas dirigentes DIR y (4) genes que
controlan las proteinas relacionadas
con la patogénesis PR (Hamberger et
al., 2009).

La secrecion de oleorresing, que es
una mezcla de terpenoides, constituye
una forma de defensa quimica y me-
canica de las coniferas ante € ataque
de parasitos (herbivoros y patégenos).
Particularmente, cuando el atacante es
un herbivoro (insectos descortezado-
res), los terpenoides acttian como toxi-
nas para €l agente invasor, evitan la
oviposicién y la obtencion de alimen-
to, y pueden ademas, emitir compues-
tos volatiles que atraen a depredadores
de los invasores, una forma de defen-
sa indirecta (Vieira dos Santos et al.,
2002; Keeling y Bohlmann, 2006; Le-
tousey et al., 2007; Swarbrick, 2008).
Durante €l ataque de estos organismos,
|os genes que regulan la produccién de
estos metabolitos de defensa son sobre
regulados; es decir, aumentan su acti-
vidad, de tal manera que se produce
unamayor cantidad de terpenoides que
¢l &rbol exuda, creando una barrera de
defensafisicay quimicaen €l sitio de
ataque (Funk et al., 1994). Los oyame-
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les presentan un gran nimero de ca-
nales de resina comparados con otras
coniferas, estos canales son estructu-
ras multicelulares rodeadas por capas
decélulas epiteliales, lapared de estas
células se engrosa y lignifica durante
el desarrollo (Lewinson et al., 1991).
Es precisamente la lignificacién otra
respuesta de defensa que es controla-
da por otra familia de genes: los que
controlan la produccién de proteinas
dirigentes (DIR; Ralph et al., 2006).

Las plantas no tienen un sistema
circulatorio que pueda transportar cé-
lulas fagociticas, pero si mecanismos
de defensa en cada una de sus célu-
las; por ejemplo, pueden modificar la
composicion de sus paredes para evi-
tar la entrada de patdgenos, dado que
disponen de receptores celulares que
reconocen la presencia de moléculas
extrafias, o pueden inducir la sintesis
de ciertas moléculas de defensa como
las proteinas relacionadas con la pa-
togénesis (Nishimura y Somerville,
2002).

Las proteinas DIR estan involucra-
dasenlaformacion deligninay ligna-
nos, moléculas que forman parte de la

