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RESUMEN

Introduccioén. La roya asidtica causada por el hongo Phakopsora pachyrhizi es la enferme-
dad mas destructiva que afecta a la soya. El desarrollo de plantas transgénicas que portan
defensinas ha ofrecido una alternativa para proteger al cultivo frente a hongos patdgenos.
Las defensinas son pequefios péptidos antimicrobianos presentes en las plantas, que han
desempefiado un rol en su mecanismo de defensa natural. Métodos. Se transformaron ejes
embriogénicos de soya con el gen de defensina NmDef02 aislado de Nicotiana megalosi-
phon mediante una metodologia de transformacién por balistica optimizada que selecciona
brotes resistentes al herbicida glifosato. Los clones transgénicos se analizaron molecular-
mente. Se evalud la nodulacion en plantas transgénicas inoculadas con la bacteria fijadora
de nitrégeno Bradyrhizobium japonicum. Los clones transgénicos se evaluaron en campo
frente a la infeccion natural con P pachyrhizi, con licencia del Centro Nacional de Seguridad
Biologica. Resultados. Se obtuvieron clones transgénicos resistentes a glifosato con eleva-
da eficiencia de transformacion. Se confirmé la integracion y expresion del transgen medi-
ante PCR, Southern blot y gRT-PCR. Se logré la nodulacion en raices de plantas transgénicas
inoculadas con la bacteria B. japonicum. La expresion constitutiva del gen NmDef02 en los
clones transgénicos indujo una elevada resistencia a P pachyrhizi en campo, siendo superior
en las plantas del clon Def1. Conclusiones. Por vez primera se transformaron plantas de
soya con defensina, mediante una metodologia de transformacién adaptada a genotipos
cubanos. La expresion del transcripto en plantas de soya no afectd la nodulacion por B.
japonicum, fundamental para la fijacion de nitrégeno atmosférico. Ha constituido el primer
reporte de resistencia a la roya asiatica en plantas transgénicas de soya que expresan la
defensina NmDef02.

Palabras clave: defensina; Phakopsora pachyrhizi; soya; resistencia

Premio Nacional Anual de la Academia de Ciencias de Cuba, 2021



INTRODUCCION

Modification event of transgenic soybean that confers resis-
tance to asian rust

ABSTRACT

Introduction. Asian rust caused by the Phakopsorapachyrhizi fungus is the most destructi-
ve disease affecting soybeans. The development of transgenic plants that carry defensins
offers an alternative to protect the crop. Defensins are small antimicrobial peptides present
in plants that play a role in their natural defense mechanism. Methods. Soybean embryo-
genic axes were transformed with the NmDef02 defensin gene isolated from Nicotianame-
galosiphon, using an optimized ballistics transformation methodology that selects shoots
resistant to the herbicide glyphosate. The transgenic clones were analyzed molecularly. No-
dulation was evaluated in transgenic plants inoculated with the nitrogen-fixing bacterium
Bradyrhizobiumjaponicum. The transgenic clones were evaluated in the field against natural
infection with P pachyrhizi, licensed by the National Center for Biological Safety. Results and
Discussion. Glyphosate resistant transgenic clones with high transformation efficiency were
obtained. Integration and expression of the transgene was confirmed by PCR, Southern blot
and gRT-PCR. Efficient nodulation was achieved in roots of transgenic plants inoculated with
B. japonicum bacterium. The severity of rust, fungal biomass and defoliation in plants were
significantly lower in the transgenic clones. The constitutive expression of the NmDef02 gene
in the transgenic clones induced a high resistance to P pachyrhizi in the field, being higher
in plants of the clone Def1. It is concluded that it is the first time that soybean plants have
been transformed with a defensin, using a transformation methodology adapted to Cuban
genotypes. The expression of the transcript in soybean plants does not affect nodulation
by B. japonicum, which is essential for atmospheric nitrogen fixation. It is the first report of
resistance to Asian rust in transgenic soybean plants that express the defensin NmDef02.

