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RESUMEN

Las enfermedades producidas por hongos y oomycetes constituyen las mayores
limitantes en la produccion de cultivos de interés agricola en Cuba y el resto del
mundo. Buscar alternativas a través de herramientas biotecnoldgicas para el
control de este tipo de enfermedades constituye el mayor reto de los
investigadores relacionados con el tema. Las plantas en la naturaleza estan
expuestas a estrés bidtico y resisten a la infeccion de los patégenos mediante la
activacion rapida del sistema de inmunidad innato. Una activacion eficiente de la
respuesta de resistencia depende de la deteccion o inhibicion rapida de patrones
moleculares conservados en muchos tipos de patdgenos. Los patrones
moleculares asociados a patégenos como las proteasas y las poligalacturonasas
constituyen mecanismos de patogenicidad utilizados por los patdégenos en los
inicios de la infeccidn para vencer las defensas iniciales de la planta. El presente
trabajo muestra el uso de inhibidores de proteasas y poligalacturonasas de
patogenos para la resistencia de amplio espectro a enfermedades producidas por
hongos y oomycetes en plantas. La expresibn de wun inhibidor de
poligalacturonasas en plantas de tabaco permiti6 obtener por primera vez altos
niveles de resistencia a patdégenos en condiciones de campo. Por otra parte, se
identifico, caracterizo y analiz6 la funcion de un nuevo inhibidor de proteasa de
patdgenos. Este inhibidor confirio altos niveles de resistencia a oomycetes
patogenos de plantas. Los resultados del trabajo fueron publicados en revistas de
alto factor de impacto como Frontiers in Plant Science y Physiological and
Molecular Plant Pathology. Se presentd en eventos nacionales e internacionales y
tiene el reconocimiento de importantes especialistas internacionales en la
tematica.

COMUNICACION CORTA
Resultados y discusion

Durante la evolucion, las plantas desarrollan estrategias que les permiten
reconocer a los patégenos que las invaden y desencadenar una defensa efectiva.
De la misma forma, los patdgenos poseen mecanismos que les posibilitan evadir
y/o suprimir las respuestas defensivas de la planta. Las plantas son resistentes a
la mayoria de los microorganismos patdégenos mediante un mecanismo de
defensa basal, denominado sistema de inmunidad innata. Esta respuesta inmune
se activa después del reconocimiento de los patrones moleculares asociados a
patogenos (PMAPs), los cuales incluyen proteinas, enzimas, péptidos,
carbohidratos y lipidos. En esencia, existen dos lineas de accion del sistema
inmune de las plantas.

La primera, utiliza receptores o inhibidores de los PMAPs. La segunda, actla
mayormente dentro de la célula y emplea las proteinas polimorficas con sitio de
unién a nucledtidos y repeticiones de leucina (NBSLRR), codificadas por la
mayoria de los genes de resistencia (R). Diversos autores explican el sistema
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inmune de las plantas a través de un modelo denominado “ZIG-ZAG”. En la fase
uno, los PMAPs son detectados por receptores o neutralizados por inhibidores del
hospedante, con la activaciéon de una inmunidad inducida por los PMAPs (lIP), lo
que puede detener la nueva colonizacion de la planta por el patdégeno. En la
segunda fase, un efector determinado, es especificamente reconocido por una de
las proteinas NBS-LRR, lo que trae como resultado una inmunidad activada por
efectores (IAES).

Es importante sefialar que la resistencia mediada por PMAPSs es la mas estable en
el tiempo y de amplio espectro, lo cual la hace mas atractiva para la busqueda de
una resistencia mas eficiente. En el trabajo se muestran los resultados del empleo
de dos mecanismos que contribuyen a la resistencia a enfermedades mediada por
inhibidores de PMAPs, los cuales confieren una resistencia de amplio espectro
frente a hongos y oomycetes patégenos de plantas.

Proteina inhibidora de poligalacturonasas (PvPGIP2).

Las paredes celulares de plantas constituyen la primera linea de defensa contra
los microorganismos. La mayoria de los microorganismos patégenos producen
enzimas que degradan la pared celular (EDPC) que son especialmente
importantes para estos patdgenos que carecen de estructuras de penetracion
especializadas. Entre los diferentes EDPC producidas por los hongos, las
poligalactorunasas (PG) juegan un papel importante en las etapas iniciales de las
enfermedades. Las proteinas inhibidoras de las PG (PIPG) son proteinas bien
caracterizadas que reconocen las PG de microorganismos e interfieren con la
degradacion de las paredes celulares de plantas durante el ataque de patdgenos.

