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SINTESIS

Un nuevo ADN complementario (ADNc), nombrado nmimsp (Tag_49066), de
Nicotiana megalosiphon que se expresa activamente y en los inicios de la
interaccién con Phythopthora nicotianae fue descubierto utilizando el analisis de la
expresion génica (SuperSAGE) acoplada digitalmente con la secuenciacion de
alto perfil (NGS). La expresion de nmimsp (Tag_49066) en N. megalosiphon
presentd un comportamiento estable en el tiempo, primero en las hojas y
posteriormente en tallos y raices. Se obtuvo la secuencia de ADN completa del
gen nmimsp (324 pb), el cual codificO para una proteina de 107 aminoacidos
nombrada NmIMSP. Esta proteina de acuerdo con sus sus caracteristicas
bioquimicas estimadas se vinculé con inhibidores de proteasas del tipo serino
pertenecientes al Clan IG, Familia 113. Ademas, filogenéticamente presento
homologias proteicas con TIMP B y TIMP A, inhibidores de proteasas del tipo
serino informadas en Nicotiana tabacum. La pérdida de funcion del gen nmimsp
en N. megalosiphon demostré que se compromete la resistencia poligénica de
esta especie frente a Phytophthora nicotianae. Por el contrario, la expresion
temporal o ganancia funcional de nmimsp en plantas de Nicotiana benthamiana
confiere una alta proteccion en esta especie frente a Phytophthora nicotianae y
Peronospora hyoscyami f. sp. tabacina. EI gen nmimsp podria utilizarse como
marcador de la resistencia poligénica frente a Oomycetes y asi seleccionar

cultivares aptos con esta caracteristica en el mejoramiento genético. Ademas,



SINTESIS

como compuesto activo para la elaboracion de un bioproducto con actividad anti-
Oomycetes y en cultivos que permitan la transgénesis y sean importantes

econdmicamente.
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Basic Local Alignment Search
Tool

BLAST-Gene Ontology (GO)
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Maximum likelihood
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Polimerase chain reaction
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INTRODUCCION

Los mayores productores de tabaco (Nicotiana tabacum L.) en el mundo son
China, Brasil, India, EEUU y Malawi. La media de produccidn en estos paises
supera las 50 millones de toneladas métricas anuales (FAO, 2013). Cuba produjo
un total de 700000 toneladas en el afio 2013. La cifra es inferior a la obtenida por
los principales paises productores de la solanacea sin embargo, es un cultivo de
gran importancia econdmica en el pais por constituir uno de sus principales rubros
exportables, (Espino, 1998). La calidad y el rendimiento del tabaco negro en Cuba
son afectados por la incidencia de enfermedades de naturaleza biotica en su fase
agricola. Entre las mas importantes se encuentra la pata prieta provocada por el
Oomycete, Phytophthora nicotianae Breda de Haan (Espino., 1988). Los paises
afectados por este fitopatogeno adoptan una serie de medidas fitosanitarias que
incluyen la obtencidn de cultivares resistentes, su mejoramiento genético y el uso
de fungicidas sistémicos (Espino, 2006). La utilizacion de fungicidas sistémicos es
impracticable por los productores debido a los altos precios de costo en el
mercado mundial (Espino, 2006). Por otra parte, el fendmeno de la resitencia a
fungicidas en estas poblaciones patogénicas se ha comprobado, por lo que
constituye otra limitante (Lyr, 1995). La incidencia de la pata prieta puede alcanzar
una afectacion superior al 30% del area total plantada (Espino, 2010). Las
afectaciones pueden ser epidémicas sin un uso adecuado de la distribucion de
cultivares en las diferentes regiones del pais. Es conocido que en la region

occidental se ubican las principales vegas de tabaco para la confeccion de los
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Habanos, por tanto la afectacién de la pata prieta presenta un mayor impacto
(Espino y col., 2012). Sin embargo, las regiones centrales y orientales también
han experimentado un incremento en la incidencia de esta enfermedad, debido al
aumento de las temperaturas y la humedad relativa en las ultimas campafas
(Espino y col.,, 2012). Aunque los cultivares comerciales de Tabaco Negro y
Burley que se encuentran en explotacion refieren un nivel de resistencia notable o
moderado, la enfermedad prevalece con una mayor incidencia cada afio (Espino,
2010). Lo anterior esta determinado por el establecimiento de condiciones
climaticas prolongadas, con dias nublados, elevada humedad, temperaturas
superiores a los 20 C° y periodos de sequias después de intensas precipitaciones
(Espino 2014, comunicacion personal; Lucas, 1975). Otra enfermedad importante
del cultivo del tabaco en Cuba es el moho azul, esta es provocada por
Peronospora hyoscyasmi f. sp. tabacina, un biétrofo obligado de N. tabacum
(Garcia y col., 1999). Sin embargo, en las ultimas campafas, su incidencia ha
ocupado un segundo lugar, después de la pata prieta, ya que el desarrollo del
patdogeno se ha visto afectado por las condiciones climaticas actuales (Espino
2014, comunicacion personal). Por tales motivos los programas de mejoramiento
genético para la obtencion de cultivares resistentes constituyen una de las
principales medidas en el control de los Oomycetes (Espino, 1996). Los cultivares
comerciales de tabaco negro en Cuba presentan una resistencia a enfermedades
procedente de la especie Nicotiana debneyii (Espino, 1996). La presencia de
estos genes de resistencia en estos cultivares tienen mas de 30 afios de
explotacion en plantacion. Como consecuencia, los Oomycetes fitopatdgenos del
tabaco se encuentran mas adaptados a estos cultivares mediante sus

mecanismos microevolutivos de patogenicidad y virulencia (Espino, 1996). Lo
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anterior, conduce a la bisqueda de nuevos genes que diversifiqguen
genéticamente los futuros cultivares dentro del germoplasma de las especies de
Nicotiana, tomando como base, la utilizacion de nuevos parentales resistentes a
Oomycetes (Garcia y Castro, 2007). Numerosas investigaciones han demostrado
gue la especie Nicotiana megalosiphon constituye un reservorio de genes de
resistencia frente a diferentes fitopatégenos del tabaco (Rodriguez, 2013). Esta
especie no posee valor comercial, sin embargo, es practicamente inmune a las
enfermedades provocadas por Oomycetes tales como Phythopthora nicotianae y
Peronospora hyoscyami f sp tabacina (Borras-Hidalgo y col, 2006). El analisis en
la expresiéon génica de N. megalosiphon durante la interaccién con P. hyoscyami f
sp tabacina demostré la induccién del factor de transcripcién EIL2 y la glutation
sintetasa (Borras-Hidalgo y col., 2006). Ademas, en este hospedante se aisl6 la
defensina  NmDEO2, la cual presenta actividad bioldégica contra diferentes
fitopatdgenos, entre los que se incluye P. nicotianae (Portieles y col., 2010). Por
otra parte, la glutation transferasa actia como regulador negativo en N.
megalosiphon frente a P. nicotianae (Hernandez y col., 2009). Mientras, que otros
genes son activados durante esta interaccion (Chacén y col., 2009), como los que
codifican para la proteina activada por mitégenos (MAPK), las proteinas
relacionadas con la muerte celular (RING finger protein) y el estrés oxidativo. Las
interacciones compatibles e incompatibles entre la planta y el patdbgeno estan
determinadas por la accion del sistema de inmunidad innata que es capaz de
desarrollar el hospedante (planta) (Borras y col, 2010). La inmunidad innata en
plantas, aunque es un concepto relativamente nuevo en la fitopatologia (Jones y
Dangl, 2006). El numero de genes involucrados en este proceso determina el tipo

de resistencia en la planta que han sido definidas como horizontal o poligénica o
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en otro caso vertical o0 monogénica (Agrios., 2005). La resistencia poligénica
depende del aporte de cientos de genes que constituyen la primera linea de
defensa de la planta, es una respuesta duradera en el tiempo y estable (Kou y
Wang 2010; Agrios 2005). En cambio, la resistencia vertical 0 monogénica
depende exclusivamente del reconocimiento especifico de un gen de avirulencia
(avr) en el patdgeno, por su gen de resistencia en el hospedante (R) (Hoorn y
Kamoun, 2009). La presencia del par proteico R-avr genera una respuesta
hipersensible o HR en la planta, vigorosa e inmediata (Agrios, 2005). El resultado
final implica el aislamiento y la destruccion progresiva del patogeno. Esta
respuesta es mas robusta que la anterior, pero al depender de uno o muy pocos
genes R, tendra poca estabilidad en el tiempo, ya que un cambio genético en el
gen avr del patdgeno implicaria que el gen R de la planta no podria reconocerlo y
que por tanto, ocurra el desarrollo de la enfermedad (Agrios, 2005). Los genes de
ambos tipos de resistencia son investigados durante la interaccién con el
patdgeno mediante diferentes técnicas de la Gendmica Funcional. Estas permiten
el andlisis en la expresion de un gran numero de genes como es el caso del

SuperSAGE (del inglés, Serial Analysis Gene Expression), (Matsumura y col,

2010). También, posibilitan la secuenciacién a gran escala de los genes que se

inducen en determinada condicion (NGS, Next Generation Sequences) o0 permiten

analizar su importancia en la resistencia a un patdégeno mediante el silenciamiento
del gen o su expresion utilizando vectores virales de plantas (Chakravarthy y col.,
2010).

En la interaccién planta - patdgeno los genes de la resistencia poligénica son
activados en los primeros estadios de la respuesta de defensa de la planta

(Shulze y Panstruga, 2011). Estos codifican para diferentes tipos de proteinas
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entre las que se incluyen glucanasas, xilanasas, galacturonasas, proteinas
relacionadas con la patogénesis (PR), proteasas e inhibidores de proteasas (Sels
y col.,, 2008). Los inhibidores de proteasas presentan dos funciones
fundamentales; regulan las proteasas enddgenas del hospedante e inhiben las
proteasas del patdgeno (van der Hoorn, 2008). Estas proteinas descritas en
plantas se encuentran en organos de reserva, semillas, flores, entre otros (Habib
y Fazili, 2007). Los inhibidores de proteasas se activan durante el dafo tisular
provocado por el patdégeno. Por ejemplo, la infeccion del Virus del Mosaico del
Tabaco activa dos inihibidores de proteasas nombrados TIMPA y TIMPB en
plantas de Nicotiana tabacum (Heizt y col., 1993). También, la presencia de un
inhibidor de proteasa del tipo serino, PLPK, se ha relacionado con la infeccion de
Phythophthora infestans, agente causal del tizén tardio de la papa (Feldman y
col., 2014). Ademas, en plantas de tomate resistentes a este fitopatdgeno se ha
detectado la actividad de inhibidores de tripsina y quimotripsina (Kim y col., 2009).
Estas proteinas son capaces de inhibir las proteasas digestivas de insectos
pertenecientes a los Ordenes Lepidoptera, Diptera y Coleoptera (Habib y Fazili.,
2007). Mediante la aplicacion de técnicas biotecnoldgicas se han creado plantas
transgénicas que expresan inhibidores de proteasas del tipo serina y cisteina y
que han logrado el control de nematodos, insectos, hongos y bacterias
fitopatégenas (Paiva y col., 2013). Numerosos inhibidores de proteasas se han
aislado y caracterizado bioguimicamente en la familia Solanaceas vy
especificamente en las siguientes especies del género Nicotiana sp tales como:
Nicotiana benthamiana Domin, Nicotiana tabacum L, Nicotiana alata Link & Otto,
Nicotiana glutinosa L, Nicotiana langsdorffii Weinm, Nicotiana attenuata Torrey ex

S. Watson, Nicotiana cavicola N. T.Burb, Nicotiana hesperis N.T.Burb, Nicotiana
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simulans N. T. Burb y Nicotiana glauca Graham. En la especie Nicotiana
megalosiphon Van Huerck & Mull. Arg se ha identificado un inhibidor de proteasas
del tipo serino relacionado con los descritos en el Género Capsicum
(http://plantpis.ba.itb.cnr.it/, 2013).

Tomando en consideracion que Nicotiana megalosiphon es una especie
practicamente inmune frente a las enfermedades provocadas por Oomycetes y en
particular por P. nicotianae (pata prieta), y dada la importancia de los inhibidores
de proteasas en plantas en el aporte a la resistencia horizontal o poligénica, se
propone la siguiente hipétesis:

“La resistencia poligénica de Nicotiana megalosiphon frente a Phythopthora
nicotianae, pudiera estar relacionada con la expresion de genes que

codifican para inhibidores de proteasas en plantas”.

Para comprobar esta hipotesis se define el siguiente objetivo general y los

siguientes objetivos especificos:

Objetivo General:

Definir cuales genes de Nicotiana megalosiphon intervienen en la resistencia
poligénica frente a P. nicotianae y suponen una proteccion de amplio espectro

frente a Oomycetes fitopatdégenos.

Objetivos especificos:

1. Obtener bibliotecas de ADN complementario (ADNc) a partir de la

interaccion de Nicotiana megalosiphon y Phytophthora nicotianae mediante

SuperSAGE.
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2.

Identificar las secuencias de ADNc (genes) que se activan durante la
interaccion entre Nicotiana megalosiphon y Phytophthora nicotianae y que
estan relacionadas con genes que codifican para inhibidores de proteasas
en plantas.

Evaluar el comportamiento (cinético) de la expresion en el tiempo y en los
organos de N. megalosiphon de los genes identificados y relacionados con
inhibidores de proteasas en plantas.

Caracterizar molecularmente, (filogenia y bioquimica) los genes que fueron
identificados en Nicotiana megalosiphon y que estan relacionados con los
inhibidores de proteasas de plantas mediante programas bioinformaticos.
Evaluar la pérdida o ganancia de funcion de los genes relacionados con los
inhibidores de proteasas de plantas en N. megalosiphon y N. benthamiana

respectivamente, frente a Oomycetes que afectan el cultivo del tabaco.

La novedad cientifica de este trabajo radica en que:

1.

Es la primera vez que se vincula la resistencia poligénica a Oomycetes con
un gen de Nicotiana megalosiphon que se activa durante la interaccion con

P. nicotianae y esta relacionado con inhibidores de proteasas en plantas.

Se caracteriza un gen de Nicotiana megalosiphon que durante su expresion
temporal en Nicotiana benthamiana, especie susceptible a enfermedades
provocadas por Oomycetes, confiere niveles altos de resistencia frente

Phytophthora nicotianae y Peronospora hyoscyami f. sp. tabacina.
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Aportes practicos esperados:

1.

El gen caracterizado de Nicotiana megalosiphon es un indicador de la
resistencia poligénica frente a Oomycetes fitopatdbgenos que afectan el
cultivo del tabaco; por lo cual podria ser utilizado como un marcador
molecular de este tipo de resistencia en lineas de mejoramiento genético o
cultivares resistentes a enfermedades como la pata prieta y el moho azul del
tabaco.

La efectividad del gen controlando la infeccion de Oomycetes durante su
expresion temporal en N. benthamiana sugiere la posibilidad de utilizarlo en
la transformaciéon de especies o cultivares susceptibles, por ejemplo a pata
prieta, con importancia econdémica en la agricultura, como el tomate, el
pimiento y la papa, cultivos que ademas pertenecen a la familia de las
Solanaceas.

La expresiéon del gen puede ser utilizada para la obtenciéon de una proteina
con actividad biolégica contra Oomycetes, por lo cual seria posible la

elaboracion de un producto bioldgico a partir de la misma.

Aporte social:

1.

El presente trabajo aporta conocimientos novedosos sobre un gen de N.
megalosiphon relacionado con inhibidores de proteasas que influye
positivamente en la resistencia poligénica frente a P. nicotianae. El control
de Oomycetes fitopatdogenos en el cultivo del tabaco es una prioridad

fitosanitaria por la importancia que tiene el cultivo en la economia del pais.
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1.1. Caracteristicas generales del género Nicotiana.

El género Nicotiana comprende mas de 60 especies originarias de las Américas,
Australia e islas asociadas, Nicotiana africana Merxmiller et Buttler es la Unica

especie que se conoce como nativa del continente africano (Shew y Lucas, 1991).

El nimero basico de cromosomas en Nicotiana es x=12, y el nidmero mas
frecuente es 2n=2x=24 (33 especies), (Olmstead y Bohs, 2007). El género
Nicotiana se divide en tres sub-géneros: Rustica, Tabacum y Petunioides basado
en la morfologia, posibilidades de cruce, nUmero cromosomico y comportamiento
de hibridos interespecificos (Olmstead y Bohs, 2007). Dentro de este género, la

especie Nicotiana tabacum (2n=48) es la de mayor importancia y la mas conocida.

1.2. Origen, sistemética e importancia econdmica de Nicotiana tabacum L

Se plantea que el origen de Nicotiana tabacum se encuentra entre los hibridos de
las especies Nicotiana sylvestris, N. tomentosiformis y N. otophora (Kishore,
2014). El é&rea original de distribucion natural fue el noroeste de Argentina y su
vecindad boliviana (Torrecilla y col., 1980). En general de acuerdo a los estudios
sistematicos la especie se clasifica como Nicotiana tabacum Linn; Familia
Solanaceae; Orden Solanales; Clase Magnoliopsida; Division Magnoliophyta

(Kishore, 2014).
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Importancia econdmica.

En el aflo 2009, la superficie mundial dedicada al cultivo del tabaco fue de
3876245 hectareas, con una produccion de tabaco crudo de 7,19 millones de
toneladas y los mayores productores fueron China, Brasil y la India con el 44%, el
12% y el 9%, respectivamente, de la producciéon mundial (FAO, 2013). En Cuba,
las plantaciones de tabaco se han extendido paulatinamente a todas las
provincias, aunque es en el occidente y el centro del pais donde existen las
mayores extensiones (Garcia y col., 2002). La produccion de tabaco llego a las
700000 toneladas en el afio 2013 y se prevé un incremento en el préximo
quinquenio con la incorporacion de otras zonas en la region oriental del pais
(FAO, 2013). La exportacion de puros Habanos constituye una de las principales
vias de ingreso de divisas y los principales consumidores del producto se

encuentran en el mercado europeo.

1.3. Caracteristicas generales de Nicotiana megalosiphon Van Heurck et

Muller.

Nicotiana megalosiphon es una planta herbacea de crecimiento anual, de origen
australiano. Mide aproximadamente 90 cm, muy pubescente, con abundante
pelos glandulares; crece en forma de roseta y presenta hojas delgadas,
usualmente pecioladas, y punteadas. La inflorescencia es panicular con algunas
ramas, el caliz mide de 10-20 cm de largo. Las flores son blancas, alargadas y
con forma de trompeta, presentan alrededor de 5 pétalos (Anon, 1990). Tiene
propiedades toxicas. Los cruces entre N. tabacum y N. megalosiphon resultan

parcialmente estériles (Goodspeed, 1954).
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Nicotiana megalosiphon se comporta practicamente inmune a los Oomycetes
Phytophthora nicotianae y Peronospora hyoscyami f. sp. tabacina y su resistencia
se manifiesta desde los primeros estadios de desarrollo de la especie (Rodriguez,
2013). Otras investigaciones demuestran el control de las enfermedades del tizon
tardio de la papa y la pata prieta en tabaco, mediante la utilizacion de proteinas,
llamadas defensinas, aisladas de N. megalosiphon (Portieles y col., 2010).
Ademas, numerosos genes involucrados en la resistencia poligénica se han
caracterizado durante la interacciones de esta especie con Phytophthora
nicotianae (Chacon y col.,, 2009) y P. hyoscyami f.sp. tabacina (Borras y col.,

2006).

1.4. Principales agentes causales de enfermedades en el cultivo del

tabaco en Cuba.