Keywords: defensin; Phakopsora pachyrhizi; soybean; resistance

cido la presencia del patdégeno y comenzado una respuesta

La soya (Glycine max (L.) Merr.) es un cultivo de gran im-
portancia mundial por su significativo aporte en proteinas y
aceites. Enlos Ultimos afios hubo un notable incremento en la
produccion de soya en Cuba. ™ Sin embargo, las condiciones
climaticas tropicales han favorecido la incidencia de enfer-
medades en este cultivo, que han afectado los rendimientos.
La roya asidtica causada por el hongo Phakopsora pachyrhizi
(Sydow & Sydow) es la enfermedad foliar mds destructiva de
la soya, causa defoliacion temprana afectando el peso y la ca-
lidad de las semillas. @ El P pachyrhizi, podria reducir los ren-
dimientos en mas del 80 % cuando las condiciones ambien-
tales son favorables para el desarrollo de la enfermedad. @
La presencia de P pachyrhizi en Cuba se informd en 2009. @
Actualmente no existen cultivares de soya resistentes a esta
enfermedad, los fungicidas modernos no han controlado efi-
cazmente este patdgeno y han tenido un impacto negativo en
el medioambiente.

Para contrarrestar la infeccion por hongos, las plantas
desarrollaron un sistema de inmunidad innata que ha recono-

de defensa. Las defensinas son pequefios péptidos antimi-
crobianos que juegan un papel fundamental en esa inmu-
nidad innata de las plantas. La defensinas pueden inhibir el
crecimiento de microorganismos e insectos fitopatdgenos,
también pueden estar involucrados en la adaptacion al estrés
abidtico. ® La inhibicién del crecimiento de hongos patdégenos
por las defensinas vegetales no esta asociada a toxicidad en
células de mamiferos o plantas.® Varios genes que codifican
defensinas se aislaron de plantas silvestres y se transfirieron
con éxito a cultivos de importancia econdmica como tabaco,
tomate, papa, arroz, frijol, entre otros, produciendo resistencia
a diferentes patdgenos.”® las plantas de tabaco y papa trans-
formadas con la defensina NmDef02 aislada de Nicotiana me-
galosiphon mostraron resistencia a Phytophthora infestans en
condiciones de invernadero y campo.?”

En Cuba no se dispone de una metodologia de transfor-
macién genética de soya y hasta el momento en la literatu-
ra cientifica no se ha informado de la existencia de plantas
transgénicas de soya resistentes a hongos patégenos me-
diante la produccion de defensinas. Considerando el poten-
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cial antifungico de la defensina NmDef02 y la importancia de
obtener cultivares resistentes a la roya asiatica, este trabajo
tuvo como objetivo obtener plantas transgénicas de soya que
expresen el gen de defensina NmDef02 y evaluarlas frente al
hongo P pachyrhizi bajo condiciones de infeccién natural en
campo. También se evalud la efectividad de la nodulacién por
Bradyrhizobium japonicum en plantas de soya que han por-
tado la defensina, porque la asociacion con esta bacteria es
fundamental para la fijacion de nitrégeno atmosférico.

METODOS

Material vegetal y plasmido utilizado

Se usaron semillas de soya (Glycine max (L.) cultivar
DT-84 suministradas por el INCA. Se utilizaron ejes embrio-
génicos de semillas maduras como explantes para su trans-
formacion por bombardeo, segun la metodologia establecida
en el laboratorio. @ El vector pCP4EPSPS-DEF que porta los
genes cp4epsps y NmDef02 se utilizo para la transformacion
genética. 19

Transformacion, seleccién y regeneracion de plantas

Se bombardearon 150 explantes con el vector
pCP4EPSPS-DEF y se seleccionaron en medio MSB5 con
20 mg/L de glifosato. Los controles DT-84 sin bombardear se
cultivaron en las mismas condiciones. Los brotes regenera-
dos se transfirieron a MSB5 sin seleccion para el enraizamien-
to.©® Las plantas se pasaron a macetas con materia organica
y zeolita en un invernadero para obtener las semillas de la ge-
neracion T, y las siguientes generaciones. Se aplico glifosato
(360 g/L) para seleccionar plantas resistentes.