pared celular y tienen propiedades an-
timicrobiananas, antivirales, antioxi-
dantes y citotoxicas; poseen por tanto,
capacidad de defensa ante ataques de
patégenos. Laactividad de estos genes
suele ser sobre regulada durante un
ataque (Davin and Lewis, 2000; Ralph
et al., 2006; Ralph et al., 2007; Zhu et
al., 2007) y pueden actuar en conjunto
con otrafamilia de genes, los genes de
resistenciade lafamiliaNBS-LRR.
Las plantas poseen mecanismos
de inmunidad innata que les permi-
ten defenderse de ataques. Este tipo
de defensa es mediada por receptores
celulares especializados que tienen la
capacidad de reconocer moléculas no
propias (de manera semejante a como
actla €l sistema de inmunidad innata
en animales). Estos receptores, [lama-
dos NBS-LRR (Nucleotide Binding
Ste-LeucineRich Repeat, por sus si-
glaseninglés), son codificados por los
genes de resistencia (R) y su funcion
en la inmunidad de las plantas es €l
reconocimiento de moléculas produci-
das por €l agente patégeno, mediante
una interaccion llamada gen por gen;
es decir, interactian € gen R de la
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plantay un gen del patdgeno, llamado
gen de avirulencia, que reconocera el
receptor NBS-LRR. Esta interaccion
produce una respuesta |lamada hiper-
sensible en la planta, la cual consta de
numerosas reacciones en la célula que
conducen ala muerte celular (suicidio
celular), en el sitio de la infeccion, y
que tiene como objetivo primario im-
pedir e crecimiento y dispersion del
patégeno (Meyerset al., 1999; Bogda-
nove, 2002; Tameling y Joosten, 2007;
Caplan et al., 2008). El suicidio celu-
lar durante un ataque es regulado por
otro tipo de genes, que regulan la pro-
duccion de las proteinas relacionadas
con la patogénesis (PR). La familia
de genes PR codifican proteinas que
se vuelven muy activas durante una
infeccion, su actividad se incrementa
en presencia de patbgenos como Virus,
bacterias, hongos, nematodos, y tam-
bién por insectos y herbivoros. Estas
proteinas se acumulan en el sitio dein-
feccidn y estan directamente asociadas
con la resistencia sistémica adquirida
(SAR), lacual esuntipo deresistencia
gue adquieren los tejidos después de
pasar por procesos de muerte celular
(respuesta hipersensible), gracias a la
acumulacion de écido salicilico y pro-
teinas PR. Existen 17 grupos de genes
PR, segln su tipo de accién en respues-
taaun patégeno (p. g. lafamiliaPR-3
incluye quitinasas y la PR-9 incluye
peroxidasas), la mayoria descritas en
plantas de cultivo, en las coniferas se
ha descrito solamente lafamilia PR-10
(Ekramoddoullah et al., 2000; Liu 'y
Ekramoddoullah, 2004; Edreva, 2005;
van Loon et al., 2006). Los genes de
esta familia codifican proteinas que
aumentan su actividad en presencia de
hongos, por heridas mecanicas (como
las que causan los insectos) o estrés
por metales, y en ella estan incluidas
un grupo particular de proteinas rela-
cionadas con las ribonucleasas (fami-
liaPR-10).

El Area de Proteccion de Flora y
Fauna Nevado de Toluca (APFFNT)
es un Area Natural Protegida (ANP)
formada por bosques de coniferas:
pino (Pinus hartwegii Lindl., Pinus
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montezumae Lamb.) y oyamel (Abies
religiosa (HBK) Schid. & Cham.). El
bosque de oyamel forma una comu-
nidad mas densa en comparacion con
los bosques de pino, con un alto vo-
lumen de germoplasmay con estratos
arbustivos, herbaceos y rastreros que
contienen una mayor diversidad bio-
|6gica, el gran follgje de los oyame-
les proporciona ademas un ambiente
de sombra y humedad que permite
la proliferacion de hongos, musgos,
helechos y hepaticas (Sanchez-Gon-
zélez et al., 2005; Rzedowski, 2006;
Sierra, 2009). Esta condicion de hu-
medad en el bosque se vuelve nega-
tiva cuando se derriban los érboles y
se degjan restos o desperdicios dentro
del bosque, ya que se favorece lain-
festacion de arboles en pie por hon-
gos u otros organismos que pueden
causar enfermedades (Sierra, 2009).
El APFENT enfrenta la tala inmode-
rada eilegal, durante la cual, ademas
de extraerse grandes cantidades de
arboles con la mejor constitucion,
se dejan aquellos enfermos o parasi-
tados, lo que fragmenta el hébitat y
facilita la dispersion e incidencia de
parésitos de las coniferas (Candeau
y Franco, 2007). El bosgue de oya
mel en este sitio presenta inciden-
cia de escarabajos descortezadores
(Pseudohylesinus variegatus) y de
muérdagos enanos (Arceuthobium
abietis-religiosae), este Ultimo es,
considerado por algunos especialis-
tas, uno de los més destructivos pa-
résitos de coniferas, ya que reduce €l
crecimiento, la calidad de la madera
y produccion de semillas; ademas,
predispone a arbol al ataque de otros
parésitos, comiunmente descorteza-
dores (Hull y Leonard, 1964; Scharpf
y Parmeter, 1982; Maloney y Rizzo,
2002; Cibrian-Tovar, 2007).