Las principales fitopatdgenos que afectan el cultivo del tabaco en Cuba son
Phytophthora nicotianae que provoca la pata prieta, Peronospora hyoscyami f sp.
tabacina, agente causal del moho azul. Las afectaciones del Heliothis virescens
Fabricio, el cogollero del tabaco, es una enfermedad fitosanitaria, dificil de
controlar. La marchitez provocada por Fusarium oxysporum Schlecht. En las
regiones centrales de Cuba la presencia de la bacteria Nocardia sp provoca la
enfermedad del falso Orobanche. Diferentes virus de la familia Geminiviridae
como los que causa la enfermedad del encrespamiento foliar y el del grabado del
tabaco provocan afectaciones de impacto econdmico negativo en las regiones
occidentales. La planta parasita Orobanche ramosa es un problema fitosanitario
extendido en todas las areas tabacaleras del pais. La presencia de las especies

de é&fidos (Myzus nicotianae Blackman y Myzus persicae spp. hicotianae
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Blackman) en las regiones occidentales han coincidido con el incremento de

enfermedades provocadas por virus vegetales (Espino, 2009).

1.5. Laenfermedad pata prieta en el cultivo del tabaco y su importancia.

Es la enfermedad mas destructiva del cultivo del tabaco y la que mas dafios
econdémicos provoca en el productor. Presenta una distribucion global,
practicamente se encuentra en todas las regiones donde se cultiva la solanacea.
La mayoria de los paises utilizan estrategias de manejo integrado para controlar
su incidencia (Sullivan y col., 2005). El control quimico es muy costoso, aunque
los fungicidas sistémicos son los mas efectivos (Nesmith, 2001). Los principales
productores de tabaco mundial como China, Brasil, India y EEUU, informan
anualmente, pérdidas millonarias por las afectaciones provocadas por este
Oomycete. En Cuba la enfermedad pata prieta ha aumentado su incidencia desde
la campaiia 1988 (Espino, 2009). Existen focos epidémicos recurrentes en todas
las campafas, fundamentalmente en la region occidental (Espino, 2009). En la
cosecha tabacalera 2007-2008 constituyé el problema fitosanitario mas
significativo, ya que produjo un nivel de afectaciéon del 46 % del area total
sembrada (Espino, 2010). En las dltimas cuatro campafias (2011-2014) desplazé
al moho azul como la enfermedad mas importante del cultivo del tabaco. En las
provincias centrales en la campafia 2014-2015 se cultivd un area total de 2492 ha.
Sin embargo, se inform6 una afectacion de 237,40 ha, que representa un 10 % de
incidencia de pata prieta. El 41 % de esta afectacion fue clasificada de intensa
segun el area analizada (99,65 ha) (comunicacion personal Dr. Ubaldo Alvarez;
jefe del Dpto Agronomia). En las regiones occidentales la incidencia de la

enfermedad supera el 10 % del area afectada (Msc. Anayansi Cuéllar, Director del
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Instituto de Investigaciones del Tabaco). El desarrollo de las poblaciones de
Phytophthora nicotianae se ha favorecido con el incremento de la temperatura
media y la humedad relativa de los ultimos inviernos en detrimento de las
poblaciones de P. hyoscyami f. sp tabacina (Espino, 2010). La siembra de
cultivares resistentes es la practica mas utilizada y generalizada para controlar las
afectaciones de P. nicotianae en la fase de plantacién, pues el uso de fungicidas
sistémicos es incosteable por los altos precios de venta en el mercado

internacional.

1.5.1. Clasificacion taxondmica de Phytophthora nicotianae y los sintomas

de la pata prieta de N. tabacum L.

Los estudios sistematicos de la especie Phytophthora nicotianae Breda de Haan
(Erwin 'y Ribeiro, 1996) la ubican en el Phylum Heterokontophyta; Clase

Oomycete; Orden Pythiales; Familia Pythiaceae; Género Phytophthora.

La enfermedad pata prieta puede atacar toda la planta de tabaco, provoca la
obstruccién de los vasos del floema y el xilema, lo que limita el ascenso de las
sustancias nutritivas hacia el resto de la planta, afectando el crecimiento, la
calidad de las hojas y por tanto el rendimiento de la cosecha (Shew y Lucas,
1991). En las raices los sintomas mas frecuentes son la necrosis parcial y
generalizada, que impide la absorcion de agua y nutrientes por este 6rgano
durante la fase de semilleros y plantacion (Nesmith, 2001). También se pueden
observar las afectaciones en los tallos con el ascenso del marchitamiento
provocando la caida de las hojas, figura 1. El patdgeno continda su avance hasta
una altura entre 15-20 cm, la médula se seca, se torna de color pardo y se separa

formando discos (Shew y Lucas, 1991). En las hojas se observa un
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marchitamiento paulatino, decoloracion, presencia de manchas amarillas y en
estados avanzados de la enfermedad se produce la pérdida total de estas. El
Oomycete es capaz de parasitar nuevas hojas cercanas a la base del tallo

mediante las salpicaduras de las precipitaciones (Shew y Lucas, 1991).

1.5.2. Ciclo de la enfermedad, infeccion y epidemiologia.

El ciclo de vida de P. nicotianae es complejo ya que presenta varios tipos de
esporas. Los esporangios y las clamidosporas pertenecen a la fase asexual del
patégeno, mientras que el ciclo sexual esta determinado por las oosporas (Erwin y
Ribeiro 1996). Las clamidosporas son estructuras resistentes en el tiempo y se

forman en los tejidos muertos, estas pueden sobrevivir en el suelo durante afios y

son la fuente del in6culo primario (Erwin y Ribeiro 1996).

Figura 1. Afectaciones en el tallo producidas por la pata prieta en un cultivar de
Nicotiana tabacum. Se observa el desarrollo de la enfermedad caracterizada por
el marchitamiento de las hojas y la necrosis (color oscuro) desde la base del tallo.
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Cuando las condiciones de temperatura, humedad y nutrientes son favorables las
clamidosporas germinan produciendo hifas o esporangios que inician la fase
asexual del patdgeno. Los esporangios producen zoosporas que se desplazan en
condiciones acuosas mediante un par de flagelos, los cuales poseen valor
taxonomico para el género, en busca de las raices de las plantas hospedantes
(Narayan y col., 2010). Posteriormente, en este organo forman quistes y germinan
produciendo una hifa o liberando mas zoosporas con lo cual se completa ciclo
asexual (Hardham, 2009). Estas estructuras son muy importantes en la
epidemiologia y la dispersion del patégeno. Las oosporas son las estructuras
sexuales que contienen la diversidad genética de la especie aunque su presencia
ha sido poco observada, sin embargo la adaptacion de las poblaciones del
patdogeno a diferentes cultivares resistentes son evidencias de la plasticidad
genomica que puede mostrar este microorganismo (Blackman y col 2010), (Figura

2).
Infeccion:

Las zoosporas infectan las plantas penetrando a través de los pelos radicales y
las aberturas estomaticas (Hardham, 2009). Los esporangios producen un tubo
germinativo que penetra directamente en la epidermis de la planta. El posterior
desarrollo de un micelio en el interior de los tejidos vegetales dara origen a una
nueva generacion de esporangios en las raices y hojas del hospedante (Hardham,
2009). En condiciones climaticas favorables el Oomycete completa el ciclo
reproductivo asexual entre 48 h y 72 h. El in6culo primario se multiplica
exponencialmente en breve tiempo y ocurre la dispersién inmediata del patdgeno

(Hardham, 2009).
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Figura 2. Ciclo de vida sexual y asexual de Phytophthora nicotianae.

Epidemiologia:

Los esporangios y zoosporas se trasladan a través del agua de riego y las
precipitaciones (Sullivan y col., 2005). En esta circunstancia son dispersados por
los surcos, las zanjas, las lagunas de drenaje, los arroyos y rios infestando
nuevos campos de cultivos (Shew y Lucas, 1991). Otras vias comprobadas son
los utensilios de labranza, las patas de los animales de campo, los zapatos de los
agricultores, las ruedas de los tractores y camiones (Shew y Lucas, 1991). Un
aspecto importante a tener en cuenta es la siembra continua e intensiva de tabaco
en los campos tradicionales, lo cual incrementara la concentracion del indculo en
el suelo paulatinamente. Por esta razon, se recomienda realizar un monitoreo del
namero de propagulos por gramo (g) de suelo con el objetivo de conocer su

concentracion y estimar si es factible o no plantar el cultivo (Espino, 2009).
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1.6. Peronospora hyoscyami f. sp. tabacina, agente causal del moho azul

del tabaco. Caracteristicas generales.

El moho azul del tabaco es una de las enfermedades mas devastadoras del
cultivo de Nicotiana tabacum L. Su aparicion en Cuba por primera vez fue en
1957, informandose pérdidas considerables en las regiones de Artemisa y
Mayabeque (Pandiello, 1958). Posteriormente aparece en la campafia 1979-1980
destruyendo el 90 % de la cosecha plantada y convirtiéendose en una enfermedad
endémica (Pérez y Aguiar, 1982). Por esta razdn, el sistema de sanidad vegetal
en Cuba continda desarrollando y perfeccionando el control y manejo integrado
para esta enfermedad. Peronospora hyoscyasmi f. sp. tabacina es el agente
causal del moho azul del tabaco. Es un biétrofo obligado de N. tabacum L y
pertenece al Phylum Heterokontophyta, Clase Oomycetes, Orden
Peronosporales, Familia Peronosporaceae, Género Peronospora (Diana, 1993).
Todas las regiones tabacaleras de Cuba presentan incidencia de moho azul en
mayor o menor grado. Los periodos de maxima incidencia comienzan a finales del
mes de noviembre y disminuyen en los primeros dias de abril (Espino, 1996). Los
inviernos mas calidos y con escasa humedad, en las Ultimas 5 campafias, han
provocado una disminuciéon en la severidad de ataque de la enfermedad.
Actualmente es la pata prieta y no el moho azul la enfermedad del tabaco mas
importante provocada por Oomycetes (Espino, 2010). El patdgeno en su ciclo de
vida asexual forma esporangios en el envés de la hoja del hospedante. Estas
estructuras son las encargadas de dispersar el Oomycete en cortas o grandes
distancias mediante las corrientes de aire (Main, 2002). El ciclo de vida se
completa en el hospedante, sin embargo es capaz de desarrollar oosporas que

son las estructuras sexuales de este patdgeno. Aunque se ha comprobado la
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presencia de estas, no es comun encontrarlas en la época de plantacion, no
obstante son las encargadas de sobrevivir después de la recoleccion del tabaco y
constituir el inéculo primario para la nueva campafa (Heist, 2000). Los sintomas
de la enfermedad en semilleros se evidencian con la presencia de parches con
hojas destruidas, posteriormente en plantas de mayor altura es posible observar
decoloraciones amarillas y la aparicion de un moho velloso que son las
esporulaciones del patdgeno (David y Main., 1990). En plantas adultas muy
infestadas el moho velloso es mas abundante y tupido, con una coloracion
azulada, lo que es mas evidente en las hojas proximales a la base del tallo, estas
lesiones forman areas necroticas (Fillers, 2004). La infeccion sistémica de la
planta ocurre cuando el patdgeno infesta el sistema vascular del hospedante
provocando la distorsion y ruptura de tallos y hojas, decoloracion vascular y

enanismo (Main, 2002).

1.7. Aspectos generales sobre el manejo integrado de enfermedades para

el control de la pata prieta y el moho azul del tabaco.

Las medidas fitosanitarias para el manejo integrado de estas enfermedades
provocadas por Oomycetes tienen en cuenta diferentes aspectos como la
seleccién de terrenos adecuados para la siembra. El suelo no debe exceder el
namero de propagulos de P. nicotianae que debe ser inferior al 21 % (Espino y
col., 1999). La estrategia varietal debe seguir la zonificacion recomendada, donde
las variedades mas tolerantes a las enfermedades deben estar en las regiones de
mayor incidencia sin que esto comprometa el rendimiento y la calidad del
producto final (Espino y col., 1999). Por otra parte, se debe tomar en cuenta el

periodo de minima incidencia de estas enfermedades para comenzar a plantar los
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cultivares mas productivos, por ello el trasplante de las posturas se realiza en
noviembre para alguno de ellos, ya que las temperaturas invernales retrasan el
desarrollo de P. nicotianae. Otra herramienta importante en el manejo integrado,
lo constituye el uso de un sistema de prondstico para la aparicion de estas
enfermedades. EI mismo posee un caracter predictivo y probabilistico que se
encuentra en estrecha relacién con las condiciones climaticas y la presencia de
focos del patégeno o la identificacion del inéculo primario (Espino y col., 1999). Es
también fundamental, el uso racional de agroquimicos preventivos y curativos,
combinado con la aplicacion de productos biolégicos como la utilizacion de
Trichoderma contra la pata prieta. La seleccion negativa de las plantas infestadas
no es menos importante, dada la importancia epidemioldégica que posee. La
sostenibilidad de los suelos y la presencia de microorganismos benéficos se
logran con la siembra de leguminosas como el maiz y el sorgo después de la

cosecha de tabaco (Espino y col., 1999).

1.8. Interaccion planta — patégeno.

1.8.1. Sistema de inmunidad innata en plantas.

Las plantas han desarrollado estrategias que les permiten reconocer a los
patdgenos que las invaden y activan una defensa efectiva (Van der Biezen y
Jones, 1998). De la misma forma, los patdgenos poseen mecanismos que les
posibilitan evadir y/o suprimir estas respuestas defensivas provocando la
enfermedad en las plantas (Gohre y Robatzek, 2008). Los mecanismos de
defensa y ataque de ambos organismos se encuentran en continua evolucion y su
comprension permite la aplicacion de medidas fitosanitarias basadas en las
disciplinas de la biotecnologia y la biologia molecular (Dodds y Rathjen, 2010).
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Las plantas son resistentes a la mayoria de los microorganismos patdgenos
mediante un mecanismo de defensa basal, denominado sistema de inmunidad
innata (Jones y Takemoto, 2004; Chisholm y col., 2006; Jones y Dangl, 2006). El
modelo zigzag (Jones y Dangl, 2006) trata de explicar la respuesta inmune de la
planta tomando en cuenta dos fases fundamentales de percepcion vy

reconocimiento de las bio-moléculas del patdogeno (Figura 4).

Alta PTIl ETS ETI ETS ETI
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Figura 4. Modelo zigzag de Dangl y Jones. Fases de reconocimiento del
patégeno y activacion de la respuesta de inmunidad innata en plantas (PTIy ETI).

En una primera fase, el sistema de inmunidad innata es activado por la accion de
los receptores de membrana celular de la planta (PRRs) que reconocen las
estructuras biolégicas de los patdégenos (patrones moleculares asociados a
patogenos) o PAMPs, (Thomma y Joosten, 2011). La interaccion proteica entre
PRRs-PAMPs promueve la activacion de la defensa de la planta llamada sistema
inmune activado por PAMPs o PTI (Zipfel, 2009; Boller y Felix, 2009). Sin
embargo, determinados patdgenos utilizan proteinas especializadas, llamadas
efectores, que logran suprimir la activacion del PTI y provocan en la planta la

susceptibilidad a la enfermedad o ETS (Jones y Dangl, 2006). Los genes avr
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codifican para las proteinas efectoras (Avr) del patdgeno que estan localizadas en
el citoplasma y pueden ser reconocidas de forma especifica por una proteina de
resistencia (R) de la planta (Jones y Dangl, 2006). La interaccion R-Avr es el
segundo momento de reconocimiento o percepcion del patégeno. Esta vez el
sistema de inmunidad innata de la planta es activado por la accion de las
proteinas R de la planta sobre los efectores del patdgeno y es llamado ETI o
activacion mediada por efectores (Swiderski y col., 2009; Jones y Dangl, 2006).
Durante el ETI se produce una transduccion de sefiales hacia el interior de la
célula de la planta activando una cascada de genes que generalmente termina en
una reaccion de hipersensibilidad (HR), (Van der Hoorn y Kamoun, 2009). La HR
evita la infeccion y el desarrollo posterior del patdgeno. En ocasiones el efector
tiene mutado el sitio de reconocimiento de la proteina R de la planta por tanto se
produce una nueva susceptibilidad a la enfermedad para esta nueva variante del
patdgeno (Jones y Dangl, 2006). La presion de seleccion de esta nueva mutacion
hard que otra proteina R aparezca en la poblaciébn de plantas activAndose
nuevamente la inmunidad mediada por efectores o ETI (Jones y Dangl, 2006). El
modelo zigzag fue propuesto tomando en cuenta la interacciones de plantas con
biétrofos del tipo Oomycetes, como son los casos de P. nicotianae y P. hyoscyami
f. sp tabacina. En la actualidad se utiliza como marco teérico en la comprension
inicial de lo que se entiende por sistema de inmunidad innata en plantas. Entre las
principales limitaciones del modelo podemos citar que no se ajusta a otros tipos
de interacciones que no sean con Oomycetes; tales como, bacterias, hongos
necrotrofos, virus e incluso simbiontes (Pritchard y Birch, 2014). En otro aspecto,
el modelo no posibilita la cuantificacion de ninguna de las fases o factores que

influyen en la interaccion. Asi mismo, el tiempo en el que ocurre la respuesta de
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defensa de la planta es ambiguo, cuando en realidad, los procesos que ocurren a
nivel poblacional, como la aparicion de un nuevo gen R, en la planta demoran
evolutivamente y no ocurren de inmediato. Tampoco queda definido el espacio en
el que ocurre la respuesta, pues las primeras fases se describen en un nimero
limitado de células y el resto a nivel poblacional. Por altimo no toma en cuenta el
medio ambiente y los factores abioticos que influyen directamente en la
interaccion (Pritchard y Birch, 2014). No obstante, en la actualidad el modelo
zigzag es la herramienta expositiva, tedrica y pedagodgica mas utilizada en la
fitopatologia para comprender los mecanismos moleculares que definen la

inmunidad innata de las plantas.

1.8.2. Resistencia parcial o poligénica.

La resistencia poligénica, multigénica, parcial, horizontal o cuantitativa, esta
determinada por un grupo de genes que codifican para numerosas proteinas que
actuan de forma coordinada para detener el avance y el posterior desarrollo del
patdgeno (Agrios, 2005). Cada uno de estos genes aporta individualmente a la
resistencia basal de la planta. Como resultado se obtiene un tipo de resistencia
conformada por el aporte cuantitativo de estos genes frente a las posibles
variantes patogénicas de razas, cepas, patovares y biotopos en diferentes
géneros y especies (resistencia de amplio espectro), (Agrios, 2005). La activacion
de esta resistencia constituye la primera linea de defensa de la planta. Entre los
genes de la resistencia poligénica que son activados se encuentran los que
codifican para las proteinas relacionadas con la patogénesis (PR), (Kou y Wang,
2010). La acumulacion de las proteinas PR estd asociada directamente con la

presencia de cultivares de resistencia poligénica de amplio espectro, incluso se
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han informado biomoléculas que activan la respuesta de HR en ausencia de la
proteina de resistencia R (Sels y col., 2008). Por tanto existen dos factores
fundamentales que influyen en el desarrollo efectivo de la resistencia poligénica,
ellos son: los genes de expresion constitutiva involucrados en las barreras
estructurales y bioquimicas y los genes que codifican para las proteinas PR y que

estan asociadas a la respuesta de HR.

1.8.3. Resistencia vertical o monogénica.

La resistencia vertical, monogénica, raza-especifica o de genes R, esta presente
en muchas interacciones planta — patdgeno, especialmente aquellas en las que
participan Oomycetes biétrofos, hongos (mildius polvorientos, royas), nematodos,
virus y bacterias (Agrios, 2005). La resistencia de la planta, ocurre a través de
pares complementarios de genes, un gen R (planta) codifica para una proteina R
que reconoce especificamente el producto de un gen del patdégeno o proteina Avr
(Agrios, 2005; Oijen y col., 2007). Existen dos hipétesis acerca de la percepcion
de las proteinas Avr del patégeno por la planta: la primera plantea la interaccion
directa “gen a gen” y la segunda aboga por la interaccién indirecta a través de
“proteinas guardianas® (Hoorn y Kamoun, 2009). La respuesta de
hipersensibilidad o HR es la culminacion de la cascada de sefiales que se
produce una vez que la proteina R de la planta reconoce a la proteina Avr del
patdgeno (Dangl y Jones, 2006). Los cambios bioquimicos en la célula vegetal
son drésticos, se produce el incremento de las reacciones de oxidacion (estallido
oxidativo) debido a la presencia de las especies reactivas del oxigeno, y
activacion de lipoxigenasas, se incrementa el movimiento de iones K* y H a

través de la membrana celular (Mgller y Sweetlove, 2010). Ademas, se produce la
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disrupcién de la membrana y la pérdida de los compartimiento celulares. La pared
celular se refuerza (lignina y suberina) y se le asocian compuestos
fenilpropanoides y alcoholes aromaticos (Coll y col.,, 2011). Se activa
temporalmente la actividad quinasa debido al dafio tisular y al acido salicilico, hay
produccion de compuestos de naturaleza fenolica como las fitoalexinas y las
proteinas de la patogénesis PR ambas con funcion antimicrobiana (Coll y col.,

2011).