Andlisis de la integracion del gen NmDef02 mediante
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Se aisld ADN gendmico total de los clones transgénicos y
del control no transgénico, utilizando el protocolo CTAB. ' La
mezcla de la reaccion, condiciones de PCR y cebadores para
el gen de la defensina se describieron previamente. (% Los pro-
ductos de la reaccion se chequearon en gel de agarosa 2 %.

Expresion relativa del gen NmDef02 mediante qRT-
PCR

Se extrajo ARN total de 6 clones transgénicos y del con-
trol por protocolo Tri-Reagent (Sigma-Aldrich, EEUU). EI ADNc
se sintetizd por el kit Super-Script Il (Invitrogen, EEUU). Las
reacciones y condiciones para determinar la expresion rela-
tiva de la defensina mediante gRT-PCR, se describieron pre-
viamente. (19

Se utilizo la B-actina de soya como gen de referencia. 19
Se us6 un PCR Rotor-Gene 3000 (Corbett, Sydney, Australia) y
los valores se analizaron con el programa Q-Gene 96. (12

Analisis por Southern blot

La transferencia del Southern y la hibridacion se hizo
segun Sambrook et. al. (1989). ™ EI ADN gendmico (15 pg)
se extrajo por CTAB de las plantas (T,) seleccionadas con gli-
fosato. Se digirié con enzima EcoRV y se transfirio a mem-
brana de nylon (Hybond N, Amersham Biosciences). La hibri-
dacion se realizé con el gen cp4epsps como sonda, marcada
con [32P] -dATP utilizando el kit de marcaje de cebadores
aleatorios de ADN (Promega, EEUU). La sonda se obtuvo por
PCR con cebadores del gen cp4epsps y dio un fragmento de
887 pb. El producto de la reaccion se purificéd por el kit Gel SV
Sistema Clean-Up Wizard (Promega).

Evaluacion de la nodulacion en plantas transgénicas
de soya inoculadas con Bradyrhizobium japonicum

Se evalu¢ la eficiencia de la nodulacion por B. japonicum
(cepa Semia 5080) en plantas transgénicas de soya que por-
tan la defensina. El procedimiento utilizado se describid pre-
viamente por Soto et al. 19 Se puso control no transgénico
(DT-84) y control sin inocular.

Evaluacion de clones transgénicos frente a la
incidencia del hongo P. pachyrhizi en condiciones de
infeccion natural, en campo

Clones transgénicos obtenidos por autopolinizacion (ge-
neraciones T3, T4, T5y T6) y el control no transgénico (DT-84)
se cultivaron en parcelas del CIGB (Habana) durante los afios
2013-2014, 2014-2015, 2016-2017 y en el INCA (Mayabeque)
durante los afios 2013-2014, 2014-2015, 2015-2016 para su
evaluacion frente al hongo P pachyrhizi. Los experimentos
de campo fueron autorizados por el Centro Nacional de Se-
guridad Bioldgica de Cuba con licencia: LH47-1(95)13. Las
semillas inoculadas con B. japonicum se sembraron usando
un disefo de blogques al azar, descrito previamente por Soto
etal. 9 Las hojas con sintomas de roya asidtica se analizaron
con el kit Envirologix QuickStixTM (Envirologix, EEUU) para
confirmar presencia de P pachyrhizi. Se calculd la severidad
de la enfermedad (area de la hoja afectada por roya) seguin
protocolo descrito. (9 Se hicieron evaluaciones con 20-30
plantas.