Ellas no solo inhiben a las PG y retardan la hidrolisis de las pectinas sino que
también favorecen la acumulacién de oligogalacturénidos (OG), una clase de
patrones moleculares asociados a dafios que como los PMAPS, activan el sistema
de inmunidad innata de las plantas. En el trabajo se evalu6 si la proteina inhibidora
de PG (PvPGIP2) de Phaseolus vulgaris protege al tabaco contra un importantes
patdgenos como el hongo Rhizoctonia solani y los oomycetes Phytophthora
parasitica var. nicotianae y Peronospora hyoscyami f. sp. tabacina. Se propone
que el uso de la PvPGIP2 es una herramienta poderosa de ingenieria de amplio
espectro para la resistencia a enfermedades.
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Tabla 1. Reaccion de plantas de tabaco expresando la PvPGIP2 frente a Rhizoctonia
solani en condiciones naturales y de casas verdes.

Incidencia de la Enfermedad (%) *

Nombre del genotipo Muerte de las plantulas Pudricién del tallo
CvV CN CcV CN
Nieotiana tabacum SR1 expresando Pypgip? linea 2.1 16.3 23 14.2 1.8
Nieotiana tabacum SR1 expresando Pvpgip? linea 2005 15.8 1.9 17.2 1.1
Nieotiana tabacum SR1 424 278 52.8 24.4
Coeficiente de Variacion (%) 6.2 1.1 7.1 2.1
® Arcoseno- porcentaje transformado de la incidencia de la enfermedad. N=50 CV: casas verdes. CN:

condicién natural

Bajo condiciones de casas verdes, los sintomas principales causados por R. solani
en el control fueron lesiones pequefias en el tallo. Las lesiones expandidas por el
tallo causaron que el tejido se tornara carmelita y muriera. Los sintomas de la
enfermedad fueron severos en los controles y muy limitados y menos visibles en
las lineas de tabaco expresando la PvPGIP2 (Tabla 1). Por otra parte, el desarrollo
de los sintomas coincide con un incremento en la biomasa del hongo en las raices
colonizadas en las plantas controles mientras no ocurri®6 un incremento
significativo de la biomasa del hongo en las lineas transgénicas. Unido a esto, bajo
condiciones de casas verdes las dos lineas de tabaco transgénico que expresan el
PvPGIP2 fueron extraordinariamente resistentes al patdgeno oomycetes P.
parasitica var. Nicotianae (Figura 1).

Después de dos semanas de la inoculacion aparecieron sintomas leves de la
enfermedad en las plantas controles mientras no se detectaron sintomas en las
plantas transgénicas. Sin embargo, a las 5 semanas después de la inoculacién se
observaron sintomas severos de la enfermedad en las plantas controles
(marchitez de la hoja y podredumbre del tallo). Por otro lado las lineas
transgénicas que expresan la PvPGIP2 permanecieron sanas con un nivel de
resistencia similar a especies de Nicotiana que naturalmente muestran una alta
resistencia a P. parasitica var nicotianae.
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Figura 1. Evaluacién de plantas de tabaco expresando la PvPGIP2 frente a Phytophthora
parasitica var.nicotianae. Fenotipo de plantas de la linea transgénica PvPGIP2 2.1 (A),
PVPGIP2 2005 (B), y el control (C) en un suelo altamente infectado después de 10 dias de
plantadas. Evaluacion comparativa de plantas de las dos lineas homocigoéticas de tabaco
expresando la PvPGIP2 y genotipos de referencia del genero Nicotiana a través del grado
de resistencia a la enfermedad en condiciones de casas verdes (D). Las barras
representan el valor de la media con el error estandar (N = 50).

Los experimentos también se llevaron a cabo en el campo durante la temporada
de frio y humedad cuando el moho azul del tabaco causado por P. hyoscyami f.
sp. tabacina constituye un problema significativo en Cuba. Las plantas
transgénicas mostraron altos niveles de resistencia comparable con especies de
Nicotiana que de forma natural tienen altos niveles de resistencia a P. hyoscyami f.
sp. tabacina. Se muestra que la expresion del gen PvPGIP2 en tabaco confiere a
las plantas transgénicas una fuerte resistencia contra hongos y oomycetes, tanto
en casa verdes como en el campo.