1.8.4. Proteinas relacionadas con la patogénesis (PR).

Es un grupo muy diverso de proteinas que se encuentran en muy poca
concentracion en la planta en condiciones normales, sin embargo, durante el
estrés bidtico se producen en altas concentraciones provocando la toxicidad en el
patogeno (Sels y col., 2008). Los érganos de la planta pueden producir diferentes
tipos de proteinas PR, su localizacion puede ser intra o extracelular. Las proteinas
PR se clasifican de acuerdo a su funcion, grupo seroldgico, peso molecular,
secuencia de aminodcidos, etc. Son muy solubles en agua, con pH muy basicos o
acidos (Sels y col., 2008). Estan descritas unas 14 familias, las mas conocidas
son las PR1 con funcion anti-fungica y anti-Oomycete. Las PR2 presentan
actividad glucanasa (-1,3-glucanasas), las PR3 son quitinasas, PR4 anti-fungicas
y las PR6 son inhibidores de proteasas (Agrios, 2005). Otras proteinas PR son las
de tipo taumatina, defensinas, tioninas, lisosimas, lipoxigenasas, proteinas ricas
en cisteinas y glicinas, proteinasas, quitosanasas y peroxidasas. La induccion de
estos genes esta regulada por las concentraciones de SA (acido salicilico), JA

(jasmonato) y ET (etileno), (Agrios, 2005).
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1.8.5. Los Inhibidores de proteasas en plantas.

Los organismos vivos han desarrollado diversos mecanismos de control de la
actividad proteolitica, entre los que se encuentra la accion de los inhibidores de
proteasas, muchos de los cuales, son de naturaleza proteica (Farady y Craik,
2010). En las plantas estas proteinas regulan las proteasas enddgenas y a su vez
interactdan con la bateria enziméatica de los fitopatdégenos, contribuyendo a formar
la primera linea de defensa en la inmunidad innata. Existe una base de datos de
95 inhibidores de proteasas con sus isoformas en mas de 129 especies de
plantas que puede ser consultada en la direccion electronica:
http://plantpis.ba.itb.cnr.it/. Los inhibidores de proteasas se clasifican con un
sistema de nomenclatura basado en su origen, estructura y mecanismo de accion,
(Laskowski y Kato, 1980), ademas se toma en cuenta la existencia de varios
dominios proteicos presentes con diferente especificidad por las proteasas. Sin
embargo, la base de datos MEROPS presenta la agrupacién mas completa de
estas proteinas que son agrupadas mediante familias y clanes segun su
secuencia de aminodcidos y su estructura proteica cristalizada en tres
dimensiones(Rawlings y col., 2014). Los inhibidores de proteasas del tipo serino
constituyen el grupo méas conocido y mejor caracterizado hasta la actualidad
(Rawlings y col.,, 2014) y de acuerdo al mecanismo o tipo de interaccion
estructural con la proteasa blanco, se clasifican en serpinas (del inglés: “serine
protease inhibitors”), candnicos y no canénicos. Los inhibidores candnicos del tipo
serino se unen a la enzima de forma similar al sustrato, el enlace puede ser
hidrolizado y sintetizado nuevamente, sin que ocurran cambios en su estructura
terciaria (Krowarsch y col., 2003). En las plantas los inhibidores del tipo serino son

pequefias proteinas que se encuentran en los tejidos de almacenamiento, tales
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como: tubérculos, semillas y zonas aéreas de la planta. Estos se inducen cuando
la planta es atacada por insectos u otros fitopatdogenos (Habib y Fazili, 2007). La
proteccion que le brindan al hospedero radica en su actividad anti-metabdlica
contra el proceso digestivo de los insectos fitéfagos y en su capacidad para inhibir
el crecimiento de otros microorganismos, tales como: hongos, bacterias y virus
(Habib y Fazili, 2007). En la familia solanacea se han descrito distintos tipos de
inhibidores entre los que se encuentran los de papa tipo | y Il. Estos han sido
purificados y caracterizados bioquimicamente a partir de tubérculos de esta
especie, generalmente son proteinas monoméricas sin puentes disulfuros y
también se han descrito en tomate y en los exudados del floema de la calabaza
(Dunse y col., 2010). Otras especies de solanaceas como Nicotiana alata
presentan inhibidores de proteasas de bajo peso molecular y en las hojas de
Nicotiana tabacum se ha informado la presencia de 6 isoformas de estas
proteinas que se activan durante el dafio tisular (Lay y Anderson, 2003). Por otra
parte las especies como: N. glutinosa, N. glauca, N. langsdorffii, N. sylvestris, N.
attenuata, N. simulans, N. cavicola, N. hesperis, N. benthamiana presentan
inhibidores de proteasas bien caracterizados. Particularmente, en la especie N.
megalosiphon se ha comprobado la presencia de un inhibidor del tipo serino-
peptidasa Il relacionado con los descritos en pimiento, perteneciente a la familia |

20, clan 1A, (http://plantpis.ba.itb.cnr.it/).

1.8.6. Los inhibidores de proteasas y su importancia en la proteccion de
plantas.
Los inhibidores de proteasas en las plantas han tenido aplicacién practica en la

proteccion contra plagas de insectos tales como lepidépteros, hemipteros,
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coleopteros, etc., (Dunaevsky y col., 2005). Los inhibidores de tripsina de la soya
se han utilizado en el control de larvas de coledpteros del género Tenebrio que
afectan a la especie Tribolium confusum (Habib y Fazili, 2007). El control de
Heliothis virescens se ha logrado mediante la aplicacién de un inhibidor de tripsina
de la planta Vigna radiata en la dieta artificial de estas larvas (Dunaevsky y col.,
2005). El control en plantacion del lepidoptero Spodoptera litura sobre plantas de
Nicotiana tabacum, se logré mediante la expresion de un inhibidor de tripsina de
Ipomoea batatas, (Dunaevsky y col., 2005). Resultado similar se obtuvo sobre
Manduca sexta en tabaco, pero con inhibidores de tripsina y quimiotripsina de
Solanum tuberosum y Solanum lycopersicum, respectivamente (Lawrence y
Koundal, 2002). Ademas, en estas plantas se ha expresado un gen de soya que
codifica para un inhibidor de tripsina tipo Kunitz con actividad biolégica contra las
larvas de Heliothis virescens (Habib y Fazili, 2007). La induccion de resistencia a
diferentes virus, tales como: TEV (virus del grabado del tabaco) y PVY (virus Y de
la papa), en plantas de tabaco transgénicas se ha obtenido mediante la expresion
de un inhibidor del tipo cisteino-proteasa de arroz (Habib y Fazili, 2007). En
Nicotiana tabacum se ha informado la presencia de dos inhibidores de proteasas
(TIMP Ay TIMP B) del tipo serino que se activan durante la reaccion de HR frente
al virus del Mosaico del Tabaco (VMT), (Heizt y col,. 1993). Estos inhibidores
mostraron actividad in vitro frente a 4 proteasas microbianas de bacterias y
hongos fueron relacionados con la activacién de proteinas PR y la presencia del
SA (Geoffroy y col., 1990). Los hongos fitopatégenos Botrytis cinerea y Sclerotium
rolfsii retardan su crecimiento frente a inhibidores del proteasas del tipo cisteina,
previamente caracterizados, en cebada y malanga respectivamente (Carillo y col.,

2011). Otras investigaciones informan que el inhibidor de tripsina y chimiotripsina
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PT-1 de Solanum tuberosum presenta actividad bioldgica frente a la bacteria
Clavibacter michiganense y contra los hongos Candida albicans y Rhizoctonia

solani (Kim y col., 2005).
1.8.7. Herramientas moleculares de la gendmica funcional y su aplicacion en
la interaccion planta-patégeno.

La Genomica Funcional es un campo de la biologia molecular que se propone
utilizar la acumulacion de datos producidos por los proyectos de secuenciacion
génica para describir las funciones e interacciones entre genes y proteinas
(Schneider y Collmer, 2010). Utiliza principalmente técnicas de alto rendimiento
para describir la abundancia de productos génicos como el ARNm y las proteinas.

Algunas plataformas tecnologicas son:
Analisis Seriado de la expresion génica, del ingles SAGE o SuperSAGE.
Secuenciacion de alto perfil (lllumina, Pirosecuenciacion, etc).
Amplificacion de fragmentos de ADN en tiempo real o QPCR.

Utilizacion de vectores virales para el silenciamiento y expresion temporal

de genes (VIGS).

Utilizacion de programas informaticos, aplicado al andlisis de genes y
proteinas (MEGA 5, BLASTn, Blast2go, Genbank, etc).
1.8.7.1. Andlisis seriado de la expresion génica (SuperSAGE)

Es una de las técnicas de alto rendimiento de reciente uso por los fitopatélogos,
para conocer la activacion de los genes de la planta, frente al ataque de uno o

varios patégenos (Matsumura y col., 2010). La técnica produce 26 pares de bases
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(pb) de ADN que son el punto de partida del analisis de la expresion génica de un
hospedante, en una determinada condicion (Matsumura y col., 2003). En el caso
mas sencillo, existe una interaccion planta —patdgeno de la cual se extrae el ARN
mensajero (ARNm). Posteriormente se realiza una transcripcion inversa donde se
obtiene un ADN complementario (ADNc). Finalmente el ADNc es cortado en
pequefios fragmentos de 26 pb mediante la utilizacion de la enzima EcoP151 tipo
[l del fago P1, con actividad endonucleasa (Matsumura y col., 2003). La novedad
de esta técnica radica en que estos fragmentos, de ADN de 26 pb, representan la
expresion, inactivacion o invariabilidad de un gen durante la interaccion, ya sea de
la planta o el patdogeno (Matsumura y col., 2008). La extension del fragmento
obtenido permite la anotacion funcional de manera precisa de un gen determinado
(Matsumura y col, 2005). Por ello, permite analizar la variacién en la expresion del
genoma completo, bajo una determinada condicion. Ademas, se podria obtener la
secuencia completa de un gen de interés, previamente analizado. Se obtiene la
ventaja de poder analizar dos organismos a la vez, ya que la precision en la
anotacion funcional permite discriminar entre los genes de la planta y los del
patdogeno (Matsumura y col., 2008). Es una técnica que se ha digitalizado y
acoplado a otras plataformas biotecnolégicas, como la secuenciacion de alto
rendimiento, el PCR en tiempo real, los microarreglos y el silenciamiento o
expresion génica mediada por virus (Matsumura y col., 2010). Ademas, no es
conocer las secuencias de los genes de interés, ya que la técnica de por si,

permite el descubrimiento de nuevos genes, (Matsumura y col., 2005).
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1.8.7.2. Secuenciacion del genoma a gran escala o de alto rendimiento

(Next Generation Sequence).

Plataforma tecnolégica basada en un alto procesamiento de muestras de ADN
donde se utiliza un soporte sélido para amplificar y secuenciar de miles a millones
de pares de bases (pb), (Knief, 2014). Esta secuenciacion masiva es capaz de
procesar mas de 600 giga-bases (gb) en un corto periodo de tiempo, por ejemplo,
en 27 h se ha logrado secuenciar el genoma humano completo (Westermann y
col., 2012). La utilizacién de la Pirosecuenciacion, el lllumina y la secuenciacion
por ligacion son tecnologias que aplican este principio, basadas en equipos de
alta complejidad. Entre estas, el lllumina presenta mejores ventajas por su
velocidad de procesamiento, costo de la secuencia 0.05-0.15 $ y precision,
Aunque, el precio del equipo es elevado de 500000 a 700000 $. Las lecturas que
se obtienen son relativamente cortas entre 100 y 150 bases de extension y en 10
dias se logran obtener 6 genomas humanos, (Westermann y col., 2012). El
lllumina utiliza un paso de clonacién in vitro para generar muchas copias de cada
molécula individualmente. Los fragmentos de ADN se unen a una superficie solida
que contiene los cebadores y se produce una amplificacion o PCR puente
(Westermann y cols., 2012). Posteriormente, se obtienen muchas copias de un
solo fragmento de ADN que estan fisicamente aislados. Luego, se realiza una
secuenciacion en paralelo de todas las moléculas de ADN utilizando un
terminador marcado con un colorante, que en este caso, sera una base conocida,
la cual se agrega a la nueva molécula por sintesis de su ADN complementario.
Cada posicibn de la nueva base serd registrada mediante fluorescencia,
proporcionando asi, la lectura de la molécula (Westermann y col., 2012). Las

técnicas de alto flujo, como la secuenciacién por lllumina, se han acoplado

30



CAPITULO 1. REVISION BIBLIOGRAFICA

digitalmente a otras, como el SuperSAGE (Matsumura y col., 2010). Diversos
programas bio-informaticos como el PERL permiten la interpretacion biolégica de
la expresion génica a partir del acople digital de las técnicas anteriores (Mount,
2004). En la actualidad, debido a la secuenciacion de alto rendimiento y otros
proyectos similares, se encuentran disponibles de bases de datos los genomas
completos de diferentes especies de plantas entre ellos N. tabacum, N.
benthamiana, Solanum tuberosum y otras solanaceas (Sol Genomics Network,

http://solgenomics.net), (Fernandez-Pozo y col, 2014).

1.8.7.3. Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real. (PCR

cuantitativa o PCR en Tiempo Real).

La clave en la PCR cuantitativa consiste en que el fragmento amplificado en cada
ciclo puede ser detectado y cuantificado en el mismo instante de tiempo en el que
esta ocurriendo la técnica en cuestion. Para ello, se utilizan sustancias quimicas
fluorescentes que son llamados reporteros. Estas sustancias cuando se intercalan
en el ADN amplificado permiten monitorear, en todo momento, la reaccion de
amplificacion, lo cual representa su mayor ventaja con respecto a la PCR de
punto final o normal (Costa, 2004). Una de sus aplicaciones mas usadas consiste
en la cuantificacién de cambios en la expresion génica mediante la deteccion de
los niveles del ARNm, procedente de interacciones entre los organismos (planta-
patdgeno). Las sefiales de fluorescencia, de las sustancias que se utilizan como
indicadores son captadas por equipos ultrasensibles que generalmente llevan
acoplado una computadora (Zipper y col, 2004). Estos programas generan un
grafico que modela la cinética de la reaccion PCR (Costa., 2004). Las

aplicaciones de esta técnica son disimiles en la fitopatologia. Numerosos genes
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de plantas que son inducidos en la respuesta a patdbgenos han sido
caracterizados mediante PCR en Tiempo Real (Q-PCR). Las investigaciones de
Zhang y Zaitling., 2008 revelan que el gen HSR203J de Nicotiana langsdorffii se
expresa notablemente en la interaccion incompatible con P. hyoscyasmi f.sp.
tabacina, lo cual indica que es un gen relacionado con la defensa de la planta.
Chacén y col., 2009, demostraron en N. megalosiphon la expresién de genes
relacionados con la inmunidad innata frente a la infeccion de P. nicotianae

mediante esta técnica.

1.8.7.4. Caracterizacion funcional de los genes de plantas mediante el

silenciamiento o la expresion génica mediada por virus.

Es una técnica de la biologia molecular que se utiliza para determinar el aporte
funcional de un determinado gen o un grupo de ellos, frente a un genotipo o
fenotipo dado. La esencia de la técnica consiste en utilizar a los virus que infestan
las plantas como transportadores de estos genes modificados. Los genes que
llevan estos virus, interactian con el mecanismo de silenciamiento de la planta
gue se activa, debido a la presencia del gen sin modificaciones del hospedante,
gue posee homologia de secuencia génica con el que lleva el virus (Lu y col.,
2003). En pocas semanas, la planta a través de sus mecanismos defensivos,
suprime la replicacién directa del virus y degrada de forma especifica el ARNm
correspondiente al gen enddégeno de la planta, que finalmente no puede
expresarse (Ratcliff y col.,, 2001). Esta técnica permite la caracterizacion de
fenotipos en relacion con el gen, ya sea reprimido o sobre-expresado, ademas,
ofrece un potencial para el silenciamiento de miembros multiples e individuales de

la familia de un gen (Lu y col., 2003). Los vectores virales mas utilizados en los
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estudios de interaccion planta patégeno son el Virus del Mosaico del Tabaco
(VMT), el Virus X de la Papa (PVX) y el TRV (Lu y col., 2003). Generalmente se
utiliza la bacteria Agrobacterium tumefaciens para transportar los virus hacia la
planta, mediante un procedimiento llamado Agro-infiltracion (Terahuchi y col.,
2005). La planta modelo utilizada en estos experimentos es Nicotiana
benthamiana, debido a sus caracteristicas especificas para infestarse con los
virus rapidamente (Terahuchi y col., 2005). El control de la eficiencia del
silenciamiento se lleva a cabo con dos genes fundamentales, el gen pds que
codifica para una enzima que evita la foto-oxidacion de la clorofila (Fitoeno
desaturasa) y el gen chs, que produce una proteina llamada Chalcona-sintasa
relacionada con la coloracion naranja de los carotenoides (Wani y col., 2010). La
represion de estos genes produce un blanqueamiento o decoloracion del

pigmento verde en la planta (Wani y col., 2010; Baulcombe 2004; Lu y col., 2003).
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2.1. Construccion de bibliotecas de ADN complementario a partir de la

interaccion entre Nicotiana megalosiphon y Phytophthora nicotianae.

La construccion de las biblioteca experimental de ADN complementario se llevo a
cabo mediante la inoculacién del aislado patogénico de P. nicotianae PpnlIT 23 en
20 plantas de N. megalosiphon, con 42 dias de edad. Posteriormente, se
colectaron muestras de 0,3 g de hojas, tallos y raices de estas plantas por un
intervalo de tiempo de 1d, 3d y 7d. Las muestras anteriores, se unieron para
purificar el ARN total de la interaccion. Igual procedimiento se utiliz6 para la
construccion de la biblioteca control, aunque las plantas no fueron inoculadas con
el patégeno. El ARN total se extrajo de las dos bibliotecas utilizando el protocolo
comercial RNeasy (Qiagen, Valencia, CA), de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Posteriormente, se sintetiz0 una doble cadena de ADN
complementario utilizando el cebador-adaptador oligo dT biotinilado (5'-bio-
CTGATCTAGAGGTACCGGATCCCAGCAG(T)Y-3), (Matsumura y col., 2010).
Luego, se utilizo la enzima Nla Il para digerir la doble cadena de ADN biotinilada.
Los fragmentos de la digestibn enzimatica fueron unidos a perlas de
estreptavidina (Dynabeads streptavidin M-270). Posteriormente, se utilizo el
adaptador-2 (5-

CAAGCAGAAGACGGCATACGATCTAACGATGTACGCAGCAGCATG-3 vy 5'-

34



CAPITULO 2. MATERIALES Y NETODOS

CTGCTGCGTACATCGTTAGATCGTATGCCGTCTTCTGCTTG-amino-3")y se
ligaron a los fragmentos de ADN unidos a la estreptavidina. Luego, el ADN fue
digerido con la enzima EcoP15 I. Los restos de ADN con biotina fueron separados
del ADN digerido. El adaptador 2 con el ADN digerido (EcoP15 I) fue ligado al
adaptador 1 (5-ACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATCXXXX-3 vy &’
NNXXXXGATCGTCGGACTGTAGAACTCTGAACCTGT-amino-3’; las XXXX son
un codigo de secuencias que se utilizaron para diferenciar la biblioteca
experimental de la control. Posteriormente, se realizd la amplificacion del ADN
entre los dos adaptadores con los cebadores GEX (5-
AATGATACGGCGACCACCGACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGA-3' 'y 5'-

CAAGCAGAAGACGGCATACGA-3), Figura 5.
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Figura 5. Pasos fundamentales de la técnica del SuperSAGE para la creacion de
bibliotecas de ADNCc.
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La amplificacién por PCR se llevo a cabo con el siguiente programa: 98°C, 60 s,
3-10 ciclos a 98°C por 30 s y 60°C, 30 s. Se utilizaron 8 tubos de esta
amplificacion de PCR (cada uno de 15 pl), los productos de PCR se concentraron
utilizando el kit de reaccién de purificacion MinElute (Qiagen, Valencia, CA) y se
realizé una electroforesis en un gel de poliacrilamida desnaturalizado al 8%. El gel
fue tefido con SYBR green (Takara Bio), y luego se procedi6 a cortar la banda de
ADN producto de la amplificacion (123-125 pb). Se estimé la concentracion del
previamente purificado mediante el equipo Agilent Bioanalyzer 2100 vy
posteriormente, se utilizd6 el secuenciador de base soélida lllumina Genome
Analyzer Il. Las reacciones de secuencia utlizaron el cebador GEX (Dpnll)
siguiendo las instrucciones del fabricante. La lectura digital de las muestras se
realiz6 mediante la clasificacion suministrada por el programa informatico GEP de

la firma comercial GenX (Pro GmbH, Frankfurt am Main, Alemania).