Se usd PCR cuantitativa (qPCR) para medir bioma-
sa de P pachyrhizi y el procedimiento usado se describid
previamente. (% Se calculd el porciento de defoliacién a los
36y 60 dias. Se evaluo la afectacion en los rendimientos. (19

Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados estadisticamente por IBM
SPSS Statistics 25 usando la prueba ANOVA en el nivel
P < 0,05. Las medias de réplicas experimentales se represen-
taron graficamente y las desviaciones estandar se mostraron
como barras de error.
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RESULTADOS

Transformacion y regeneracion de plantas

Después de 15 dias en medio de seleccion con glifosa-
to, 19 explantes bombardeados desarrollaron brotes para
una frecuencia de transformacion de 10,7 %. Se obtuvieron
22 clones resistentes al herbicida con una elevada eficiencia
de transformacién (13,5 %) © que se transfirieron a inverna-
dero hasta obtener semillas T,. Las plantas transformadas
mostraron un crecimiento similar al control no transformado.
Se demostrd la expresion de la proteina CP4 EPSPS en las
22 lineas enraizadas (T ) utilizando el kit de inmunodeteccion
Roundup Ready®. (9

Integracion del transgen y expresion relativa de la
defensina NmDef02 en plantas transgénicas

EI ADN de los clones de soya resistentes a glifosato (T,)
se analizd por PCR y se detectd el fragmento esperado de
140 pb, lo que indico la presencia del gen NmDef02 en las
plantas transgénicas de soya. Se confirmd la integracion
estable del fragmento del plasmido que contiene los genes
cpdepsps y NmDef02 (5,3Kb) en el genoma de los clones
transgénicos (T,) mediante Southern blot. EI ADN de plantas
no transformadas no mostroé sefial de hibridacion. 09

El andlisis mediante gRT-PCR mostré que los clones
transgénicos presentaron diferentes niveles de expresion re-
lativa de la defensina NmDef02 (figura 1C). Los clones Def1,
17 y 18 mostraron diferencias significativas (p < 0,001) con el
control no transgénico, siendo superior en el clon Def1.

Formacién de nodulos en plantas transgénicas
inoculadas con B. japonicum

Las plantas transgénicas inoculadas con B. japonicum
mostraron un desarrollo fenotipico similar a las plantas no
transformadas utilizadas como control. Se obtuvieron nédu-
los de diferentes tamafos en todas las plantas inoculadas y
mayor cantidad de nédulos en las plantas transgénicas sin
diferencias significativas en el peso fresco promedio de los
nédulos. Los nédulos tuvieron coloracién roja interna debido
a la presencia de led-hemoglobina. (9 Esto es un indicador
indirecto del proceso de fijacion de nitrégeno atmosférico por
el bacteroide. (% Por tanto, se demuestra que la defensina
NmDef02 no ha afectado la nodulacion inducida por B. japo-
nicum.

Resistencia de los clones transgénicos al hongo P.
pachyrhizi en campo

La presencia del hongo P pachyrhizi se confirmé me-
diante tiras de inmunodeteccion Envirologix QuickStixTM,
en experimentos de La Habana y Mayabeque. En todos los
experimentos, las plantas no transgénicas tuvieron un 100 %
de afectacion por roya asiatica, lo que demostré la elevada
susceptibilidad de este cultivar al hongo. Aunque los clones
transgénicos mostraron pustulas en las hojas cercanas al
suelo, tuvieron una severidad por roya significativamente me-
nor que el control DT-84 (p < 0,05) siendo menor el nimero de
pustulas en la zona superior de las plantas evaluadas en CIGB,
en los clones Def 1,12, 17 y 18 (figura 2A). La baja severidad
por roya, también fue evidente en las plantas evaluados en el

0.6+

clones de soya

Fig. 1. Transformacion de soya con el plasmido pCP4EPSPS-DEF A) Pldntulas en medio de enraizamiento. B) Plantas

transgénicas adaptadas a invernadero. C) Expresion relativa del gen NmDef02 en plantas transgénicas de soya. 1-18:

clones transgénicos. NT: control no transgénico. Las barras representan la media (n>9) y el error estdndar. Los asteris-

cos indican diferencias significativas usando ANOVA por la prueba de rango multiple de Tukey con respecto al control