Este estudio pretende determinar
secuencias especificas de genes de
defensa de Abies religiosa, las cuales
posteriormente puedan ser utilizadas
en un estudio de expresién genética
de esta especie, paraayudar aintegrar
un plan de control de muérdago ena-
no y descortezadores con base en la

existencia de distintos tipos de expre-
sién de los genes mencionados. Como
primer paso, para poder estudiar la
expresion genética de A. religiosa, se
disefiaron cebadores especificos para
esta especie, ya que a la fecha no se
han reportado secuencias de genes de
resistencia de A. religiosa. Para esto,
se colectaron aciculas de A. religiosa
en el APFFNT, las colectas seredliza-
ron en sitios donde hay fuertes infes-
taciones de Arceuthobium abietis-reli-
giosaey presenciade Pseudohylesinus
variegatus, entre los 2,197-3,264 m
s.n.m. El tejido se guardd en bolsas de
plastico y en hielo hasta su traslado al
laboratorio, donde se amacenaron las
bolsas con € tegjido a-20 °C.

El tgjido se lavé con etanol al 70%
y posteriormente se extrajo € DNA
con el método de CTAB (Zhou et al.,
1999). En la base de genes del Centro
Nacional de Informacién Biotecnol 6-
gica (NCBI, por sus siglas en inglés),
se seleccionaron secuencias de genes
de defensa de diferentes especies de
coniferas, aguellas que filogenética-
mente estdn més relacionadas con el
género Abies, de acuerdo alafilogenia
propuesta por Wang et al. (2000): La-
rix, Tsuga y Pseudotsuga. Se utiliza-
ron secuencias de mRNA con €l fin de
evitar, en lo posible, la amplificacién
de intrones. Se utiliz6 €l programa
Primer 3 (Untergasser et al., 2012)
para disefiar los cebadores directo e
inverso. El primer par de cebadores
fue disefiado a partir de la secuencia
de mRNA de una abietadieno sintasa
de Abies grandis (Steele et al., 1998),
el segundo se disefi6 a partir de una
secuencia de mMRNA de una proteina
DIR de T. heterophylla, para el terce-
ro se utilizd la secuencia de mRNA
de una PR-10 de P. menziesii y, para
el cuarto par se utilizé la secuencia
MRNA deunaNBS-LRR deL. kaemp-
feri (Cuadro 1). Todos los cebadores
fueron sintetizados por Sigma-Aldri-
ch. Se realiz6 la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR, por sus siglas
en inglés) con DNA de A. religiosa y
los cebadores disefiados. Las condi-
ciones de cada PCR se estandarizaron
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Cuadro 1. Genes relacionados con la defensa de Abies religiosa. AS: abietadieno sintasa, DIR: proteina dirigente, PR-10: proteina relacionada
con la patogénesis de la familia 10, NBS: proteina de resistencia. Se presentan los cebadores utilizados para amplificar la secuencia de nucleéti-
dos, asi como el intervalo y longitud de pares de bases de la proteina traducida.