2.2. Identificacion de los genes que se activan durante la interaccion de N.
megalosiphon con P. nicotianae y que estan relacionados con los

inhibidores de proteasas en plantas.

El programa informatico Perl Scripts se utilizo para determinar las secuencias
Unicas en ambas bibliotecas de ADN. Se tom6 como criterio, el célculo del factor
de cambio o FC para cada gen, donde un valor superior a 2,5 significo la
activacion de este en la muestra experimental (Matsumura y col, 2010). El FC se
define como la raz6n matematica entre los valores de la biblioteca experimental
sobre la libreria control para cada gen en particular. Se normaliz6 el nUmero de
datos obtenidos para un niamero de copias de 100000 por cada gen. Los genes

de mayor FC fueron seleccionados para buscar en estos, los de mayor homologia
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de secuencias de ADN, con inhibidores de proteasas caracterizados en plantas.
Para ello se utilizé el programa informatico de alineamientos de secuencias de
tipo local (BLAST). Las secuencias con valores inferiores a 10° se escogieron
como homologas a los genes de interés (Altschul y col., 1997). Posteriormente, se
utilizé el programa informatico BLAST2GO (http://www.blast2go.org) para realizar
la anotacion funcional de cada gen, relacionado con inhibidores de proteasas en
plantas (Conesa y col., 2005). La activacion de los ARNm relacionados con los
inhibidores de proteasas, obtenidos en el SuperSAGE se comprobaron mediante
la amplificacion rapida del extremo 3 (3-RACE-PCR) de sus ADN
complementarios (ADNc), (Kairun y col., 2005). Para ello, se tomaron los
fragmentos de 26 pb como cebadores, de las regiones del ADNc relacionados con
los inhibidores de proteasas en plantas y el cebador con cola de timina, poliT, (5'-
GGCCACGCGTCGACTAGTAC(T)Y-3"),complementario al otro extremo del
ADNc. El fragmento de ADN obtenido se separd en un gel de agarosa de 1,5%.
Las bandas correspondientes se cortaron del gel y se purifico el ADN con el
paquete comercial Qiaquick (QIAGEN, Hilden, Alemania). Los productos de PCR
se secuenciaron por la via de prisma de fluorescencia multicolor ABI, basado en
sistema de andlisis de ADN (Applied Biosystems), Foster City CA, USA). En todos

los casos se utilizé como gen de referencia el 26S ARNTr.
2.3. Andlisis de la expresion de los genes activados durante la interaccion
en el tiempo y en los 6rganos de N. megalosiphon.

En un experimento independiente, 0,3 g de muestras totales de 20 plantas de N.
megalosiphon, inoculadas previamente con P. nicotianae se colectaron durante 1d

(24 h), 3d (72 h) y 7d (168 h). Paralelamente, fueron separadas muestras de 0,3 g
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de las hojas, tallos y raices de las plantas de N. megalosiphon, anteriormente
infestadas con P. nicotianae y agrupadas por 6rganos a diferentes tiempos 1d, 3d
y 7d. El ARN total de los tratamientos anteriores fueron purificados mediante el
paquete comercial RNase kit (Qiagen, Valencia, CA). Posteriormente, se aplico la
técnica de PCR en tiempo real, en un primer caso, para analizar el
comportamiento cinético de los ARNm relacionados con los inhibidores de
proteasas en plantas, que fueron activados, con respecto al tiempo. En el
segundo caso, fue seleccionado el ARNm que mayor activacion y estabilidad
temporal presentd, durante la interaccion y se evalud la expresion, en los distintos
organos de la planta, con respecto al tiempo (1, 3 y 7 dias). El ADN
complementario se sintetizd utilizando el cebador adaptador oligo dT (5'-
CTGATCTAGAGGTACCGGATCCCAGCAG(T)'"-3")  utilizando, el paquete
comercial de la reverso transcriptasa SuperScript Il (Invitrogen, Carlsbad, CA).
Posteriormente, se utilizo la secuencia de 26 pb, resultante del SuperSAGE, como
primer cebador, para obtener la secuencia completa del gen nmimsp mediante 3'-
RACE RT- PCR, en combinacion con el segundo cebador con cola de timina, poli-
T (5- GGCCACGCGTCGACTAGTAC(T)Y-3") complementario. El PCR en tiempo
real cuantitativo se llevd a cabo en Rotor - Gene 3000 PCR machine (Corbett,
Australia) con el equipo QuantiTect SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Valencia, CA).
Las condiciones para el PCR en tiempo real fueron: un paso inicial de
desnaturalizacién a 95°C, por 15 min, seguido por una desnaturalizacién con 15 s
a 95°C, luego una hibridacion complementaria por 30 s a 60 °C y finalmente una
extension por 30 s a 72 °C durante 40 ciclos, los datos fueron analizados en el

programa del Rotor - Gene 3000 (Corbett, Australia). En el PCR en tiempo real se
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utilizaron cinco réplicas por cada muestra y los experimentos se realizaron por

duplicado.

2.4. Caracterizacion molecular (filogenia y bioquimica) de la proteina

NmMIMSP mediante programas bioinformaticos.

El alineamiento multiple de secuencias proteicas, relacionadas con los inhibidores
de proteasas en plantas, se realiz6 mediante los algoritmos del sub-programa
CLUSTAL W (Thompson y col., 1994). La obtencién de las distancias genéticas y
la generacion del arbol filogenético con su tipologia, fueron realizados con los
programas informaticos de agrupamiento de secuencias, Vecinos Cercanos (del
inglés, Neighbour-Joining, (NJ)), (Saitou y Nei, 1987) y MEGA, version 4 (del
inglés, Molecular Evolutionary Genetics Analisis), (Tamura y col., 2007). La matriz
de distancias evolutivas se calculo usando el modelo de dos parametros de
Kimura (1980). Se realiz6 un andlisis de re-muestreo (en inglés, bootstrap)
(Holmes, 2003) con 1 000 réplicas para asignar el apoyo estadistico a los distintos
agrupamientos, a partir de los datos del analisis tipo NJ. La predicciones del
péptido sefal, posible funcién biolégica, punto isoeléctrico, peso molecular y
localizacion celular fueron realizadas mediante los algoritmos del programa

informatico Signal P version 4, (Petersen y col., 2011).

2.5. Pérdida en la funcidon del gen nmimsp. Silenciamiento génico mediado

por el virus TRV en Nicotiana megalosiphon.

Se procedié a inactivar la expresion del gen nmimsp en N. megalosiphon
mediante silenciamiento génico mediado por TRV (tobacco rattle virus), (Ratcliff y
col, 2001). EI ADNc de nmimsp se amplific6 del ARNm de N. megalosiphon con

los siguientes cebadores, 5- CCCGGGATACCGCTAACGGCGAGAGA-3"; 5'-
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CTGCACGTTCGTTAGCTTCG-3". La banda de ADN fue digerida con la enzima
Smal .Un fragmento del ADN anterior de 150 pb se insert6 en idéntico sitio de
restriccidbn enzimatica del vector binario de Agrobacterium tumefaciens pGreenll
0000 (Hellens y col., 2000), donado gentilmente por el Dr. David Baulcombe
(Universidad de Cambridge) y se nombré TRV::nmimsp. El vector pGreenll 0000
contiene la particula viral ARN 2 del virus TRV, donde se encuentran los genes
estructurales que conforman el virus TRV. Ademas, se utilizd el vector binario
pPBINTRA6 que contiene la ARN polimerasa dependiente de ARN y constituye la
particula viral 1 (ARN 1) del virus TRV (Hellens y col. 2000). La efectividad del
silenciamiento se llevd a cabo mediante la construccién genética TRV::pds,
donada gentilmente por el Dr. David Baulcombe. La enzima Fitoeno Desaturasa
es esencial en la funcion de la clorofila. El silenciamiento de pds produce una
decoloracion del pigmento clorofilico en la planta donde las zonas verdes se
deben observar blanquecinas (Ratcliff y col 2001). La cepa A. tumefaciens
GV3101 se transformé individualmente mediante electroporacién con las
construcciones TRV::nmimsp, TRV::pds, (Figura 6) y el vector binario pBINTRAG6

(Luy col., 2003).
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Figura 6 A y B. Vectores binarios TRV:pds y TRV::nmimsp utilizados en el
silenciamiento.

2.5.1. Agroinfiltracion de las plantas de N. megalosiphon con los vectores

binarios de TRV.

Un total de 30 plantas de N. megalosiphon fueron utilizadas para cada uno de los
siguientes tratamientos de agroinfiltracion. Agroinfiltracion 1, cepa 1 de A.
tumefaciens (GV3101) transformada con el vector TRV::pds y la cepa 2 de A.
tumefaciens (GV3101) transformada con el vector pBINTRAG6. Agroinfiltracion 2,
cepa 1 de A. tumefaciens (GV3101) transformada con el vector TRV::nmimsp y la
cepa 2 de A. tumefaciens (GV3101) transformada con el vector pBINTRAG. Las
cepas transformadas de A. tumefaciens fueron incubadas en 50 ml de medio Luria
Bertani (LB) suplementado previamente con antibiéticos( 50 ug/ml Kanamicina, 25
ug/ml Gentamicina), 20 mM de Acetosiringona y 10 mM de MES(2-(4-Morfolono)
Acido etano-sulfonico). El cultivo crecié durante 12 h a 28°C, en agitacion a 50
rpm. Posteriormente, se realizé una centrifugacion a 4000 rpm durante 5 min y fue

desechado el sobrenadante. Las células se homogenizaron en 100 ml de tampon
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de infiltracion (10 mM de MgCl,, 10 mM de MES, 200mM de Acetosiringona). Se
ajusto la densidad 6ptica (D.O) en 1,5 a 600 nm con espectrofotometro (Fujitsu,
Japan) y fueron mezcladas las suspensiones bacterianas a razon de 1:1 (Ratcliff y
col., 2001). Las mezclas se incubaron durante 3 h a temperatura ambiente antes
de la agroinfiltracion. Las plantulas de N. megalosiphon con un total de 6 hojas
(cotiledones) fueron inoculadas con 300 ul de la mezcla bacteriana de las cepas
de A. tumefaciens (GV3101). La inoculacion se realizd en el envés de las hojas
con una jeringuilla de 2 ml de volumen total, sin aguja presionando, el tejido
vegetal, sin dafarlo (Ratcliff y col., 2001). La concentracion del ARNm del gen
nmimsp se monitore6 mediante PCR en tiempo real, con igual procedimiento que
en la seccién anterior. Las plantas de N. megalosiphon que no expresaron el gen

nmimsp fueron escogidas para la evaluacion de la resistencia a P. nicotianae.

2.5.2. Evaluacion de la prueba de resistencia a P. nicotianae en las plantas

de N. megalosiphon silenciadas en el gen nmimsp.

Se utiliz6 el aislado de P. nicotianae PpnllT23 de la raza 0, identificado
previamente en el Instituto de Investigaciones del Tabaco mediante la clave
taxondmica de Erwin y Ribeiro, (1996). Se utilizaron placas de Petri con medio de
cultivo V8 para inocular e incubar el aislado PpnliT23, durante 10 d a 27 °C.
Posteriormente, se extrajo asépticamente un ponchete circular de 5 mm de
diametro con micelio del aislado mediante un palillo estéril de madera de 80 mm
de longitud y 30 mm de didmetro. Placas de Petri con medio sintético Agar, Papa
y Dextrosa fueron inoculadas con estos ponchetes para el crecimiento del aislado
PpnlIT23. El palillo con los ponchetes y el aislado en crecimiento activo fueron

utilizados en la inoculacién de las plantas. El ponchete se colocé en los tallos de
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las plantas (de 6 semanas de edad) a 3 cm de la base del substrato (Sullivan y
col., 2005). Se establecié una temperatura de 30 °C durante 10 d en condiciones
controladas de casas verdes, para la posterior evaluacion de los sintomas. Se
utilizaron como controles del experimento plantas de N. megalosiphon (15) no
silenciadas genéticamente y plantas (15) de Nicotiana tabacum var. Sumatra,
cultivar muy susceptible a la enfermedad pata prieta. La evaluacion de la prueba
de resistencia a la enfermedad se realizé con un total de 15 réplicas. Se utilizo la
escala de Csinos, (1999) para estimar las lesiones en el tallo ocasionadas por P.
nicotianae. La misma, consta de 10 unidades, donde 1; significa una planta sin
afectacion, 5; una planta afectada en un 50 % y 10; una planta totalmente
destruida. Los datos generados por las pruebas de resistencia a pata prieta se
procesaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) de clasificacion simple con
el programa bioestadistico GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc,
California, 2012). Las diferencias significativas entre las medias se determinaron
con una prueba de Rango Multiple de Duncan estimando una probabilidad (P) <

0,01.

2.6. Ganancia temporal de la funcién del gen nmimsp mediada por el virus

PVX en plantas de Nicotiana benthamiana.

Se procedid a expresar el gen nmimsp en plantas de N. benthamiana mediante el
vector viral pgR106 (donado gentilmente por el Dr. David Baulcombe), derivado
del PVX (Potato X Virus), (Ratcliff y col., 2001). EI gen completo nmimsp se
amplifico a partir del ADN de N. megalosiphon con los cebadores 5'-
GGATCCATGGTGAAGTTCGCGCACGTGGTGGC-3 y 5-

GAGCTCTTACCCCACCTGCGGCGTCTGC-3'. El gen se insertd entre los sitios
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de restriccion enzimatica BamHI y Sacl del pgR106 (Figura 7). La construccion
genética se nombrd PVX::nmimsp. Se utilizé el gen que codifica para la proteina
verde fluorescente (gfp) para corroborar la eficiencia de la expresion tempora;
utilizando pgR106 (Lu y col., 2003). El gen gfp (717 pb) se amplificé del plasmido
comercial psfGFP-pBAD (Addgene, Cambridge, UK) con los cebadores 5'-
GGCGCGCCAACTTTAAGAAGGAGATATACAT-3 y 5-
GCCGTACCTGCTCGACATGTTCATTCGCCGGCG-3'. El fragmento de ADN se
insertd en el vector viral pgR106 entre los sitios de corte enzimaticos Notl y Ascl,
la construccién se nombré PVX::gfp (Figura 7). Las cepas de A. tumefaciens LB
4404 con el plasmido pSoup fueron transformadas por electroporaciéon con las
construcciones genéticas PVX::nmimsp y PVX::gfp individualmente(Hellens y col.,

2000).

TGB
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Figura 7. Vectores binarios PVX::nmimsp y PVX::gfp utlizados en el experimento
de expresion temporal.

2.6.1. Expresion del gen nmimsp en Nicotiana benthamiana mediante el

virus PVX.

Se procedié con el mismo protocolo de agroinfiltracién utilizado en el acéapite

2.5.1. Las construcciones genéticas que se agroinfiltraron fueron la cepa de A.
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tumefaciens LB 4404 (pSoup) con el vector PVX::nmimsp o con PVX:gfp. Se
utilizaron un total de 20 plantulas de N. benthamiana por construccion, con el
mismo procedimiento de inoculacion en el envés de la hoja y con los tampones de
infiltracion mencionados en el acapite 2.5.1 (Ratcliff y col., 2001). La expresion
relativa del gen nmimsp se monitored después de los 15 d de agroinfiltracién
mediante PCR en tiempo real. Se evalud la expresion del gen nmimsp en las
plantas de N. benthamiana con la construcciones PVX::nmimsp, PVX::gfp y sin
agroinfiltrar. Se purifico en ARN total de 0,1g de hojas N. benthamiana mediante
el paquete comercial RNeasy (Qiagen, Valencia, CA). Posteriormente, el ADNc se
sintetiz0 a partir de 5 ug de ARN utlizando los cebadores 5'-
GGATCCATGGTGAAGTTCGCGCACGTGGTGGC-3" de nmimsp y el cebador
oligo poli-(dT) del paquete comercial de Transcriptasa Inversa SuperScript Il
(Invitrogen, Carlsbad, CA). El programa del PCR en tiempo real cuantitativo se
llevdo a cabo en Rotor - Gene 3000 PCR machine (Corbett, Australia) con el
QuantiTect SYBR Green PCR paquete comercial (Qiagen, Valencia, CA). Las
diferencias significativas en la expresion del gen nmimsp fueron estimadas
mediante el analisis de varianza (ANOVA) de clasificaciébn simple, con el
programa bioestadistico GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc, California,
2012). Las diferencias significativas entre las medias se determinaron con una

prueba de Rango Multiples de Duncan para una probabilidad (P) < 0,01.

2.6.2. Evaluacion de la prueba de resistencia frente a P. nicotianae en
plantas de N. benthamiana expresando el gen nmimsp.
El procedimiento de preparacion del aislado de P. nicotianae PpnllT23, el proceso

de inoculacion en las plantas de N. benthamiana y la evaluacién de los dafios de
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la enfermedad mediante la escala de 1 a 10 de Csinos, (1999) se realiz6é de la
misma forma que en lo descrito en el acapite 2.5.2. Sin embargo en este caso se
utilizaron un total de 20 plantas, de 6 semanas de edad, (inoculadas previamente
con el patdgeno) por cada construccion agroinfiltrada (PVX::nmimsp y PVX::gfp) y

la especie sin agroinfiltrar (fenotipo normal).

2.6.3. Evaluacion de la prueba de resistencia frente a Peronospora
hyoscyami f. sp. tabacina en plantas de N. benthamiana expresando el

gen nmimsp.

El aislado de Peronospora hyoscyami f. sp. tabacina (PhtliIT324) se conservé en
hojas de Nicotiana tabacum var Corojo Tradicional durante la campafia 2013-
2014. Plantulas de este cultivar, de 15 a 20 dias de sembradas, se trasplantaron a
pequefios potes plasticos de 7 x 7 x 10 cm, previamente preparados con suelo
estéril y se mantuvieron a una temperatura entre los 16 °C y 18 °C, un fotoperiodo
de 12 h y una humedad relativa superior al 95%. Se inocularon las hojas de este
cultivar susceptible con 10 ul de una suspensién de esporangios de 10* esporas/
ml, ajustada previamente, en una camara de Neubauer y se mantuvo de esta
forma el aislado monospérico, hasta su utilizacion posterior. El inGculo resultante
se extrajo con pincel estéril, se ajusté la concentracién a esporas a 10* esporas/ml
y se procedid a infestar hojas de plantas de Nicotiana benthamiana, en
condiciones controladas (Borras-Hidalgo y col., 2006). Un total de 10 plantas de
N. benthamiana (6 semanas de edad) se inocularon con 10* esporas/ml del
aislado PhtlI324, después de los 15 d de agroinfiltracion, con las construcciones
(PVX::nmimsp, PVX::gfp) y las plantas control (sin agroinfiltrar). La severidad de la

enfermedad se estim6 mediante la evaluacion del periodo de incubacién del
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patogeno, a los 10 d después de la inoculacion. Se utilizé la escala de 0 a 4
utilizada por Reuveni y col., (1986), donde 0 representd una hoja sin lesiones, 1;
lesiones cloréticas amarillas < 25%; 2, clorosis >25 % y < 51%; 3; lesiones
cloréticas >51% y < 74%; 4, lesiones >75%-100%. Los datos generados por las
pruebas de resistencia a P. hyoscyasmi f. sp. tabacina se procesaron mediante un
analisis de varianza (ANOVA) de clasificacion simple con el programa
bioestadistico GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc, California, 2012).
Las diferencias significativas entre las medias se determinaron con una prueba de

Rango Mudltiple de Duncan estimando una probabilidad (P) < 0,01.