(* p = 0,05 **p=<0,001). Los andlisis moleculares mostraron la presencia del transgen en la progenie de estos clones;

donde el clon Def1 acumuld los niveles mas altos de expresion de la defensina y mostré el grado mas alto de resistencia
a ambas enfermedades.
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INCA donde los clones transgénicos tuvieron una severidad
significativamente menor que el control Dt-84. Los resultados
de los 3 afios se muestran en la figura 2B. Los clones Def 1
y 17 mostraron mayor resistencia al hongo, que se mantuvo
estable hasta la generacién T5.
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Se demostro por gPCR que los clones transgénicos han
tenido una cantidad significativamente menor de biomasa
fungica que las plantas no transgénicas (p < 0,05), siendo me-
nor en los clones Def1, 17 y 18 (figura 3). Estos resultados
han demostrado que la expresion constitutiva del gen Nm-
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Fig. 2. Afectacion por roya asidtica en hojas de soya. A) Severidad por roya en la zona superior, media o inferior

de plantas evaluadas en CIGB (n=20). B) Severidad por roya en zonas superior e inferior de plantas transgénicas

de soya (T3, T4y T5) evaluadas en el INCA durante 3 afios (n=50). Diferencias significativas con el control DT-84
segun prueba de Tukey.
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Fig. 3. Evaluacién de clones transgénicos en parcela del CIGB. A) Cuantificacién de biomasa de P. pachyrhizi en plantas trans-

génicas de soya. (n = 3). B) Defoliacion en plantas de soya por incidencia de roya asiatica. Evaluacion a los 36 y 60 dias después

de la aparicion de los sintomas. 1-18: clones transgénicos; NT: control no transgénico. Diferencias significativas con el control
DT-84 segun prueba de Tukey.
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Def02 produjo una disminucion en el nimero de pustulas en
las lineas transgénicas, que condujo a una menor biomasa
fungica.

La defoliacion precoz fue mayor en plantas no transgéni-
cas a los 60 dias después de la infeccidn por roya. Contraria-
mente, algunos clones transgénicos mostraron una defolia-
cion menor del 10 % en ese mismo tiempo. En este estudio,
los clones transgénicos que expresaron la defensina mostra-
ron diferentes niveles de resistencia a P pachyrhizi, siendo ma-
yor en los clones Def1, 12, 17 y 18. La reducida esporulacion
del hongo observada en algunos clones ha sido evidencia de
la resistencia a P pachyrhizi, ® en estos experimentos bajo
condiciones de infeccién natural. Las hojas de plantas trans-
génicas permanecieron verdes, aunque estuvieran infestadas,
contrastando con las plantas no transgénicas que mostraron
clorosis intensa en sus hojas seguida de defoliacion precoz
(figura 4).

La enfermedad afectd el nimero de ramas, vainas y semi-
llas, asi como el peso de semillas por planta en el control no
transgénico. Por el contrario, la mayoria de las lineas transgé-
nicas fueron significativamente superiores al control en todos
los pardmetros relacionados con el rendimiento (tabla 7).

La resistencia de los clones transgénicos (Def1y Def 17)
alaroya asiatica también se observo en las generaciones T,y
T, sembradas en parcela. La presencia de pustulas se obser-
vO en todas las hojas de plantas transgénicas y no transgéni-
cas. El control Dt-84 sufri¢ clorosis y defoliacion precoz. Aqui
se evalu?d la defoliacion a los 60 dias, donde el control con 907
plantas sembradas tuvo un 95,2 % de plantas defoliadas total-
mente. Los clones evaluados mostraron resistencia al hongo
con 1,95 % de defoliaciéon en 868 plantas sembradas (Def1)
y 0,95% de defoliaciéon en 838 plantas sembradas (Def17).
Como el hongo apareci¢ en la etapa de llenado y maduracion
del grano, no hubo afectacion en los rendimientos.

Clon transgénico

Fig. 4. Afectacion por P. pachyrhizi en campo. A) Plantas no transgénicas (DT-84) con sintomas de roya asidtica. Plantas
clon Def1 resistente al hongo. B) Defoliacion en plantas no transgénicas (DT-84) por maduracion precoz.