Los oomycetes son un grupo de microorganismos eucariéticos que incluye alguno
de los mas importantes patdégenos de plantas. Entre ellos, miembros del género
Phytophthora causa enormes pérdidas econdmicas en especies cultivadas asi
como dafos al medio ambiente en ecosistemas naturales. De esta forma es
posible disefiar una resistencia a enfermedades en cultivos de plantas usando las
proteinas inhibidoras de PG como herramienta genética.
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Proteina inhibidora de proteasas de patégenos (NmIMSP)

Uno de los principales grupos de proteinas inducidas después de la interaccion
planta-patdgeno son los inhibidores de proteasas. Estas proteinas estan
localizadas en las semillas o tubérculos y se inducen en 6rganos vegetativos como
las hojas y las raices. Se han observado dos funciones de estas proteinas: i)
regulacion de proteasas enddgenas de la planta y ii) inhibicion de proteasas
exdgenas de microorganismos patogenos de plantas.

En el trabajo, se utilizé la tecnologia de SuperSAGE para identificar la regulacion
de genes durante la interaccion N. megalosiphon - P. parasitica var. nicotianae
enfocandonos en los genes que codifican para inhibidores de proteasas
microbiales, que eran inducidos durante la interaccién. Entre estos, un ADN
complementario que codifica para un inhibidor de proteasa microbiana, designado
como NmIMSP fue altamente inducido y asociado con la defensa de N.
megalosiphon a P. parasitica var. nicotianae. La expresion del gen NmIMSP fue
mayor y constante en el transcurso del tiempo en hojas. El analisis de funcién por
silenciamiento mostro que el gen NmIMSP compromete la resistencia de P.
parasitica var. nicotianae en N. megalosiphon cuando es silenciado lo cual indica
la importancia de este en la defensa contra este importante patdgeno (Tabla 2).

Tabla 2. Caracterizacion de la severidad de la enfermedad producida por P. parasitica
var. nicotianae en Nicotiana megalosiphon después del silenciamiento del gen NmIMSP
una semana post-inoculacion como la media del grado de afectacion en el tallo de las
plantas.

Grado de lesion en el tallo *

N. megalosiphon no pTV:NmPDS pTV:NmIMSP N. tabacum cv.
silenciada ‘Sumatra’
1 1 32=01 0.8=0.1

* Valores son la media de 15 réplicas y el + representa la desviacion estandar. La
escala para evaluar el nivel de afectacion de la enfermedad es de 1 a 10, donde 1
es altamente resistente y 10 altamente susceptible. Como control fue incluida la
variedad N. tabacum cv. ‘Sumatra’ altamente susceptible a la enfermedad. N.
megalosiphon es una especie altamente resistente a la enfermedad.

Otra fuerte evidencia que soporta la funcion del gen NmIMSP en la defensa de las
plantas es que al ser expresado en altos niveles en N. benthamiana se logra una
alta resistencia contra P. parasitica var. nicotianae y P. hyoscyami f. sp. tabacina
bajo condiciones de casas verdes (Figura 2). Estudios filogenéticos, que incluyen
una coleccion de 25 proteinas mostraron que NmIMSP pertenece a un subgrupo
de IMSP de Nicotiana. Especificamente, el NmIMSP tuvo una alta homologia con
miembros de IMSP de N. tabacum, incluyendo un IMSP (numero de accesion:
X67076.1) inducido durante la interaccién del virus del mosaico del tabaco y N.
tabacum cv. Samsun NN. Sin embargo, las plantas de N. tabacum cv. Samsun NN
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y N. benthamiana son altamente susceptibles a P. parasitica var. nicotianae y P.
hyoscyami f. sp. tabacina.

Las pocas diferencias de amino acidos entre el IMSP de los miembros de
Nicotiana no es probablemente la clave que proporciona un aumento en la
resistencia en la especie susceptible N. benthamiana contra estos oomycetes.
Probablemente, la expresion IMSP presente en plantas N. tabacum cv. Samsun
NN y N. benthamiana no es suficiente o es retardada para vencer a estos
patégenos.

De esta forma, la sobre expresién del IMSP en estas especies pudo conferir alta
proteccion contra P. parasitica var. nicotianae y P. hyoscyami f. sp. tabacina
respectivamente. Como se pudo apreciar este gen es importante en la defensa
contra P. parasitica var. nicotianae y P. hyoscyami f. sp. tabacina y podria ser
explotado en estrategias de desarrollo durable de resistencia en plantas mediante
biotecnologia.
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Figura 2. Evaluacién en casas verdes de plantas de N. benthamiana expresando el gen
NmIMSP inoculadas con Ppn y P. hyoscyami f. sp. tabacina. Fenotipo de plantas
controles y N. benthamiana expresando la NmIMSP interactuando con Ppn (A) y P.
hyoscyami f. sp. tabacina a los 10 dias post-inoculacién (B). A)PVX::GFP, B) control, C)
PVX::NmIMSP. Evaluacion cuantitativa de la resistencia de N. benthamiana a Ppn (C) y P.
hyoscyami f. sp. tabacina (D). Las barras representan los valores de la media (N=50; +/-
SE).