2.7. Inmuno-deteccion por electrotransferencia (Western Blot) de la
proteina NmIMSP en extractos vegetales de Nicotiana benthamiana

que expresan el gen nmimsp.

El vector binario pG-PVX-6His (Donado gentilmente por el Dr. David Baulcombe)
se utilizé para insertar el gen nmimsp en el sitio enzimatico de restriccion Sal | -
Not I. El gen nmimsp se fusion6 a una cola de 6 histidinas (Avesani y col., 2007) y
a la construccion se le nombré PVX-6His-nmimsp. Esta, se agroinfiltré en una
planta de N. benthamiana con el mismo procedimiento utilizado en el acapite
2.6.1. Las proteinas totales se procesaron mediante la homogeneizacion del tejido
vegetal (0,5 g de hojas), en presencia de tampdn de extraccion de proteinas (Tris-
HCl 62,5 mM pH 6,8, glicerol 25%, SDS 2%, DTT 350 mM), (Giavalisco y col,
2003). Luego se procedié a una centrifugacion a 13000 rpm durante 30 minutos y
el sobrenadante se colectdé en un nuevo tubo. Posteriormente, se estimo la
concentracion total de las proteinas, Bradford, (1976) y se realiz6 una corrida

electroforética de proteinas (20 ug) en un gel al 7 % de poliacrilamida, Laemmli,
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(1970). Se utilizaron como control, las proteinas totales de N. benthamiana de
fenotipo salvaje. Una corrida en paralelo se realiz6 con Azul Coomasie para
observar la separacion de las proteinas totales. Posteriormente, se realizé el
Western Blot y para ello se llevé a cabo la transferencia de las proteinas de la
corrida anterior a una membrana de nitrocelulosa, (Towbin y col., 1979), mediante
un equipo Trans-blot Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell (Bio- Rad, Hercules,
CA, USA). La proteina NmIMSP con cola de histidina se detectd mediante un
anticuerpo monoclonal anti-histidina AD1.1.10, Sigma-Aldrich (1:5000). Un
segundo anticuerpo anti-conejo IgG conjugado con peroxidasa de rabano, Sigma-

Aldrich, (1:5000), se utilizd para visualizar la fusion proteica.
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3.1. Construccion de bibliotecas de ADN complementario a partir de la

interaccion entre Nicotiana megalosiphon y Phytophthora nicotianae.

Se obtuvo una biblioteca control de ADNc utlizando el hospedero N.
megalosiphon en ausencia del patdégeno. Otra biblioteca, llamada experimental,
se obtuvo del ADNc sintetizado a partir de la interaccion entre N. megalosiphon y
P. nicotianae. El perfil de expresién obtenido permiti6 analizar un total de 2,
864417 secuencias (Tags) entre las dos bibliotecas. En la biblioteca control fueron
obtenidas 1, 437878 y en la experimental 1,426539. Un total de 726251
secuencias resultaron exclusivas (Unitags), de ellas se encontraron 339230 en la
biblioteca control y 387021 en la experimental (Tabla 1).

Tabla 1. Representa el niumero de genes activados o silenciados en las dos
librerias; control y experimental mediante SuperSAGE.

Librerias Libreria Libreria Total
Control experimental
“Tags" secuenciados 1,437878 1.426E830 2.564417
secusncias exclusivas
de cada libreria 339230 387021 T26251
{(UniTags)

Las secuencias uUnicas o exclusivas (UniTags) en la biblioteca experimental
representaron aquellos genes que mostraron un cambio significativo en su

expresion. En la actualidad existen herramientas moleculares que permiten
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monitorear los genes regulados positiva y negativamente en un hospedante
determinado durante su interaccion con un fitopatégeno. Dentro de estas técnicas
se encuentra el analisis seriado de la expresion génica (SuperSAGE), (Matsumura
y col., 2005) la cual basa su principio de funcionamiento en obtener valores de
cuantificacion absoluta de un fragmento de 26 pb de ADNc. Estos pequefios
fragmentos representan la expresion de genes bajo una determinada condicion y
en un tiempo dado. Lo que permite comprobar en cuando los genes, condiciones
bidticas o abioticas, cambian el perfil de expresion y por tanto, cuales de estos,
podrian ser decisivos en la aparicion de un determinado caracter o fenotipo. En
este caso, la busqueda del perfil de expresion se realizd sobre los genes de
Nicotiana megalosiphon en interaccion con P. nicotianae. Los resultados de la
libreria experimental demostraron que un total 21676 cambiaron su perfil de
expresion notablemente, en comparacion con la libreria control. Esta es una cifra
mayor de genes que la obtenida en la interaccion de Oryza sativa y Magnaphorte
grisea, analizada por SuperSAGE, (Matsumura y col., 2008). En esta, se obtuvo
un total de 12119 secuencias especificas. Una cifra inferior (806 UniTags) se
obtuvo de la interaccion entre Solanum tuberosum y Pyhtophthora infestans
utilizando el mismo protocolo de investigacién (Draffent y col., 2013). En otro tipo
de interacciones, como los abordados por Gilardoni y col., (2010), se analizaron
los cambios que se produjeron en la expresion génica de las hojas de N.
attenuata frente a las larvas de Manduca sexta. En esta interaccion se obtuvieron
547 genes en total, caracterizando con ello, la respuesta defensiva y temprana de
la planta, en presencia de las proteinas efectoras del insecto (Gilardoni y col.,
2010). Sin embargo en los trabajos de Matsumura y col.,(2010) se produjeron 31

bibliotecas de ADNc entre diferentes interacciones, las cuales analizaron diversos

50



CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

tejidos vegetales, hojas, plantulas, semillas, érganos sexuales de plantas,
fitopatdgenos, tejido embrionario de peces, etc. En este caso, se obtuvo un
conteo masivo de 13 millones de secuencias especificas entre los organismos
involucrados. EI nimero de genes afectados depende de varios factores, primero,
la interaccion involucra dos organismos que expresan su genoma en dependencia
de su relaciones inter-especificas, cada interaccion es unica para la técnica en
cuestion (Matsumura y col., 2005). Ademas, el tiempo en el que se acumula o
produce el ARNm de ambos organismos es determinante en la expresion,
inactivacion o invariabilidad de los genes. Por otra parte, hay patdégenos que
comienzan a infestar y colonizar tejidos desde las 24 h, sin embargo, otros
requieren mas tiempo, por tanto los mecanismos de defensa de la planta se
activaran en dependencia de los mecanismos de infeccidbn de cada patdgeno,
(Egan y Talbot, 2008). La longitud del fragmento de 26 pb que se produce con la
aplicacion del SuperSAGE permite la asignacion funcional de genes en las bases
de datos de forma precisa, para cada una de estas secuencias (Matsumura y col.,
2003). Otras técnicas antecesoras como el SAGE o el LongSAGE presentan la
desventaja de que al producir una secuencia mas corta de ADNc (8 y 14 pb)
respectivamente, la asignacion funcional de los genes presenta una mayor

probabilidad de error.

3.2. Identificacion de los genes que se activan durante la interaccion de N.
megalosiphon con P. nicotianae y que estan relacionados con los

inhibidores de proteasas en plantas.

Un total de 1301 genes fueron regulados positivamente durante la interaccion de

N. megalosiphon y P. nicotianae. En todos los casos el factor de cambio (FC) de
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los genes escogidos fue superior a 2,5. Sin embargo, solo 5 genes (ADNc) o
secuencias especificas (Tags) fueron relacionados directamente con proteinas
relacionadas con inhibidores de proteasas de plantas de acuerdo a la asignacion
funcional realizada con el programa informatico Blast2GO (Tabla 2).

Tabla 2. Secuencias especificas de ADNc que representan los genes que se
activan en la interaccion y estan relacionados con inhibidores de proteasas en

plantas. En color rojo se destaca el Tag 49066 por presentar el mayor valor de FC
(44,7).

Secuencia {26 pb) especifica de 10s “Tag™ o genes | Cantidad absoluta del ADMNc o

“Tag™* Factar de
relacionadas con los inhibidores de proteasas en Muestra Muestra Cambia
planta. Contral experimental FC
Tag_ 32716 CATGTATTAATCCATTATTTGGTGAT 16.5 R4.2 3.2
Tag_ 14613 CATGGCCAGAACTTATTGGTGTACCA 45.3 M7.0 4.7
Tag 78450 CATGTCTCAGTCCGATGGTTGLCCAG 4.1 434 10.5
Tag 2318 CATGTACTCCATTGTTTGGCGATAAA 2723 4594.0 16.3
Tag 40066 CATGGAARACGTTAACCATACAGCTCC 8.2 I68.9 44 7

*

Las bibliotecas se normalizaron a 100,000 “tags”. El Factor de Cambio o FC en cada
muestra se calculé dividiendo el nimero de “tags” en la muestra experimental por el
namero de “tags” de la muestra control.

El Tag_49066 mostré el mayor valor de FC= 44,7 y con ello la mayor activacion
en la expresion de los genes que se encuentran relacionados con inhibidores de
proteasas en plantas. En orden decreciente, continla el Tag 2318 con un
FC=16,8. Luego, le siguen los Tags 78459, 14613 y 32716 con valores de FC de
10,5; 4,7 y 3,2 respectivamente, mostrando los valores mas inferiores de
activacion durante la interaccion (Tabla 2).

Los resultados obtenidos en el SuperSAGE fueron corroborados en el
experimento del 3"-RACE-PCR (Figura 8). Sin embargo, los Tags 14613 y 2318

presentaron una sefial muy débil en la libreria experimental. Los Tags 32716 y

78459 presentaron una sefial muy fuerte en las dos librerias sin embargo las
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diferencias entre ellas son escasas. El Tag 49066 presentd diferencias notables
en cuanto a su expresion, pues esta fue mayor en la biblioteca experimental que
en la control, lo cual evidencia la fuerte activacion de este gen durante la
interaccion. La expresion del gen 26 ARNr fue constitutiva y constituyé el gen de

referencia durante el experimento (Figura 8).

Muestra Muestia
cantrol experimental
Tag 32716 [ N—

Tag 14613

Tag 78459 il S/
Tag 2313 [
Tag 49066 Bremd
265 rRNA i S—

Figura 8. Bandas de ADN del 3'-RACE-PCR mostrando los niveles de expresion
de los Tags relacionados con los inhibidores de proteasas en las dos bibliotecas
previamente obtenidas por SuperSAGE. Se utilizO como control el gen 26S del
RNA de plantas

Una poblacion de ADNc de 26 pb se obtuvo mediante SuperSAGE a partir de la
interaccibn N. megalosiphon-P. nicotianae. Se buscaron, especificamente,
aguellos genes que codificaron para inhibidores de proteasas; ya que son
biomoléculas que se expresan en la resistencia poligénica de la planta. La precisa
anotacion funcional que permitid el SuperSAGE estuvo determinada por la
longitud del ADNc obtenido de 26 pb (Matsumura y cols., 2003). Los Tags. 32716,

2318, 78459, 14613 y 49066 fueron relacionados, inequivocamente. con
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inhibidores de proteasas descritos en plantas y que se encuentran en la base de
datos MEROPS y UNIPROTKB (Rawlings y col., 2015, UniProt Consortium,
2010). El factor de cambio o FC>2,5 permitio identificar los genes que se activan o
son regulados positivamente por la planta cuando interactia con P. nicotianae. En
otras interacciones se ha utilizado este criterio que representa el numero de
copias del gen en una condicion determinada, con respecto a su estado normal.
La interaccion de Arabidopsis thaliana y Alternaria brassisicola demostré la
activacion de 35 genes relacionados con la resistencia en la planta mediante
analisis de la expresion génica (Shenk y col., 2003). Las investigaciones
realizadas sobre el ADNc (transcriptoma) obtenido de la infeccién de Fusarium
oxysporum en A. thaliana reveld un total de 571 genes regulados positivamente, y
relacionados con la defensa del hospedante (Zhu y col., 2012). La variacion en el
potencial de membrana celular en Arabidopsis thaliana por las infecciones de
Spodoptera littoralis, Myrzus persicae y Pseudomonas syringae se relaciond con
los cambios detectados en la expresion génica en este hospedante (Bricchi y col.,
2013). Los genes que se activaron en estas interacciones presentaron un factor
de cambio superior a 2,5; con respecto a S. littoralis se informaron 190 genes,
1840 frente a M. persicae y 416 en relacion a P. syringae (Bricchi y col., 2013). En
los trabajos de Gilardoni y col., (2010) se analizaron los cambios que se
produjeron en la expresion génica de las hojas en N. attenuata frente a larvas de
Manduca sexta. En esta interaccion se identificaron 430 genes regulados
positivamente, caracterizando la respuesta defensiva y temprana de la planta en
presencia de las proteinas patogénicas del insecto Gilardoni y col., (2010).
Aunque los genes que fueron regulados negativamente (FC< 0,4) en N.

megalosiphon no fueron un objetivo directo en esta investigacion, se debe
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destacar de forma general, su importancia biologica en el resultado final de las
interacciones con el patdégeno. Debido a que su regulacion también determina la
susceptibilidad o la resistencia de la planta. Por ejemplo, en interacciones
incompatibles de P. nicotianae con N. tabacum, los genes que intervienen en el
estrés oxidativo de la planta y que codifican para catalasas de funcion protectora
son inactivados o silenciados (Blackman y Hardham., 2008). De la misma forma,
la expresion de genes que codifican para proteinas quinasas en N. tabacum se
inactiva durante la interaccion compatible con el hongo Rhizoctonia solani (Borras
y col., 2012). Incluso, los genes de la fotosintesis disminuyen notablemente su
expresion en las hojas de N. benthamiana en presencia de la proteina efectora
INF1 de Phytophthora infestans (Matsumura y col.,, 2003) y se inactivan
practicamente durante la interaccion de Solanum tuberosum con P. infestans
(Gilardoni y col., 2013; Bilgin y col.,, 2010). Ademas, no se debe obviar la
expresion génica del patégeno, que no fue analizada en este trabajo, sin
embargo, la regulacién de sus genes y el producto de estos, modularan los
mecanismos de percepcién, reconocimiento y respuesta de defensa en la planta

(Petre y Kamoun, 2014).

3.3. Andlisis de la expresion de los genes activados durante la interaccion

en el tiempo y en los 6rganos de N. megalosiphon.

Los Tags relacionados con los inhibidores de proteasas en N. megalosiphon se
activan 1d después de haber inoculado el patégeno (Figura 9). Sin embargo, el
Tag_49066 presentd una activacion mucho mayor que el resto. Un dia después
de haberse iniciado la interaccion, la expresion relativa del Tag_49066 fue

significativamente mayor. A los 3d y hasta los 7d posteriores a la inoculaciéon con
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el patogeno, la expresion se mantuvo constante mostrando las mismas
diferencias significativas, lo cual demuestra su activacion estable en el tiempo. El
resto de los Tags presentaron un comportamiento similar, el primer dia
experimentaron una activacion (significativamente menor que el Tag 49066) sin
mostrar diferencias significativas entre ellos. Posteriormente se aprecia una
disminuciéon notable en los niveles de expresion entre los 3 d y hasta los 7 d de

evaluacion. (Figura 9).
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Figura 9. Grafico que muestra la expresion relativa en el tiempo de los Tags
(muestras totales) seleccionados en plantas de N. megalosiphon relacionados con
inhibidores de proteasas plantas inoculadas con P. nicotianane. Las barras
representan el error estandar de la media (N=5; +/- DE). Las diferencias
significativas fueron determinadas por ANOVA **: P<0.01; *: P < 0.05; NS: no
significativo. GraphPad Prims Software Inc. (La Jolla, CA, USA).

Se seleccioné el Tag 49066 para la evaluacion de su expresion en los diferentes
organos de la planta ya que presentd una activacién estable y constante en el

tiempo, después de la inoculacion con el patégeno en N. megalosiphon. Los
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niveles de expresion relativa del Tag 49066 resultaron significativamente mayor
en las hojas que en tallos y raices, un dia después de la inoculacion con el
patogeno. Sin embargo, los niveles de expresion en tallos y raices aumentaron
desde los 3 d y hasta los 7 d mientras que los niveles en las hojas se mantuvieron
estables. Por tanto, a partir de los 3 d los niveles de expresion en los 6rganos de
la planta no mostraron diferencias significativas y se pueden considerar sistémico

(Figura 10).
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Figura 10. Grafico que representa la expresion relativa en el tiempo del Tag
49066 en los diferentes organos de la planta de N. megalosiphon previamente
inoculadas con P. nicotianae. Las barras representan el error estandar de la
media (N=5; +/- DE). Las diferencias significativas fueron determinadas por
ANOVA **: P<0.01; *: P < 0.05; NS: no significativo. GraphPad Prims Software
Inc. (La Jolla, CA, USA).

Los Tags 32716, 2318, 78459, 14613 y 49066 fueron relacionados con inhibidores
de proteasas descritos en plantas, sin embargo, 49066 mostr0 niveles de
expresion constantes durante el tiempo de evaluacion y ademas, pudo ser

detectado en todos los 6rganos de la planta a diferencia del resto. Existen
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numerosas investigaciones que plantean que en la defensa de la planta, los
genes pueden actuar aumentando sus niveles de expresion o inactivandose, en
dependencia de la especie hospedante o el patdgeno que le ataca (Thomma y
col.,, 2011). En Nicotiana megalosiphon se han informado algunos genes
relacionados con la resistencia poligénica a diferentes patdogenos. La defensina
NmDEFO02 es un ejemplo de proteina que se ha caracterizado en este hospedante
y que presenta actividad antimicrobiana in vitro contra P. nicotianae, Fusarium
oxysporum var cubense, Alternaria solani y Verticillium daliae (Portielles y col.,
2010). En experimentos de campo, las plantas transformadas de tabaco con esta
defensina mostraron resistencia contra Peronospora hyoscyami f. sp. tabacina y
P. nicotianae, ademas plantas transgénicas de tomate y papa fueron muy
resistentes a P. infestans (Portielles y col., 2010). En la interaccion de N.
megalosiphon con Peronospora hyoscyami f. sp. tabacina se demostré que los
genes que codifican para el factor de transcripcion EIL2 y la Glutation Sintetasa se
activan y aportan positivamente a la resistencia poligénica contra el moho azul de
tabaco (Borras y col., 2006). El estrés bidtico provocado por los patdégenos induce
una elevada expresion de genes involucrados en la defensa de las plantas. Por
ejemplo, las investigaciones sobre la resistencia cuantitativa en papa frente a P.
infestans, mediante SuperSage demostraron la expresion de numerosos genes
(tags) que fueron asignados funcionalmente a 17 categorias metabdlicas
(Draffehn y col., 2013). Los genes involucrados en la funcién defensiva de la
planta, se encuentran representados por proteinas de la resistencia (PR) tales
como: PR1b, PR10, B-1,3 glucanasas (PR2), diferentes quitinasas, (PR3) y
proteinas parecidas a las taumatinas (PR5), (Draffehn y cols., 2013). Entre las

proteinas de la resistencia se hallan los inhibidores de proteasas. Estas se
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pueden encontrar en tejidos de reserva tales como tubérculos y semillas, también,
se han descrito en el polen y otras zonas aéreas de las plantas (L. van der Hoorn.,
2008). Los genes que codifican para los inhibidores de proteasas se inducen ante
el ataque de insectos, hongos, Oomycetes, bacterias y virus (Feldman y col.,
2014). Entre sus funciones mas importantes se encuentran la regulacion de la
maquinaria endo-proteolitica, la inhibicién de la digestidbn enzimatica de insectos
fitofagos, y la destruccion de proteasas microbianas secretadas por fitopatdgenos
que dafan la pared celular vegetal y otros tejidos de la planta (Hartl y col., 2011,
Habib y Fazili., 2007). La activacion de inhibidores de proteasas en directa
relacion con el dafio tisular, debido al ataque de patdégenos ha sido informada en
disimiles investigaciones, Heitz y col., (1993) informan la activacion de dos genes
que codifican para inhibidores (isoformas) de proteasas del tipo serino,
nombradas TIMP Ay TIMP B, debido a la infeccion de VMT (virus de mosaico del
tabaco). Estos autores demostraron la acumulacion de ARNm correspondiente a
estos dos genes, en las zonas de infeccion del VMT en plantas de Nicotiana
tabacum que experimentaron reacciones de HR. Posteriormente, demostraron
que TIMP A y TIMP B presentaban actividad inhibitoria contra subtilasas y
proteinasas K de bacterias y hongos respectivamente. La presencia de estos
inhibidores fue ligeramente sistémica en plantas de N. tabacum afectadas por
VMT y se comprobd que presentaban relaciones filogenéticas con inhibidores de
proteasas del tipo serino en papa y tomate (Heizt y col.,, 1993). En otras
investigaciones, se ha correlacionado la acumulacién del ARNm con la posterior
presencia de sus inhibidores de proteasas. En interacciones de plantas y
herbivoros fitopatdgenos se ha comprobado la acumulacibn de ARNm de los

inhibidores de papa del tipo | y Il, inhibidores del tipo Bowman-Birk y de tipo
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Kunitz (Feldman y col., 2014). Sin embargo, otros inhibidores de proteasas del
tipo serino se expresan constitutivamente, como es el caso de SaPIN2b;
localizado en los tricomas de la especies Solanum nigrum (Luo y col., 2012).
SaPIN2b presenta actividad contra las proteasas intestinales del insecto plaga
Helicoverpa armigera, e inhibe proteasas del tipo serino, tripsina y quimotripsina

(Luoy col., 2012).