Tabla 1. Caracterizacion morfo-agronémica de plantas transgénicas (Def1-Def18) y no
transgénicas (DT-84) afectadas por roya asiatica

Clones Numero de Nl’lm.ero de
ramas vainas
Defl 2,9 3¢ 45,5 @
Def12 3,6° 39,2 abcde
Defl6 3,5 38,0 abcde
Def17 3,4%® 47,2°
Def18 3,1 3¢ 43,5 3¢
DT-84 0,5¢ 22,0f

Numero de Peso de semilla
semillas fresca/planta (g)
70,7 *® 9,5 abed
73,8° 8,1 bede
60,5 ¢ 10,8
81,5° 11,7°
79,2° 11,0
giac 4,7f
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DISCUSION

La produccion de plantas transgénicas que expresan ge-
nes antimicrobianos ha proporcionado una amplia resistencia
contra diferentes patdgenos, al tiempo que ha reducido el uso
de pesticidas quimicos.

En el presente estudio, obtuvimos la primera evidencia de
resistencia al hongo P pachyrhizi en plantas de soya, trans-
formadas con el gen de defensina NmDef02 bajo el promotor
constitutivo 35S. 19 Esto fue posible mediante una metodolo-
gia de bombardeo de ejes embriogénicos de semillas madu-
ras, optimizada con genotipos cubanos de soya. @

Entre los promotores constitutivos ha destacado el pro-
motor 35S (CaMV35S) usado en este trabajo para la transfor-
macion de soya con el gen NmDef02, ha tenido un amplio uso
para la expresion de genes de defensinas. (9 Los promotores
constitutivos han permitido la expresion en la mayoria de los
tejidos de la planta y han sido Utiles cuando el objetivo ha sido
expresar un transgen en toda la planta, como sucedié en este
trabajo. Aqui encontramos una alta correlacion entre la expre-
sion relativa de NmDef02, determinada por gRT-PCR vy la alta
resistencia a P pachyrhizi en los clones Def1, 17 y 18, evalua-
dos en parcelas de La Habana y Mayabeque, con condiciones
climaticas diferentes. Aunque todos los clones transgénicos
evaluados expresaron signos de roya asiatica, tuvieron me-
nor severidad en comparacion con el control no transgénico
(Dt-84) durante 5 generaciones.

Nuestros datos han apoyado la idea de que la expresion
constitutiva del gen NmDef02 produjo una disminucion en el
numero de pustulas en los clones transgénicos y esto condu-
jo a una menor biomasa fungica, % lo que ha demostrado la
resistencia de los clones al hongo, quizas por la reduccion de
la esporulacion. " La proteccion de las plantas transgénicas
ha sido evidente porque las hojas han conservado su color y
vitalidad, evitandose la defoliacion prematura.

Se demostré que el cultivar DT-84 utilizado como control
no transgénico fue altamente susceptible a este hongo y las
plantas de soya sufrieron una defoliacion completa antes de
concluir su ciclo de maduracion. (9 La defoliacién temprana
de estas plantas redujo la productividad al interferir con sus
procesos fisioldgicos, lo que resultd en menos vainas norma-
les, menos semillas por vaina y menor peso de granos. ('®

Conclusiones

Este ha constituido el primer reporte de transformacion
genética de soya con un gen de defensina para la resistencia
a patégenos fungicos. En este estudio se obtuvo la primera
evidencia de resistencia al hongo P pachyrhizi, en plantas de
soya transformadas con el gen de defensina NmDef02. Tam-
bién se demostré que la expresion del gen de defensina Nm-

Def02 en plantas de soya, no ha tenido un efecto negativo so-
bre la nodulacién inducida por B. japonicum, bacteria que ha
jugado un papel fundamental en la tecnologia de este cultivo
en Cuba. Evidentemente, el uso de plantas transgénicas que
expresen esta defensina, reduciria el nimero de aplicaciones
de fungicidas quimicos en campo, para un manejo integral de
patégenos en soya, con un minimo impacto ambiental.
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