La familia Solanacea es conocida por la gran cantidad de plantas de importancia
econdémica a escala mundial que agrupa, dentro de las cuales estan la Papa,
Tabaco, Tomate y Pimientos entre otras. Muchos son los factores que inciden de
forma negativa en los rendimientos finales y la produccion de estas plantas. Las
enfermedades producidas por hongos y oomycetes constituyen la principal
limitante en la produccion de estos cultivos. En Cuba cuantiosos recursos son
empleados anualmente para el control de las enfermedades, lo cual constituye un
serio problema en la actualidad, para lo cual se han destinado muchos esfuerzos
desde el punto de vista practico y cientifico para contrarrestarla. Sin embargo, la
solucion en muchas ocasiones no estd en nuestras manos y las enfermedades
constituyen una amenaza latente para nuestras producciones. De esta forma, el
trabajo muestra la posibilidad del uso de estos genes para conferir una alta
resistencia a patdgenos, a través de la inhibicion de patrones moleculares
asociados a patogenos, aspecto de mucha importancia para los mejoradores
geneéticos, con el fin de conseguir resistencia de amplio espectro a enfermedades
y con estabilidad.
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Descripcion cientifico-técnica detallada del resultado

Novedad cientifica del trabajo

- Identificacidon, caracterizacion molecular y analisis de funcidn de un nuevo
inhibidor de proteasa de patdégenos el cual confiere altos niveles de resistencia a
patdgenos de plantas. (Silva et al. 2013)

- Andlisis de funcion de una PGIP la cual confiere altos niveles de resistencia a
patdgenos de plantas. (Borras-Hidalgo et al. 2013)

Importancia practica principal del trabajo

Incrementar niveles de resistencia a patégenos de plantas de importancia
econdmica mediante el empleo de los genes que codifican para el inhibidor de
proteasa y la poligalacturonasa dentro de los programas de mejora genética.

Publicaciones

- Borras-Hidalgo O, Caprari C, Hernandez |, De Lorenzo G, F Cervone. A gene
for plant protection: expression of a bean polygalacturonase inhibitor in tobacco
confers a strong resistance against fungi and oomycetes. Frontiers in Plant
Science, 3: 268. doi: 10.3389/fpls.2012.00268, 2012. Nature Publishing Group,
Impact Factor: 12.53, Thomson ISI, SCOPUS.

- Silva Y, Portieles R, Lépez Y, Pujol M, Terauchi R, Matsumura H, Serrano M,
and Borras-Hidalgo O. Expression of a microbial serine proteinase inhibitor gene
enhances the tobacco defense against oomycete pathogens. Physiological and
Molecular Plant Pathology, 84: 99-106, 2013. Impact Factor: 2.0, Thomson ISI,
SCOPUS.

Presentaciones en eventos cientificos

- VI Seminario Internacional de Sanidad Vegetal - 2008, Habana, Cuba.
Identification, molecular characterization and functional analysis of genes involved
in tobacco resistance to biotic factors (Oral).

- VIl Taller Internacional de Biotecnologia Vegetal - 2009, Ciego de Avila,
Cuba. Understanding and manipulating tobacco disease resistance (Oral).

- Congreso Habana-Habanos - 2009, Habana, Cuba. Entendiendo vy
manipulando la resistencia a enfermedades en el tabaco (Oral).

- Congreso Biotecnologia Habana - 2011, Habana, Cuba. New insight related
with tobacco disease resistance. (Oral).

Distinciones
- 2005, Empleo con éxito de la gendémica funcional en el aislamiento de
genes relacionados con la resistencia a factores bioticos y abioticos en
plantas. Trabajo premiado como Logro Institucional Anual del Centro
de Ingenieria Genética y Biotecnologia, Cuba.

Avales:
- Aval del Instituto de Investigaciones del Tabaco.
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- Aval del Prof. Jean Pierre Metraux, Director del Laboratorio de Ciencias de
las Plantas de la Universidad de Fribourg, Suiza.

- Los articulos que avalan la propuesta en las revistas Frontiers in Plant
Science y Physiological and Molecular Plant Pathology se encuentran en el
tope del BioMedLib.
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