3.4. Caracterizacion molecular (filogenia y bioquimica) de la proteina

NmMIMSP mediante programas bioinformaticos.

Se obtuvo la secuencia completa de nucleodtidos de ADN para el Tag 49066
mediante la amplificacion y secuenciacion de su ADNc. El gen se nombré nmimsp
y esta formado por 324 pares de bases (pb). El marco de lectura tedrico de este
gen codific6 para una supuesta proteina de 107 aminoacidos, nombrada

NmIMSP, (Figura 11).

ATGETERAGT TCOOGCACGT GETGEIGITE CTACTACTAS COAGTOTATT
TRACCACTTCR ChA CCACCECARGS GATEATGATC GCTCAGATIN
ki S i e b - A A 5 ML A i A
51 C ROGTECTR CRECTAEACS
CRCGAT GLCGRTCTGC
101 TCRETCAGAGC TGEETCOCCE CESCTCACGCGR ACGEACRCATCE CGCCGCARCCTR
ACCTRACEEE. CUOCROTECT TOTTCTCOTAC COECCTCEART
e o s e et e A o o it s
151 ' CERCGRTGECE ATAA il ASGRGEOGOS
\ CCECTACCGS Th TCCOTCCECEE
201 GRAGCTARCE CEETECTARRA CEEEACGEOE GIGACEGAGE
CTTCGRATTEC GOCACGATTT GUOITGLCES CACTGLCTCOC
______________________________________________________
251 RCCTRAAGATG AGRCTATTCE TEARCHTECT ASACTTCCTA
TGEEATICTRC TCTGATAAGT ACTTGCRCGA TCTGRAGEAT

=i

Secuencia nucleotidica del gen nmimsp de 324 pares de bases (pb).

MYVHFAREVVAFLLLASLE IPLTARIILETIHVLO LIV .S SIS IOV THEERWIELLIDTTAKETR
. 5 o PP i YV T S P L st ) A Y A o B Y B P P vt B R R

Secuencia aminoacidica (107 aa) de la proteina NmIMSP .

Figura 11. Secuencia de nucledtidos y de aminoacidos del gen nmimsp y la
proteina NmIMSP respectivamente.
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La secuencia de aminoacidos de NmIMSP mostré niveles altos de homologia con
otras 24 secuencias, relacionadas con inhibidores de proteasas (base de datos
UNIPROTKB) de la famila Solanaceae, Tabla 3.

Tabla 3. Proteinas relacionadas filogenéticamente con NmIMSP mediante el
porcentaje de similitud.

Mumero de Acceso =Tipo de Inhibidor- Especie de solanaceas Y de Similitud con
NmiMSP
KE70T6.1  Inhibidor de encoproteinasa tomate | (N/cotiana tabaciim) 96. 0%
Q03198  Inhibider da proteasa |-E {Nicotiana tabacurm) TMP-2 95.0%
Q03198  Inhibidor de proteasa I8 (Nicotiana tabacum) TIMP-A 92.0%
240476  Inhibidor de proteasa | [lumores] (N. glauca x langdor.) 78.0%
NBOOOCS 3673 Inhibidor de peptidasa detomate | (N, benthamiana) 75.0%
Nb0OODM05T2  Inhibider de peptidasa de tomate | (M. benthamizana) 75.0°%
MBQOM3ETI01  Inhibider de peptidasa de temate | (M. benthamiana) 75.0%
P18231 Inh. Prot. Activado por dafio tisular | Sofanum peruyvianum) 50.0%
P08454 Inh. Prot. Activado por daho tisular  [Solanum tuberosum) E0.0%
EOWCFZ inhibidor de proteasa de tipo serino (Scfanum tubecrosum) | 45.0%
Q43548 Inhibidorde proteasa | (Solanum wuberosum) 48.0%
43651 Inhibider de proteasa |  (Solanum tuberosum) 48 0%
C4FEZ? Inhibider da proteasal PPI3A4 (Sclanum tubherosum) 4B 0%
Q00783 Inhibidor de proteasa | (Solanum tubsrosim) 4R 0%
Q07450 Inhibiderde proteasa | [Solanum iwbercsum) 4B8.0%
Q4FE2Y Inhibidor de proteasal PPIIAZ (Sofanum tubsrosom) 47.0%
Q4FEZE Inhibldor de proteasa PPRBZ (Sofanum tubarosom) 47 0%
P05118 Inh. Prot. Activado por dafio tisular (Solanum lvcopersicum) 4B.0%
Q4FEZS Inhibidor de proteasal PPIZC1A (Sofanum fuberosom) : 4B.0%
035484 Inhibidor de proteasal (Selamum tubsmsum) : 48.0%
Q4FEZ4 Inhibidor de proteasa | PPI2C4 (Sofonum trboroswm) 46.0%
Q35492 Inhibidor de proteasal (Solamam tuberosum) 48.0%
WQ0Z753 Isoferma de un Inhibidor de protease (Selanum phireia) 40.0%
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Las 4 especies de Nicotiana representadas fueron; Nicotiana glauca, N.
langsdorffii, N. tabacum y N. benthamiana). EI género Solanum mostré homologia
con otras 4 especies; Solanum lycopersicum, S. peruvianum, S. phureja y S.
tuberosum) respectivamente, (Tabla 3). Las especies de Nicotiana presentaron
los mayores niveles de homologia. Nicotiana tabacum evidencié un porcentaje del
96 % con un inhibidor de peptidasas de tomate, luego estan los inhibidores de
proteasas TIMP-B y TIMP-A con porcentajes del 95 % y 92 % respectivamente.
El 78 % de homologia correspondié a un inhibidor de proteasas relacionado con
tumores en plantas a partir de un cruce de N. glauca y N. langsdorffii. La especie
Nicotiana benthamiana presentod tres inhibidores de proteasas con un 75 % de
homologia, (Tabla 3). La proteina madura NmIMSP, present6 un total de 6 sitios
polimorficos con respecto a los inhibidores TIMP Ay TIMP B (Figura 12 Ay B). La
presencia de los aminoacidos Alanina (79) y Leucina (99) resultaron exclusivos en
la secuencia de NmMIMSP. Estos aminoacidos podrian ser utlizados como
marcadores especificos de esta proteina, ya que practicamente, debido a su
homologia con TIMP Ay TIMP B, NmIMSP podria ser considerada una isoforma
mas con respecto a las anteriores, encontradas en N. tabacum. Es probable que
en otras especies de Nicotiana estén presentes variables polimérficas de este
inhibidor. Por otra parte, NmIMSP mostré un mayor niamero de polimorfismos en
comparacion con los inhibidores de proteasas de N. benthamiana y del cruce
genético entre N. glauca y N. landgdorsfii. En este caso se observaron 12
cambios en los aminoacidos en la zona del péptido sefial y 40 en la proteina
madura (Figura 12 A y B). Es por ello, que las distancias genéticas entre estas

especies son mayores y se observan menos cercanas en el arbol filogenético
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(Figura 13). Sin embargo, las mayores diferencias de homologias y distancias
genéticas se encontraron en los representantes del género Solanum (Tabla 3), en
este caso la identidad de secuencia oscilé entre un 50% y un 40%. Por tanto, los
mayores niveles de homologia se concentraron en estos dos géneros de la familia
Solanaceas. Lo cual podria indicar la presencia de un ancestro comun y ancestral,
en la posterior evolucion y aparicion de nuevos inhibidores, relacionados
genéticamente y con una funcion similar. El arbol filogenético muestra a NmIMSP
muy cercano a las ramas evolutivas que forman los inhibidores de proteasas de
Nicotiana tabacum y N. benthamiana (Figura 13). El resto de los inhibidores del
género Solanum (Sp y St) se ubicaron mas alejados filogenéticamente, mostrando
una mayor distancia genética (Figura 13). Lo antes mencionado se corresponde
con lo observado en el porcentaje de homologias de secuencia aminoacidicas.
Las secuencia aminoacidica de NmIMSP presentd elevada homologia con
representantes de la especie N. tabacum, tales como X67076, Q03199, y
Q03198. Estos dos ultimos inhibidores de proteasas del tipo serino son las
isoformas TIMP-A y TIMP-B, que se activan frente a la infeccion de VMT (virus del
mosaico del tabaco), (Heizt y col.,, 1993). Estos inhibidores han sido
caracterizados bioquimicamente y practicamente, la proteina NmIMSP presenta
caracteristicas de secuencia aminoacidica muy similares a TIMP A y TIMP B,
reforzando el criterio de que NmIMSP pueda ser un inhibidor de proteasas del tipo
serino (Figura 14). En un alineamiento especifico, con estos inhibidores, se
demuestran las similitudes estructurales con NmIMSP, incluso, la presencia del
aminoacido E (Glutamato), destacado en color azul, que representa la posicién 1
o residuo activo P1, muy comun en los inhibidores de proteasas del tipo serino,

(Figura 14), (Krowarsch y col., 2003). Estas proteinas presentan un mecanismo
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de inhibicién del tipo candnico, Laskowski y Kato, (1980). El inhibidor forma un
lazo convexo en la molécula, que se coloca entre las posiciones de los
aminoacidos P3-P3’ y tiene una complementariedad con el sitio activo y concavo
de la proteasa en particular en las posiciones, S1 y S1° (Farady y Craik, 2010,

Krowarsch y col., 2003), (Figura 15).
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Figura 12 A. Alineamiento de los aminoacidos de la proteina NmIMSP con los
inhibidores de proteasas del género Nicotiana y Solanum. En el recuadro rojo se
encuentra la secuencia de NmIMSP vy las letras en negro sefialan las regiones
polimérficas de esta proteina con respecto a los inhibidores de proteasas de las
especies de Nicotiana.
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Figura 12 B. Alineamiento de los aminoacidos de la proteina NmIMSP con los
inhibidores de proteasas del género Nicotiana y Solanum. Se destacan las
posiciones Alanina 79 y Leucina 99 exclusivas de la proteina NmIMSP.
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Figura 13. Representa las distancias genéticas entre la proteina NmIMSP vy los
inhibidores de proteasas relacionados de las especies Nicotiana y Solanum
(MEGA version 4). Las proteinas estan codificadas por su niumero de acceso,
seguido del nombre abreviado de la especie. Ng: Nicotiana glauca, NI: Nicotiana
langsdorffii, Nt: Nicotiana tabacum, Nb: Nicotiana benthamiana, Nm: Nicotiana
megalosiphon, SlI: Solanum lycopersicum, Sp: Solanum peruvianum, Sp: Solanum
phureja, St: Solanum tuberosum.
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Figura 14. Alineamiento de secuencias de los inhibidores NmIMSP, TIMP A 'y
TIMP B. Las flechas verticales indican los sitios homdlogos del péptido sefial y la
proteina madura en TIMP Ay TIMP B. En el circulo rojo se destaca el aminoacido
E (en azul), sitio activo de los inhibidores.
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Inhibidor de proteasas del
fipo serino
Escisibn peptidica

854 83 5] camliticos ST

Proteasa del tipo serino
(Enzima).
Figura 15. Representa en mecanismo de accion de los inhibidores de tipo
candnico (interaccion inhibidor-proteasa). Los sitios estan sefialados de acuerdo a
con la nomenclatura de Schechter y Berger (1967), S denota los sub-sitios de
interaccién de una proteasa y P los sitios de union del inhibidor. El sitio S1 de la
proteasa interactua con el enlace peptidico escindible del inhibidor (sitios P1-P1).

Otra caracteristica interesante en NmIMSP que comparte con los inhibidores
TIMP A, TIMP B y otras proteinas, es la presencia de una secuencia de
aminoacidos que se repite en la familia de los inhibidores de tipo | de Solanum
tuberosum. Esta secuencia en NmIMSP aparece en la posicion del aminoacido 47
(-.-.-WPELLGPA-.-.-) y caracteriza a la familia de los inhibidores de papa
(Feldman y col., 2000). Generalmente, el dominio estructural o secuencia esta
compuesto por 8 aminoacidos, algunos muy conservados y otros polimorficos.
Recientemente, Feldman y col, (2014), caracterizaron un nuevo inhibidor de
proteasas del tipo serino en papa nombrado PLPKI que posee esta secuencia y
presentd homologia estructural con NmIMSP. La secuencia de PLPKI fue
homologa, en estos 8 aminoacidos al inhibidor TIMP B (Feldman y col., 2014),
(Figura 16). PLPKI se activa cuando se produce la infeccibn de Phytophthora
infestans en papa, su actividad inhibitoria fue comprobada frente a proteasas
microbianas del tipo serino, como la subtilisina y la proteinasa K (Feldman y col.,

2014). Ademas, se corrobord que los cultivares resistentes de papa frente a P.
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infestans presentaron una elevada concentracion de este inhibidor (Feldman y

cols., 2014).
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Figura 16. Alineamiento de la secuencia de 8 aminoacidos caracteristica de la
familia de los inhibidores de papa. En el recuadro azul se sefiala en la secuencia
de NmIMSP los aminoacidos conservados en los inhibidores. El recuadro rojo se
destaca el inhibidor PLPKI. Figura adaptada de Feldman y col., (2014).

Caracteristicas bioquimicas de la proteina NmIMSP mediante programas

bionformaticos.

La funcién general de la proteina NmIMSP, por métodos informaticos, esta
relacionada con los mecanismos de resistencia de las plantas, cuando aparece el
dafio vegetal por factores bidticos o abidticos (Rawlings y col., 2004). De acuerdo
con su estructura secundaria, (dominios proteicos), se obtuvo homologia con un

inhibidor de proteasa 113 perteneciente a la familia tipo | de los inhibidores de
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Solanum tuberosum (IPR000864). Su funcién molecular especifica es la de inhibir
proteasas del tipo serino. Tedricamente, presentd un punto isoeléctrico de 7, 81y

un peso molecular de 11788, 92 Da.

La base de datos de proteasas y sus inhibidores (MEROPS) agrupa a estas
proteinas en Clanes y Familias; con los criterios de poseer un ancestro comun y si
presentan homologia de secuencia en sus aminoacidos (Rawlings y col., 2014).
Atendiendo a esta base datos y por su secuencia aminoacidica, la proteina
NmIMSP se ubico en el clan IG, familia 113 relacionada con inhibidores de
Solanum tuberosum (IPR000864) o papa de tipo | (Rawlings y col., 2014). Estos
poseen actividad inhibitoria frente a las familias S1 y S8 de las proteasas del tipo
serino y se activan cuando ocurre una afectacion biética o abiotica en los tejidos
vegetales. Los inhibidores pertenecientes a esta familia 113 estan ampliamente
distribuidos en plantas y se han descrito en muchas especies. Estos inhibidores
se han encontrado en tubérculos de papa, frutos y hojas de tomate, cebada,
cundeamor chino, calabazas, trigo zarraceno, frijol, arroz y amaranto (Rawlings y
col.,, 2014). Fundamentalmente, su actividad inhibitoria esta dirigida hacia la
subtilisinas, tripsinas y quimotripsinas. Generalmente, el peso molecular de estas
proteinas es de aproximadamente 8 kDa, sin embargo, el estimado tedrico para

NmIMSP fue de 11, 8 kDa.
Péptido sefal de la proteina NmIMSP.

El programa informatico, SignalP 4.1, proceso la secuencia de aminoacidos de la
proteina y predijo la presencia de un péptido sefial tedrico con un sitio de clivaje
en la posicion 22 (Petersen y col., 2011). La proteina madura presento un total de

85 aminoacidos a partir de la posicion 23 que pertenece a un residuo Arginina (R),
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(Figura 17). El recuadro rojo destaca los aminoacidos que con mayor

probabilidad formarian parte del péptido sefal, (Figura 17).
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Figura 17. Grafico sobre la prediccion del péptido sefial en la secuencia
aminoacidica de NmIMSP mediante el programa informatico SignalP 4.1. Los
mayores valores numéricos de C significan la mayor probabilidad de encontrar en
un aminoacido de la secuencia, el sitio de corte o escision del péptido sefal. Los
mayores valores numéricos de S caracterizan los aminoacidos que con mayor
probabilidad forman parte del péptido, los menores valores de S sefialan la
secuencia que forma parte de la proteina madura. Los valores de Y son una
combinacion de los obtenidos en C y S, y el sito de corte. Los primeros 22
aminoacidos enmarcados en rojo representan con mayor probabilidad la
presencia de un péptido sefial en NmIMSP.

La proteina NmIMSP pudiera sintetizarse en forma inmadura o inactiva debido a
que presenta un péptido sefal tedrico, hidrofdbico de 22 aminoacidos. El
programa bioinformatico SignalP version 4.1 evidencio la posible presencia de

esta estructura, que también se encuentra en los inhibidores de proteasa del tipo

serino TIMP Ay TIMP B (Petersen y cols., 2011), (Figura 18).
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Figura 18. Péptido sefal tedrico estimado por el programa bioinformatico SignalP
4.1 y los informados para los inhibidores de proteasas del tipo serino TIMP Ay
TIMP B. Los péptidos son practicamente idénticos.

El péptido sefial, en las proteinas relacionadas con la patogénesis (PR) esta
vinculado, directamente, con la secrecion de estas hacia el apoplasto celular. En
esta zona interactlan con las proteasas de los fitopatbgenos. En la especie
Nicotiana benthamiana se informo la presencia de seis defensinas con péptidos
sefiales en su extremo N-terminal. Estos fueron procesados en el reticulo
endoplasmatico de la célula vegetal y las proteinas maduras fueron dirigidas hacia
el apoplasto, donde actlan posteriomente frente a las proteasas de los patégenos
(Bahman y col., 2009). El apoplasto celular es una de las zonas mas activas
durante la interaccion planta- patdgeno. El arsenal de biomoléculas infecciosas
del patdgeno, como los PAMPs, efectores, proteasas, enzimas que degradan la
pared celular, entre otras, son secretadas por el patdgeno hacia esta zona
(Rovenich y col., 2014) por tanto, la mayoria de estas proteinas necesitan un
péptido sefial. Por otra parte, la planta dirige un determinado nimero de proteinas
hacia el apoplasto celular mediante su péptido sefial, estas proteinas pueden ser
inhibidores de proteasas, poligalacturonasas, proteasas, glucanasas, quitinasas,
xilanasas y otras proteinas de la patogenesis (PR), (Sels y cols., 2008). La

proteina NmIMSP se encuentra relacionada con inhibidores de proteasas tipo | de
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papa. La misma podria actuar en el apoplasto celular de la especie N.
megalosiphon contra subtilisas y otras proteasas del tipo serino del patdgeno P.
nicotianae. El gen nmimsp que codifica para esta proteina, se activa cuando la
planta percibe a través de los PAMPs la presencia del patdégeno, por tanto la
produccion de esta proteina tiene lugar durante la activacion de la inmunidad
innata mediada por PAMPs o PTI, Zipfel, (2009). Las caracteristicas de esta
biomolécula hacen suponer que la misma estéa relacionada con las proteinas de la
patogénesis y su activacion contribuye a la resistencia poligénica de N.

megalosiphon.