Nombre Cebadores Secuencia de nucleétidos Intervalo  Longitud Traduccion (proteina
del gen (pb) relacionada con la defensa)
AS 5’-cctgtgttggagaaggtggt-3' (Fw) ttgataccttcagattcgctttcttcttctacatt 104-313 210 MIPSDSLSSSTLVKREFPPGFWKD
5’-gatgctgcaaccttgtgaga-3' (Rv) ggtgaaacgagaatttcctccaggattttgg DLITTLTSSHKVAASLPRVQH
aaggatgatcttatcacaactctaacgtcat MYPVEVGWKHLRLFLLVKSPGRPI
ctcacaaggttgcagcatcactcccaaggg
ttcaacatatgtaccctgtagaggttggatgga
aacatttaaggttatttttattggtaaaaagcccc
ggccgtcctatttga
DIR 5’-gctcaatttcaccccaggta-3” (Fw)  ctggataacagttttcactcccttceggtggg 44-217 174 MDNSFHSLPVGRAQGFYFYD
5’-tacaccatcttcccctegtc-3” (Rv)  cagagctcagggattctacttttatgacatga MKNTFSSWLGFTFVLNSTDYKG
agaacaccttcagctcctggcttggatttacg TITFSIPNPSLLQWT
tttgtactcaactctacagattacaaaggcacc
atcacgttctccatacccaacccatctctgttg
caatggacatga
PR-10  5’-ggcaaggttacgctattcca-3" (Fw) ctaacaaggatttagctacgccaaggagc 1-265 272 NKDLATPRSESMKWTRGRW
5’-ccttgagggcaagtggtaaa-3’ (Rv) gagtcgatgaaatggacgaggggaagatggt CNHFGSAANRDFIHFKERVDE
gtaatcattttggtagcgcggctaacagggatt IDEGKMV
tcatccacttcaaggagcgggtagatgaaattg
acgaggggaagatggtgtaa
NBS 5’-agggggctaacctcacactt-3" (Fw)  atgtacgatgttacagaggctgatgecctgt 15-318 411 MYDVTEADALSLFCFWAFGQPSI

5’-gagaacgtgatggtgccttt-3" (Rv)

cccttttetgtttctgggectttggacagecttc
gattccagcaacagaagatgaagatattgttaa
acaggttgaagcagtgtgtaagggtttaccactt
gcectcaaggagtga

PATEDEDIVKQVEAVCKGLPLALKE

para cada cebador. Los productos de
la amplificacién fueron resueltos por
electroforesis en gel de agarosa al 2%
y visualizados por medio de tincion
con bromuro de etidio. Los productos
del PCR se purificaron con € paguete
comercia de Sigma-Aldrich GeneElu-
te PCR clean up kit. La secuenciacion
de los productos de interés se reaizo
en la Universidad Nacional Auténoma
de México (UNAM).

Los niveles de similitud de las se-
cuencias obtenidas se analizaron usan-
do e servicio TBLASTX (Estandar
Nucleotide Blast) del NCBI, y poste-
riormente mediante el programa Ge-
neious 6.1.6 (Biomatters, Ltd.), que
realizé laprediccion delaestructurade
las proteinas. Después, los resultados
de la prediccion proteica se analizaron
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nuevamente mediante BLASTX, para
confirmar que la secuencia proteica
deducidatuvieraidentidad con protei-
nas de defensa descritas en coniferas.

El término like gene generalmen-
te se utiliza para referirse a genes,
gue en su estructura de nucleétidos,
tienen homologia o parecido a otros
genes de defensa 'y, con este término,
permanecen hasta que se determina
Su presencia en una sola copia en €l
genoma de interés y se confirma de
forma clara que su expresién cambia
con la presencia de un agente invasor,
ya sea que dicha expresion aumente
o disminuya (Edreva, 2005). Las se-
cuencias obtenidas en este estudio
fueron, de acuerdo con la homologia
y laprediccion de proteinas, unaabie-
tadieno sintasalike gene, unaDIR like

gene, unaPR-10 like geney unaNBS-
LRR like gene. Las secuencias obte-
nidas se encuentran disponibles en el
GeneBank con los nimeros de acceso:
JX220514, JX220515, JX220516, y
JX220517.

La secuencia del fragmento del
gen de la abietadieno sintasa (AS),
de acuerdo con la prediccién de pro-
teinas, tiene una homologia de 96%
con la abietadieno sintasa de Abies
grandis (Cuadro 1). Esta proteina es
un componente de la oleorresing, ele-
mento importante durante la defensa
contra hongos, insectos y plantas pa
résitas. Shamound y DeWald (2002)
reportaron algunos efectos del ataque
de Arceuthobium americanum en Pi-
nus contorta, y entre estos mencionan
excesiva oleorresinosis, necrosisy de-
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coloracién delacortezadel hospedero.
Esposible que € gen de la abietadieno
sintasa aumente su expresién duran-
te una infeccién, puesto que ante un
ataque, el arbol secreta un exceso de
oleorresina para evitar que €l parasito
sobrevivay logre penetrar méastejidos,
ademas de que la oleorresina es toxica
y sellala herida causada por €l agente
invasor.