3.5. Pérdida en la funcion del gen gen nmimsp. Silenciamiento génico

mediado por el virus TRV en Nicotiana megalosiphon.

Las construcciones TRV::pds y TRV::nmimsp fueron agroinfiltradas en 30 plantas
de N.megalosiphon. Se cuantificé la expresion del gen nmimsp y fueron escogidas
aguellas plantas que menores niveles de expresion presentaron. En la figura 19
se observa la expresion del gen nmimsp en un total de 30 plantas de N.
megalosiphon. Las plantas que mostraron un silenciamiento efectivo del gen
nmimsp presentaron los niveles de expresion mas bajos. Los niveles de expresion
de nmimsp en 17 plantas de 30, fueron indetectables lo cual evidencia un 58% de
efectividad en el silenciamiento, (Tabla 4). No obstante, se seleccionaron 15
plantas para los ensayos de resistencia frente a P. nicotianane. Las plantas
silenciadas con el gen pds fueron seleccionadas de acuerdo con la pérdida del
pigmento clorofilico y al blanqueamiento que se refleja en las hojas y tallos. Un
total de 19 plantas presentaron sintomas de decoloracién clorofilica y la

efectividad del silenciamiento se estimé en un 62%, (Tabla 4). Fueron
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seleccionadas un total de 15 plantas para la evaluacion de la resistencia frente a

P. nicotianae.
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Figura 19. Evaluacién del silenciamiento del gen nmimsp a los 15 d. Niveles de
expresion relativa del gen en las plantas de N. megalosiphon agroinfiltradas con la
construccion TRV::nmimsp.

Tabla 4. Efectividad del silenciamiento de los genes nmimsp y pds utilizando el
vector viral TRV en plantas de N. megalosiphon.

Conslrucciones Numero de  Silenciadas No-silenciadas
agromfilradas cn plantas
N megalosiphon
TR\ mmmsp 30 17 13
TRN :pds 30 19 11

Las plantas control de N megalosiphon (no silenciadas), las agroinfiltradas con
TRV::pds (plantas silenciadas en el gen pds), las plantas silenciadas en el gen
nmimsp (TRV::nmimsp) y las plantas del cultivar Sumatra de N. tabacum fueron

inoculadas con el aislado PpnlIT23 de P. nicotianae. Las plantas control (1c) y las
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silenciadas en el gen pds (1c) se mostraron inmunes a los 10 dias después de la
inoculacion (Tabla 5).
Tabla 5. Evaluacion del grado de afectacion de la enfermedad pata prieta en

plantas de N. megalosiphon (TRV::nmimsp) silenciadas en el gen
nmimsp.

Grado de lesion en eltallo *

N. megaiosiphon TRV pds TRV mmimsp N, labacum cy.
ho silenciada ‘Sumatra’
1c 1 3.2:01b 98t014a

La escala se utilizo para evaluar el nivel de afectacion de la enfermedad (1 a 10); donde 1
es altamente resistente y 10 muy susceptible, Csinos, (1999). Los valores son la media
de 15 réplicas. El grado de ataque o severidad de la enfermedad se evalué en el tallo a
los 10 d después de la inoculacion con el patdégeno. ANOVA, diferencias significativas
determinada por la prueba de rangos multiples de Duncan (P<0.01).

Las afectaciones de la enfermedad en la especie N. tabacum cultivar Sumatra
fueron notables (9,8). Este fenotipo es muy susceptible a la incidencia de la pata
prieta. En el cultivar se observé la pudricion en los tallos en el 98% de las
plantas. Los tallos se mostraron de color oscuro, fragiles y el desarrollo de la raiz
fue escaso, por tanto podemos concluir que los niveles de afectacion por pata
prieta en estas plantas fue muy significativo con respecto al resto (Tabla 5). Por
altimo, las plantas de N. megalosiphon con el gen silenciado nmimsp
(TRV::nmimsp) mostraron niveles de afectacion significativos con respecto a las
plantas controles no silenciadas y a las silenciadas en el gen pds. Lo cual
demuestra que la pérdida de funcién del gen nmimsp compromete la resistencia
de las plantas de N. megalosiphon (3,2 b), aunque no completamente. Pues
estas plantas mostraron un nivel de resistencia mayor que el presentado por el

cultivar Sumatra. Lo cual conduce, a valorar la posibilidad de que la funcién del
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gen nmimsp es importante en el aporte a la resistencia cuantitativa o poligénica

de N. megalosiphon frente a este Oomycete.

La especie N. megalosiphon es practicamente inmune a los Oomycetes
fitopatdgenos que afectan el cultivo del tabaco. En investigaciones realizadas con
el Oomycete Peronospora hyoscyasmi f. sp. tabacina los genes de la resistencia
poligénica, que codifican para el factor de transcripcion EIL2 y la Glutation
Sintetasa son activados (Borras y col., 2006). En experimentos de silenciamiento
con estos genes, utilizando el vector viral TRV se comprob6 que su inactivacion
comprometio la resistencia de la especie; ya que aparecieron sintomas asociados
a la inoculacion de este patdégeno, en sus hojas (Borras y col., 2006). La
inactivacion de los genes ICS1 (isocorismato sintasa 1) y EIN2 (etileno-insensible
2), relacionados con la sintesis de las hormonas vegetales SA y ET, y con la
resistencia de las plantas adultas de N. benthamiana fueron silenciadas con TRV
lo cual provocé la desaparicion total del sistema de defensa de este hospedero
frente a P. infestans (Shibata y col, 2010). El gen SerK3 es un receptor del tipo
guinasa, con varios repeticiones consecutivas del aminoacido leucina y que actia
como principal modulador de la respuesta PTlI en N. benthamiana frente a
Phytphthora infestans (Chaparro-Garcia y col.,, 2011). La inactivacion por
silenciamiento génico mediado por virus (TRV::SerK3) mostré una marcada
susceptibilidad de esta especie frente al ataque de P. infestans. El gen SerK3
contribuye a la resistencia frente al Oomycete mediante la via de reconocimiento
de INF1, proteina del patdgeno que es un PAMP importante y activa el PTI en N.
benthamiana (Chaparro-Garcia y col., 2011). Un analisis similar al anterior ocurre
en el silenciamiento de los genes FLS2 y BAK1 en N. benthamiana, lo cual

compromete la activacion de PTI en esta especie, debido a que las funciénes que
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se inactivan son la de reconocer el epitope 22 de la flagelina bacteriana (PAMP),
en el caso de FSL2 y la funcidn co-receptora y de transduccion de sefiales del
receptor de membrana BRI1, muy importantes en la cascada de sefales
relacionadas con la activacion de la respuesta defensiva de la planta
(Chakravarthy y col., 2010). Los ejemplos anteriores, tienen en comudn, que en
todos los casos los genes silenciados comprometen en mayor o en menor medida
la resistencia poligénica de la planta. Por otra parte, el silenciamiento génico
mediado por virus y el uso de la agroinfiltracién son técnicas muy frecuentes en el
estudio de los genes en plantas por las facilidades que posee. En el ultimo caso
existe una cepa de Agrobacterium tumefaciens que libera las particulas virales del
TRV (tobacco rattle virus) hacia la planta. El virus que no pierde su capacidad
infectiva, lleva en su construccion genomica un fragmento del gen de la planta
que se desea inactivar (Vaghchhipawala y Misore, (2006). Esto se logra, a través
de la degradacién del ARNm del gen de la planta que presenta homologia de
secuencia nucleotidica, con el que se encuentra en el vector viral. EIl ARNm de
doble cadena se escinde proteoliticamente mediante la actividad nucleasa de las
enzimas DICER de la planta. El virus es capaz de amplificar la inactivacion del
gen deseado en toda la planta, debido a su su capacidad infectiva.
Posteriormente ocurre la formacion de ARNm de doble cadena en el vector viral
homologo al producido en la planta. El resultado es la inactivacion de este altimo
por degradacién. (Ramegowda y col., 2013). Otra de las ventajas de utilizar el
TRV como vector es que los sintomas de infeccion, en el hospedero como la
necrosis y la clorosis son escasos y el nuevo caracter o fenotipo puede ser
observado con mayor facilidad. Ademas, a diferencia de otros vectores, como el

PVX y el VMT presenta un mayor numero de hospederos y su ventaja
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fundamental radica en que logra infectar con mayor eficiencia, que cualquier otro
vector viral, las zonas mas jovenes de la planta tales como meristemos, flores y
regiones apicales con crecimiento vegetal, por lo tanto la inactivacion del gen sera

mas eficiente (Mandar y col., 2009).

3.6. Ganancia temporal de la funcion del gen nmimsp mediada por el virus

PVX en plantas de Nicotiana benthamiana.

3.6.1. Expresion del gen nmimsp en Nicotiana benthamiana mediante el

virus PVX.

La expresion relativa deAL gen nmimsp se analizdé por PCR en tiempo real, en 20
plantas individuales de N. benthamiana, agroinfiltradas previamente, con la
construccion (PVX::nmimsp), como control se agroinfiltrd la misma cantidad de
plantas con PVX:gfp y ademas se analizaron plantas de N. benthamiana sin
agroinfiltrar, (Figura 20). En Las plantas, con la construccion PVX::nmimsp, se
detectaron niveles elevados del gen nmimsp hasta 15 d después de la
agroinfiltracion. La expresion en estas plantas mostraron diferencias muy
significativas con respecto a las concentraciones, practicamente indetectables por
PCR en tiempo real, de las plantas con la construccion PVX:gfp y en N.
benthamiana sin agroinfiltrar (Figura 20).

La especie N. benthamiana es la planta modelo que se utiliza para el analisis
funcional de los genes de plantas. Esta especie es de origen australiano y
carece de los mecanismos defensa, tipicos de otras Nicotianas, (Lu y col., 2003).
Por esta razén, es muy susceptible a un amplio rango de fitopatdégenos, entre
ellos los virus, que al no encontrar mecanismos de defensas se dispersan y
acumulan rapidamente en toda la planta. Otra ventaja de esta planta, que es un
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modelo bilégico, radica en que los sintomas en los experimentos de
silenciamiento o expresion mediante vectores virales son mas pronunciados y

persistentes que en otras especies (Lu y col., 2003).
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Figura 20. Niveles de expresion del gen nmimsp detectados a los 15 d en plantas
de N. benthamiana agroinfiltradas con PVX::nmimsp, PVX::gfp y sin agroinfiltrar
(control). N=20. Las diferencias significativas fueron determinadas por ANOVA **:
P<0.01; *: P < 0.05; NS: no significativo. GraphPad Prims Software Inc. (CA,
USA).

El virus PVX no presenta un rango de hospederos tan amplio como el TRV.
Nicotiana benthamiana es uno de sus pocos hospederos naturales. Sin embargo,
estos organismos constituyen un sistema bioldgico de amplia utilizacion por los
investigadores, en el analisis de funcién de los genes de plantas debido a la
prontitud de los resultados, su reproducibilidad y sus bajos costos de aplicacion.
Existen numerosos ejemplos que corroboran la anterior afirmaciéon. Un total de 4
inhibidores de poligalacturonasas de Phaseolus vulgaris L fueron expresadas en
N. benthamiana a través del PVX, para ser evaluada su actividad inhibitoria, frente
a poligalacturonasas de origen fitopatdgénico (Manfredini y col., 2005). Una de las

variantes del método consiste en utilizar el vector viral PVX en la basqueda de
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genes R (resistencia) del hospedante. En 10 cultivares de papa resistentes a P.
infestans se realizé una busqueda de genes de resistencia relacionados con HR y
para ello, se expresaron 54 genes, que codificaron para efectores del patégeno,
mediante el sistema N. benthamiana —PVX. Estas proteinas efectoras fueron
probadas en cada uno de los fenotipos de papa resistentes (Vleeshouwers y col.,
2008). El gen NbCD1 proveniente de N. benthamiana codifica para una proteina
de la clase Il ERF (ethylen responsive element binding factor), relacionada con la
activacion del etileno. Este gen se caracterizo a partir de una biblioteca de ADNc
de N. benthamiana. La biblioteca presentd un total de 40000 ADNc que fueron
expresados en el sistema PVX-Sfinx. Se buscaron los genes de la planta
relacionados con la respuesta HR y se comprobd que NbCD1 es un regulador
positivo de esta respuesta y que su transcripcion afecta un total de 58 genes en la

planta relacionados con la respuesta poligénica (Nasir y col., 2005).

3.6.2. Evaluacion de la prueba de resistencia frente a P. nicotianae en

plantas de N. benthamiana expresando el gen nmimsp.

Las plantas de N. benthamiana que expresaron individualmente los genes
nmimsp, gfp, y las controles (fenotipo salvaje) fueron inoculadas con el aislado de
P. nicotianae PpnliT23. Se evalud la resistencia de estas plantas mediante la
escala de Csinos, (1999). Se estimaron los sintomas de la enfermedad pata prieta
a los 10 dias, después de la inoculaciébn con el patdgeno. La plantas que
expresaron el gen nmimsp (PVX::nmimsp) no mostraron sintomas o signos de la
enfermedad durante el tiempo de la evaluacion. Estas plantas permanecieron

sanas, sin afectaciones en los tallos, mostrando diferencias estadisticamente
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significativas con respecto a las plantas controles, o a las que expresan el gen de

la proteina verde fluorescente (PVX::gfp) (Figura 21).
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Figura 21. Evaluacion por la escala de Csinos (1-10) de la incidencia de pata
prieta en plantas de N. benthamiana que expresan el gen nmimsp, gfp y las
plantas controles. Las barras representan los valores de la media (N=20; +/- DE).
Las diferencias significativas (ANOVA) fueron determinadas por la prueba de
rangos multiples de Duncan (P<0.01). NS: no significativo. **: P<0.01.

Las plantas que expresaron la proteina verde fluorescente y las de fenotipo
salvaje o controles mostraron sintomas de la enfermedad paulatinamente. A los
10 d después de la inoculacién con el patdgeno presentaron dafios severos por la
afectacion de pata prieta. Los valores de afectacion fueron de 7,5 para las plantas
con la expresion de gfp y 8,5 para las plantas de fenotipo salvaje o normal,
(Figura 21). La figura 22 (A, B y C) permite tener una valoracion gréafica del grado
de afectaciéon o severidad de la enfermedad pata prieta en cada una de las
plantas de N. benthamiana. Aquellas que expresaron el gen nmimsp estuvieron
protegidas frente a la infeccion del aislado de P. nicotianae PpnllT23, y se

mostraron altos niveles de resistencia. En contraste, el resto de las plantas (gfp y

fenotipo salvaje) mostraron sintomas de marchitamiento intenso en los tallos,
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ademas, de pudricion y pérdida del sistema radicular, (Figura 22 A, B y C).
Phytophthora nicotianae es el agente causal de la enfermedad pata prieta en N.
tabacum y afecta fundamentalmente, a las raices y a la base del tallo, aunque
puede afectar la totalidad de la planta. Los sintomas varian segun la edad de la
planta y las condiciones climaticas. En general, se observa el tallo dafiado, fragil y
constrefiido, poco desarrollo de las raices y pudricion de las mismas, (Shew y
Lucas, 1991); caracteristicas que se observaron en las plantas controles y en las

que expresaron el gen gfp (Figura 22 By C).
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Figura 22. Sintomas de la enfermedad pata prieta a los 10 d después de la
inoculacién con P. nicotianae. A: N. benthamiana agroinfiltrada con TRV::nmimsp;
B: N. benthamiana agroinfiltrada con gfp, C: N. benthamiana fenotipo normal o
salvaje.

En plantacién, las afectaciones por pata prieta en tabaco son diferentes. Las

plantas se marchitan durante el periodo mas caluroso del dia y se recuperan
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durante la noche (Fernandez, 1998). El patdégeno, después de afectar a la raiz,
avanza hacia el tallo, llegando a una altura entre los 15-20 cm, la médula se seca
y se separa formando discos, el marchitamiento se torna progresivo y se produce
la caida de las hojas, las pérdidas en el cultivo, en estas condiciones son
elevadas. En P. nicotianae se han descrito cinco razas fisiologicas (0, 1, 2, 3, 4) y
son definidas por su habilidad de infectar cultivares con diferentes genes de
resistencia (Sullivan y col, 2005). En esta investigaciéon se utilizé el aislado
PpnlTT223 de la raza 0. La especializacion fisiolégica para P. nicotianae fue
informada por primera vez por Apple (1962), quien denominé raza 0 a los
aislamientos que no son patogénicos de la especie Nicotiana plumbaginifolia y a
lineas derivadas de ésta. La raza 1 es considerada la mas destructiva y ademas
es muy patogéniva a N. plumbaginifolia (Li y Bass, 2006). En Cuba no ha sido
identificada la raza 1, sin embargo si esta comprobada la raza 0 (Pefalver, 1983).
Una de las caracteristicas de P. nicotianae (Oomycetes) que la diferencia de los
hongos verdaderos, lo constituye la presencia de los 3 glucanos y la celulosa en
su pared celular y dos tipos de flagelos. Ademas, su reproduccion sexual es por
oosporas. Por estas razones se encuentran mas relacionados con las algas
pardas y las diatomeas que con los hongos verdaderos (Rossman y Palm, 2006).
Las oosporas pueden sobrevivir en el suelo durante afios y en ausencia del
material vegetal permite al patdgeno reproducirse (Attard y col, 2008). Sin
embargo, su estructura vegetativa mas importante es el micelio, sin septos, donde
se desarrollan los esporangios y de ellos se liberan las zooporas. Estas presentan
determinadas glicoproteinas que se adhieren a las regiones mas apicales de las
raices, iniciando el proceso de infeccion (Attard y col, 2008). Posteriormente, se

desarrolla el tubo germinativo que penetra en los espacios intercelulares y el
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apoplasto del hospedante formando el haustorio. El patbgeno comienza a producir
una serie de enzimas hidroliticas (Ilamadas CAZyme) que tienen la funcion de
degradar la pared celular del hospedero. Estas proteinas son glicosidasas,
polisacéarido-liasas, carbohidrato-esterasas, glicosil-transferasas, entre otras
(Blackman y col., 2014) y junto con otras biomoléculas constituyen las proteinas
efectoras del patégeno. El apoplasto celular del hospedante es el espacio donde
ocurren las interacciones primarias con el patdogeno. Por tanto, los efectores del
mismo realizan diversas funciones, entre las que se encuentran, la inactivacion de
las proteinas de la patogénesis (PR) y de resistencia de la planta (Kamoun y
Saunders., 2013). Las proteinas EPIC1 y EPIC2b secretadas al apoplasto por P.
infestans durante su infeccién neutralizan las cisteino-proteasas PIP1, RC3y C14
de tomate y papa (Kamoun., 2006). Una funcion similar realizan GIP1 y GIP2,
proteinas de P. sojae, ya que presentan actividad inhibitoria contra las glucanasas
de la planta. Los efectores de los patégenos, del tipo Oomycetes, como P.
nicotianae han evolucionado para resistir el ambiente reductor de la planta, que
activa sus primeros mecanismos de defensa expresando proteasas e inhibidores
(Pais y col., 2013). El repertorio de moléculas efectoras en estos patdgenos no
solo es diverso, sino que actia a diferentes niveles, tales como, el citoplasma
celular, los organelos y el nucleo. Las proteinas toxicas como Nepl, elicitinas
(CBEL, Pep13, Pcf) y NPP1 son ejemplos de biomoléculas moduladoras de la
resistencia de la planta, descritas en Oomycetes y la mayoria informadas en P.
nicotinae (Kamoun, 2007). Otro patégeno del tipo Oomycete importante para el
cultivo del tabaco es el bidtrofo Peronospora hyoscyami f. sp tabacina, agente
causal de la enfermedad el moho azul en N. tabacum. La presencia de este

patégeno en cada campafa tabacalera provoca anualmente pérdidas econémicas
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importantes entre los productores del cultivo. Por este motivo se decidié evaluar la
resistencia de las plantas de N. benthamiana expresando el gen nmimsp frente a
P. hyoscyami f. sp. tabacina, ademas se utilizO como control las plantas de

fenotipo normal y ademas se expreso el gen gfp en este hospedero.