Con el segundo par de iniciadores
se obtuvo una secuenciaparecidaaun
gen DIR, con una homologia de nu-
cledtidos del 94% al gen DIR de Tsu-
ga heterophylla. La prediccion de la
estructurade laproteinamostré quela
secuencia de Abies religiosa contenia
un dominio conservado propio de la
familia de proteinas dirigentes (DIR).
Seguin el segundo andlisis BLASTX,
la secuencia de A. religiosa obtenida
posee un dominio conservado propio
estas proteinas. Para la familia Pina-
ceae se han propuesto dos posibles
papeles de las proteinas DIR en la
defensa, uno es la produccion de me-
tabolitos secundarios en células es-
pecializadas conocidas como células
parengui méticas fendlicas del floema
secundario y son una respuesta ana-
témica de algunas coniferas ante ata-
ques por insectos y hongos (Frances-
chi et al., 2000; Ralph et al., 2006);
la otra es que estan directamente re-
lacionadas con la produccion de lig-
nina para endurecer la pared celular y
que constituya una barrera fisica que
impida la entrada de invasores, estos
genes aumentan su expresion durante
ataques por insectos descortezadores
(Ralph et al., 2006).

Con €l tercer par se obtuvo una se-
cuencia de nucledtidos homéloga en
un 85% a un gen PR-10 de Pseudot-
suga menziesii, la supuesta proteina
predicha corresponde a una proteina
relacionada con la patogénesis (PR)
de clase ribonucleasa. La acumulacion
de proteinas PR es una respuesta in-
tegral de defensa en las plantas. En P.
menziessi se ha reportado la sobreex-
presion de los genes PR-10 durante la
infeccion producida por el hongo Phe-
[linus sulphurascens (Sturrock et al.,
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2007). Lafamilia PR-10 se caracteri-
za por poseer actividad ribonucleasa,
las ribonucl easas poseen actividad en-
zimatica en procesos celulares de de-
fensa como la muerte celular (Green,
1994; Filipenko et al., 2013).

Con €l cuarto par de cebadores se
obtuvo una secuencia de nucleétidos
90% homdlogaaun gen deresistencia
NBS-LRR de Pinus taeda; la predic-
cion proteica dio los mismos resulta-
dos. Por Ultimo, el andlisis BLASTX
mostré que la secuencia de Abies re-
ligiosa posee un dominio NB-ARC,
el cua es una secuencia conservada
compartida por las proteinas de las
plantas, que a activarse resultan en la
muerte celular (Van der Biezen y Jo-
nes, 1998). Las proteinas NBS-LRR
son un importante componente de la
defensaen plantas, contienen unacola
de leucinas unida a un nucleo central
donde se encuentra el sitio de union
de nucledtidos o dominios NB-ARC,
gue funcionan como receptores de
proteinas de avirulencia del patdgeno
(van Ooijen et al., 2008). Jermstad et
al. (2006) reportd que estos genes se
sobrexpresan en P. lambertiana infec-
tados por el hongo Cronartiumribico-
la, y que unade las formas de defensa
en estainteracci én hospedero-parasito
es larespuesta hipersensible o muerte
celular.

Los bosgues de Abies religiosa en
el APFFNT se encuentran bajo di-
ferentes presiones ambientales, una
de ellas es el aumento de infestacio-
nes por escarabajos descortezadores
y muérdagos enanos, asi como sus
hongos asociados, por 1o que se con-
tinuara con este estudio para tratar de
encontrar otras secuencias de genes
de defensa; por lo pronto, con las se-
cuencias obtenidas en este estudio, se
comenzara un andlisis de expresion
genética que ayude a conocer los me-
canismos de defensa del oyamel.
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