3.6.3. Evaluacion de la prueba de resistencia a frente a Peronospora
hyoscyami f. sp. tabacina en plantas de N. benthamiana expresando el

gen nmimsp.

Un resultado similar, al obtenido en el experimento anterior con P. nicotianae, se
produjo con la inoculacién del aislado PhtliT324, de P. hyoscyami f. sp. tabacina.
Las plantas agroinfiltradas con la construccion PVX::nmimsp no presentaron
sintomas de la enfermedad en sus hojas y no se observaron decoloraciones del
pigmento clorofilico (Figura 23). Sin embargo, el resto de las plantas mostraron
sintomas de la enfermedad, tanto las plantas con las construccion PVX::gfp como
las controles exhibieron decoloraciones notables de color amarillo en los sitios
donde se les realiz6 la inoculacion del patdogeno (Figura 23). La severidad de la
enfermedad se estimd de acuerdo a la escala propuesta por Reuveni y col., 1983,
teniendo en cuenta los sintomas observados en las hojas afectadas. La
decoloraciéon foliar en los primeros momentos de la infeccion del patégeno se
conoce como periodo de incubacion y se define como el nimero de dias
necesarios para que se observen los sintomas. Las plantas que expresaron el gen
nmimsp (PVX::nmimsp) no presentaron afectaciones y se mantuvieron sanas
durante el tiempo de evaluacién, estas plantas mostraron diferencias muy
significativas con respecto al resto. La severidad de la enfermedad, en sus

primeros estadios, en las plantas controles y en las que expresan el gen gfp
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fueron elevadas. Ambos tratamientos mostraron un grado 4 de afectacion en la

escala de Reuveni y col., 1983, lo que representa un dafio foliar de entre el 75-

X

N. benthamiana TRV::nmimsp

1100

N. benthamiana control N. benthamiana TRV:.gfp

100%, (Figura 24).

Figura 23. Hojas de N. benthamiana mostrando sintomas de decoloracién y
necrosis a los 10 d en las zonas donde se inoculé el aislado PhtlIT324 de P.
hyoscyami f. sp tabacina. En las hojas de N benthamiana con la construccion
PVX::nmimsp fueron observadas afectaciones y se mantuvieron sanas durante el
periodo de evaluacién del experimento (10 d).

Peronospora hyoscyami f. sp. tabacina. Es un biotrofo obligado, que requiere del
tejido vivo del hospedante para completar su ciclo de vida (Wolf y col., 1934;
Lucas, 1975) y es capaz de infectar otras especies de Nicotiana spp (Lucas, 1980;
Johnson, 1989). Forma estructuras sexuales y asexuales, denominadas oosporas

y esporangiosporas respectivamente. Los sintomas caracteristicos de la

enfermedad del moho azul del tabaco producido por el Oomycete son la
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decoloraciéon amarilla, la reduccion acopada de las hojas en plantas jovenes, las

cuales eventualmente adquieren una coloracion marrén y mueren.
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Figura 24. Evaluacion del periodo de incubacion del aislado PhtlIT324 de P.
hyoscyasmi f. sp. tabacina por la escala de Reuveni (0-4) en plantas de N.
benthamiana que expresan el gen nmimsp (PVX::nmimsp), gfp y las plantas
control de fenotipo normal a los 10 d. Las barras representan los valores de la
media (N=10; +/- DE). Las diferencias significativas (ANOVA) fueron
determinadas por la prueba de rangos mdultiples de Duncan (P<0.01). NS: no
significativo. **: P<0.01.

En las plantas adultas se observan manchas amarillas en hojas, presencia de
manchas de color marrén y esporulaciones que se localizan en el envés de la hoja
y cuando el signo es muy evidente los esporangios pueden localizarse en todas
las areas foliares y en las regiones cercanas a la flor (Kucharek, 2001). En las
plantas de N. benthamiana inoculadas con el aislado PhtlIT324 fueron observadas
las decoloraciones amarillas a los 10 d. Estos sintomas coinciden con los
descritos para las infecciones del patdgeno en algunas especies de Nicotiana y se

corresponde con su periodo de incubacién en el hospedante (Cline, 2009).
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Existen informes sobre la existencia de diferentes razas en este patdgeno, pero
su descripcion ha sido controversial. En 1964 se propuso que los aislados
patogénicos APT1 de especies de Nicotiana spp, incluyendo a Nicotiana tabacum,
se consideraron formae especialis de Peronospora hyoscyami (Cline, 2009).
Posteriormente, en 1970, se diferenciaron dos formas especiales APT2 y APT3,
capaces de infectar un amplio grupo de especies de Nicotiana spp. La primera, se
denomind Peronospora hyoscyami f sp. hybrida que infecta a N. hybrida y la
segunda Peronospora hyoscyami f sp. velutina. No obstante, éstas no se han
considerado como razas (Cline, 2009). Aunque el patdbgeno presenta un
hospedante ideal en la Nicotiana tabacum, otras especies han sido susceptibles a
su infeccion, entre ellas podemos citar: Nicotiana benthamiana, N. sylvestris, N.
repanda, N. attenuata, N. suavolens, N. langsdorffi, N. tomentosa, Capsicum
annuum, Solanum lycopersicum, S. melongena y S. nigrum (Mordue., 1989).
Peronospora hyoscyami f. sp. tabacina establece una relaciéon de dependencia,
como biodtrofo obligado que es, con sus hospedantes. Al igual que P. nicotianae,
forma el haustorio como estructura alimentacion, pero recientemente, existen
evidencias, de que esta estructura transloca y secreta hacia el citoplasma del
hospedante proteinas efectoras que modulan su respuesta de defensa (Petre y
Kamoun., 2014). Recientemente, se ha secuenciado el genoma de dos aislados
de P. hyoscyami f. sp. tabacina (Derevnina y col., 2015). De estos, se lograron
identificar un gran niamero de genes que codifican para efectores del patdégeno y
proteinas involucradas en el mecanismo de infeccion. Aproximadamente se
encontraron 120 efectores tipo RXLR-dEER, 6 del tipo CRN (efectores de accion
intracelular asociados al nucleo de la planta) y 61 con dominios proteicos del tipo

WY (Derevnina y col., 2015). Las secuencias comparadas con la base de datos
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demostraron la proximidad filogenética con el género Phytophthora vy
Hyaloperonospora, sin embargo, la interaccion Nicotiana y Peronospora
hyoscyami f sp. tabacina requiere investigaciones de mayor profundidad para su
verdadera comprension. No obstante se han descrito algunas respuestas
especificas de defensa, en determinados hospedantes, frente a la infeccion de
este patdgeno. Las investigaciones de Kroumova y col., (2007) informan de la
secrecion de proteinas llamadas T- filoplaninas, por los tricomas de la superficie
aérea de las hojas de N. tabacum, estas presentan actividad inhibitoria sobre la
germinacion de este Oomycete. Los esporangiésforos y las esporangiosporas, del
patdogeno emergen a través de los estomas, pero se determind, que son inhibidos
por la accion del R-ionona (Schiltz 1974; Salt y col,. 1986), el cual es un
terpenoide volatil, sintetizado por las plantas a partir de los carotenoides (Simkin y
col., 2004). Ensayos mediante el empleo del cultivar de tabaco KY14, que
contiene el gen N, revelaron que la inoculacion inicial con VMT (tobacco mosaic
virus)T en las hojas inferiores, incrementé la actividad la actividad de las
glucanasas [-1-3 de la familia (PR-2), lo cual indujo una respuesta sistémica
adquirida (SAR) en contra del Oomycete (Ye y col.,, 1990). Posteriormente, se
demostré que la expresion de las PR-2 en plantas transgénicas confirié un alta
proteccion a las plantas transformadas contra este patdégeno (Ryals y col., 1996;
Lusso y Kuc 1996). En Nicotiana megalosiphon se confirmé que la ausencia de
los genes EIL2 y GST comprometen la resistencia de este hospedante a P.

hyoscyami f. sp. tabacina (Borras y col., 2006).

87



CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.7. Inmuno-deteccion por electrotransferencia (Western Blot) de la
proteina NmIMSP en extractos vegetales de Nicotiana benthamiana

que expresan el gen nmimsp.

La proteina NmIMSP relacionada con inhibidores de proteasas en plantas se
detect6 en extractos vegetales de N. benthamiana que expresaron el gen nmimsp
(PVX::nmimsp) mediante un anticuerpo que detecta la cola de histidina fusionada
a la proteina (Figura 25) .La fusion His-NmIMSP se identificO entre las proteinas
totales de la planta lo cual evidencia la eficiencia de la agroinfiltracion
(PVX::nmimsp) y la expresion de nmimsp en N. benthamiana. La fusion proteica
mostro un peso similar al previsto tedricamente, superior a los 11 kDa, sobre todo,
influye la ganancia en el peso molecular de los 6 aminoacidos de la histidina
(Figura 25). En conclusién se observo una fuerte expresién de gen nmimsp en las
plantas de N. benthamiana. La expresion temporal se observé con la inmuno-
deteccion de la cola de histina fusionada a la proteina NmIMSP; mientras que en

las plantas controles (Nb) no hubo sefal detectable.

MPM His-NmIMSP Nb

32 kD

22 kD
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Figura 25. Membrana de Western Blot donde se observa la deteccion de la
proteina NmIMSP con cola de histidina en las proteinas totales de las plantas de
N. benthamiana que expresan el gen nmimsp. MPM: marcador de peso molecular
de proteinas; His-NmIMSP, producto del gen nmimsp fusionado a la cola de 6
histidina; Nb, proteinas totales de plantas de Nicotiana bentamiana de fenotipo
normal o salvaje.
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La planta desarrolla un sistema defensivo basada en la expresion de muchos
genes gue codifican para proteinas con funciones anti-patogénicas. Entre ellas se
encuentran los inhibidores de proteasas, los cuales actuan contra enzimas,
proteasa y efectores del patdégeno. Los inhibidores de proteasas en plantas
forman parte de las proteinas PR, las cuales estan relacionadas con la activacion
de la respuesta ROS (estallido oxidativo y la presencia de especies reactivas del
oxigeno), el reconocimiento de efectores mediante los genes R, la transduccion
de sefiales al nudcleo celular, la expresion de genes relacionados con las
respuesta HR y la regulacion de la respuesta hormonal (SA, ET, JA), (Jones y
Dangl, 2006). El producto de un gen R en la planta que reconozca
especificamente a una proteina avr del patdogeno (efector) asegura la resistencia
de la planta, a través de una respuesta en corto tiempo y robusta (Agrios, 2005).
Sin embargo, la proteccion de esta planta (cultivar) esta determinada por un solo
gen R, por tanto, la resistencia es monogénica y no es durable en el tiempo, ya
que, si el patdgeno experimenta un cambio evolutivo en el gen que codifica para
el efector, esta proteina R no podra reconocer al efector y por tanto la planta
exhibira un fenotipo susceptible (Agrios, 2005). Lo antes mencionado, conduce al
criterio de que el desarrollo de la resistencia cuantitativa es una via alternativa en
el control de plagas y enfermedades de plantas, debido fundamentalmente, a que
este tipo de resistencia no depende de un solo gen, sino de la sumatoria de un
grupo de estos, que asegura una protecciéon de campo durante un tiempo mas
prolongado (Agrios., 2005). Hay menos probabilidad de que en la poblacion de
una especie patdégenica ocurran un sinnumero de cambios a corto plazo, por ello,
la resistencia poligénica ofrece una mayor seguridad al fito-mejorador. Por tal

motivo, es importante conocer qué genes son los que influyen en este tipo de
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resistencia, ya que su aplicaciéon aseguran la proteccion de amplio espectro a
diferentes razas, patovares, biotopos o a diferentes aislados de una misma
especie de patogenicidad variable. Entre las proteinas de la resistencia poligénica
de mayor aplicacion para una proteccion estable en campo se encuentran los
inhibidores de proteasas (Habib y Fazil., 2007). Estos se han utilizado en la
transformacion de cultivos, creando cultivares resistentes, sobre todo frente a
plagas de insectos (Habib y Fazil., 2007) y ademéas, como marcadores
moleculares de especies con resistencia poligénica (Feldman y col., 2014)
.Existen numerosas investigaciones que informan la expresion de genes
heter6logos que codifican para inhibidores de proteasas en plantas de arroz,
tabaco, papa, pimiento, algodén, etc. Inhibidores de proteasas de N. alata, que se
expresan en tabaco transgénico exhiben elevada resistencia frente a Botrytis
cinerea (Sels y col., 2008). Sin embargo, la mayoria de estas investigaciones van
dirigidas a obtener cultivares resistentes a insectos, como la transformacion de
plantas de algodon expresando inhibidores de proteasas de papa, clase |y Il para
el control de las plagas de Helicoverpa punctigera y Helicoverpa armigera (Dunse
y col.,, 2010). Un inhibidor de proteasas del tipo serino (BvSTI) aislado de la
especie Beta vulgaris fue transformando en plantas de Nicotiana benthamiana y
se observd, que era capaz de controlar las larvas de insectos-plagas como
Spodoptera frungiperda, Spodoptera exigua y Manduca sexta (Smigocki 2013). En
las investigaciones de Alvarez-alfageme y col. (2011), se obtiene la resistencia de
plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana debido a la expresion del inhibidor
de proteasa del tipo serino AtSerpinl contra dos insectos patdégenos, Spodoptera
littoralis y el acaro Acyrthosiphon pisum. Otras investigaciones purifican el

inhibidor y realizan ensayos in vitro contra diferentes patégenos (Dunaevsky y
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col.,, 2004; Kim y col., 2005; Valdés-Rodriguez y col., 2010, Lu y col., 2003;
Pernas y col., 1999; Soares-Costa y col., 2002; Haq y col., 2004; Valueva y col.,
2004). Por ejemplo, los inhibidores de tripsina de semillas purificadas de Triticum
aestivum suprimen la germinacién de esporas y el crecimiento del micelio, en los
hongos fitopatégenos Alternaria alternata, Fusarium oxysporum y Rhizoctonia
solani respectivamente (Dunaevsky y col., 2004; Kim y col., 2005). Ademas,
inhibidores de quimotripsina de tubérculos de papa suprimen el crecimiento y
desarrollo de Phytophthora infestans (Valueva y col., 2003; Valueva y col., 1998;
Woloshuk y col., 1991). Inhibidores de proteasas del tipo cisteina en Pennisetum
glaucum retarda notablemente el crecimiento de hongos patégenos, incluyendo a
Trichoderma reesei (Joshi y col., 1998). Por otra parte, los genes de la resistencia
poligénica pueden ser considerados como marcadores moleculares en las
especies de plantas y su identificacion, constituye una herramienta importante en
la seleccién de progenitores con una resistencia estable y duradera en el tiempo,
(Draffehn y col., 2013). En tal sentido, los genes StAOS1 y StAOS2 que codifican
para las isoformas de la Aleno-Oxido-Sintasa, una enzima involucrada en la
sintesis del jasmonato, en Solanum tuberosum estan asociados a la resistencia
poligénica contra P. infestans (Draffehn y col., 2013). De este modo, PLPKI es un
inhibidor de proteasa del tipo serino, aislado de papa y con actividad bioldgica
contra P. infestans y Rhizoctonia solani (Feldman y col, 2014). Los cultivares de
papa mas resistentes a P. infestans expresaron con mayor concentracion el
inhibidor PLPKI, al contrario de lo mas susceptibles, que expresaron a bajos
niveles este gen (Feldman y col, 2014). Las diferencias en cuanto a la expresion
del inhibidor en estos cultivares determinaron la supervivencia de los que mas

expresaron a PLPKI frente al Oomycete. En la planta de N. benthamiana se
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demuestra la presencia de la proteina NmIMSP, relacionada con inhibidores de
proteasas, en los 6rganos de la planta mediante un anticuerpo que reconoce una
cola de histidina fusionada con el inhibidor. Las diferencias aminoacidicas entre
los inhibidores TIMP A, TIMP B y NmIMSP son escasas, esta Ultima podria
considerarse una isoforma de las anteriores, sin embargo, las diferencias en los
niveles de expresion de estos genes podrian determinar la resistencia o la
susceptibilidad frente a P. nicotinae. Por otra parte, la activaciéon de los genes
podria estar determinada por el tipo de interaccion, ya que TIMP A y B se
expresan en presencia del VMT en N. tabacum, mientras que nmimsp se activa
en N. megalosiphon frente a P. nicotianae. Existe la posibilidad de que otras
especies y cultivares de tabaco resistentes a pata prieta presenten genes
homologos a nmimsp y con una expresion similar a la de N. megalosiphon. La
evaluacion funcional de este gen en estas plantas podria reforzar la idea de

utilizar el mismo como marcador molecular de la resistencia poligénica.
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1. Se demostré que la biblioteca de ADNc a partir de la interaccion entre N.
megalosiphon y P. nicotianae produjo un perfil de expresion de 1,426539
genes, de ellos 21676 mostraron un cambio notable en su regulacion

geénica.

2. En la interaccién de N. megalosiphon con P. nicotianae se determind que
un total de 1301 genes fueron regulados positivamente, de ellos 5
secuencias de ADNc de 26 pb (Tag, 49066, Tag 32716, Tag 14613, Tag
78459 y Tag 2318) fueron relacionadas con genes que codificaron para

inhibidores de proteasas en plantas.

3. Se comprob6 que el Tag 49066 presentd los mayores niveles de expresion
en el tiempo y en los érganos de la planta, excepto en las primeras 24 h

donde fue mayor en la hojas de N. megalosiphon.

4. Se establecié que la secuencia completa del gen nmimsp (Tag 460066)
presentd un total de 324 pb y codific6 para una proteina de 107
aminoacidos nombrada NmIMSP y con un péptido sefial tedrico en la

posicion 22.

94



CONCLUSIONES

5.

Se determing, filogenéticamente que la proteina NmIMSP mostré una alta
homologia con los inhibidores de proteasas de las especies de Nicotiana
spp, en particular TIMP A (92%) y TIMP B (95%) y una menor identidad

genética con las especies del género Solanum spp (50-40%).

Se determind que la proteina NmIMSP esta relacionada con los inhibidores
de proteasas de Solanum tuberosum de tipo I, perteneciente al Clan IG,
Familia 113, y se estim6 su peso molecular y punto isoeléctrico en 11788,9

Day 7,81 respectivamente.

Se comprob6 que las plantas de N. megalosiphon que perdieron la
capacidad funcional del gen nmimsp fueron mas susceptibles a la

incidencia de la enfermedad pata prieta.

Se comprobé que las plantas de N. benthamiana que ganaron
temporalmente la capacidad funcional del gen nmimsp mostraron altos
niveles de resistencia frente a la incidencias de las enfermedades de pata

prieta y el moho azul del tabaco.
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1. Realizar estudios bioquimicos in vitro de la proteina NmIMSP para
determinar su efectividad enzimatica frente a proteasas de origen

fitopatogénico.

2. Realizar una busqueda del gen nmimsp o sus homdlogos en el
germoplasma de tabaco y en los cultivares comerciales de tabaco negro

cubano y corroborar su expresion con la resistencia de los mismos.

3. Comprobar la proteccion del inhibidor NmIMSP en especies y cultivares de
tabaco susceptibles a Oomycetes y que sean importantes para el

mejoramiento geneético.

4. Aplicar y validar la utilizacion del gen nmimsp como marcador de la

resistencia poligénica para el mejoramiento genético del cultivo del tabaco.
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